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Resumo

Entre os fatores que podem modificar a responsividade do organismo ao estresse, estéo
experiéncias que incidem durante o periodo de rgpido desenvolvimento do sistema
nervoso. A separacao periodica entre mées e filhotes tem sido utilizada como modelo de
estresse perinatal. Ratos provenientes desse modelo apresentam na vida adulta elevada
responsividade ao estresse e ansiedade, déficits de aprendizado e memdria e
modificages na expressao de comportamentos. O presente estudo teve como objetivo
investigar, em ratos machos e fémeas, os efeitos da separacdo materna periddica durante
a lactagdo em diferentes ciclos de luminosidade sobre parémetros do controle do
comportamento alimentar na vida adulta. Foram utilizados ratos da linhagem Wistar
provenientes do biotério do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco. A separacdo entre méaes e filhotes foi realizada do 1° ao 14°dia de vida,
por seis horas, nos periodos claro ou escuro do ciclo de luminosidade. Na vida adulta
aos 180 dias, foram avaliados a Sequéncia Comportamental de Saciedade, a preferéncia
a macro-nutrientes, resposta a dieta palatavel e ao jejum, bem como dosagem de
corticosterona sanguinea. Em relagdo ao consumo alimentar fémeas separadas no claro
foi maior (CF=8.2+0.2 n=10 v.s SCF= 9.9+0.3 n=10, P<0.05) quando comparado com
as fémeas controle. Quando comparamos 0s géneros (machos e fémeas) observamos que
as fémeas apresentou maior consumo aimentar (CF=23.3+0.5, n=10 v.s CM= 18.2
+0.7, n=10, P<0.001). No teste de preferéncia alimentar, houve aumento no consumo de
proteina (CF= 4.1+0.7, n=8 v.s SCF= 7,1+0.5, n=8, P<0,05), reducdo de lipidios (CF=
17.7+0.9, n=8 v.s SCF= 13+1.1, n=8, P<0,001) e nenhuma alteracdo de carboidrato
(CF= 15.7£0.7, n=8 v.s SCF= 14.2+0.8, n=8, P>0.05) por fémeas comparado a0 seu
controle. Fémeas de separacd0 materna apresentaram maior ingestdo de alimentos
palataveis (CF=15.41+0.43 v.s SCF= 17.71+0.69 P<0.001). Para ratos machos, foi
identificado aumento nos niveis de corticosterona apenas para aqueles separados
durante o periodo escuro do ciclo (CM=128,4+13,4, n=8 v.s SEM= 173,9+12,8, n=10,
P<0,05). Para fémeas foi observado maior corticoserona devido a separacdo materna
independente do ciclo de luminosidade (CF=74,618, n=8 v.s SCF=142,7+12, n=8,
P<0,001; CF=50,5t+9,3, n=5 v.s SEF=153,5t+8,9, n=9, P<0,001).Neste estudo,
observamos algumas diferencas em parametros do consumo alimentar entre animais
separados de suas méaes durante o periodo claro e escuro. Esses resultados indicam que
diferentes fatores envolvidos na interacdo mée-filho apresentam influéncias
programadoras distintas sobre o padr&o do comportamento alimentar na vida adulta.

Palavras -chave: Estresse, separacdo materna, comportamento e preferéncia alimentar



Abstract

Among the factors that may modify the responsiveness of the organism to stress, there
are insults during the fast period of nervous system development. The periodic
separation between mothers and infants has been used as a perinatal stress model. Rats
submitted to this stressful model show high responsiveness in adult age to stress and
anxiety, deficits in learning and memory, and changes in the behaviors patterns. The
present study aimed to investigate in adult rats the effects of periodic maternal
separation during lactation in different light cycles on parameters of the feeding
behavior control. Virgin female albino Wistar rats (Rattus norvegicus) were obtained
from the Department of Nutrition, Federal University of Pernambuco. Male and Female
offspring were used for this study. The maternal separation for six hours during periods
of light or dark cycle was performed from 1% to 14™ day of life. At 150 days of life, we
evaluated the behavioral sequence of satiety, preference to macronutrients, reaction to
palatable diet and fasting, and corticosterone levels. Related to food consumption, we
observe that females submitted to maternal separation during light cycle shows increase
compared to control females (CF = 8.2 £ 0.2 v.s SCF = 9.9 £ 0.3, P <0.05). When we
compare gender we observed that females has higher food consumption than males (CF
=233x05vsCM =182 £ 0.7, P <0.001). In the test of food preference, females
submitted to maternal separation shows increase in protein intake (CF = 4.1 £ 0.7 v.s
SCF=7.1+0.5, P<0.05), decrease in fat intake (CF =177+ 09v.sSCF=13+ 1.1, P
<0.001) and no change in carbohydrate intake (CF = 15.7 £ 0.7 v.s SCF = 14.2 + 0.8, P>
0.05) compared to their controls. Females submitted to maternal separation shows
increase in intake of palatable diet (CF = 15.41 + 0.43 v.s SCF = 17.71 + 0.69, P
<0.001).We observed in male rats an increase in corticosterone levels only for those
separated during the dark cycle (CM = 128.4 £ 13.4 v.s 173.9 £ SEM = 12.8, P <0.05).
For females it was observed higher corticosterone due to maternal separation
independent of the light cycle (CF = 74.6 + 8 v.s SCF = 142.7 + 12, P <0.001; CF =
50.5 + 9.3 v.s SEF = 1535 £ 8.9, P <0.001). In this study, we observed some
differences in parameters of food consumption between animals separated from their
mothers during the light and dark. These results suggest that different factors involved
in mother-infant interaction programming the pattern of feeding behavior in adulthood.

Keywords: stress, maternal separation, feeding behavior, food preference
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APRESENTACAO

Muitos estudos tém apontado a importancia da interagdo mae-filho durante os
primeiros meses de vida. Em humanos, nas ultimas décadas, tem sido incentivado o
contato direto e continuo entre maes e neonatos nascidos com baixo peso ou
prematuros. Os beneficios da interacdo mae-filho obtidos por esse método tém reduzido
a mortalidade e morbidade desses neonatos, aumentado medidas de crescimento,
amamentacdo e contato mée-filho. Em roedores, a presenca da mée é determinante para
evitar a incidéncia de fatores agressores que possam desencadear adaptac6es fenotipicas
dos filhotes com consequéncias morfofuncionais e comportamentais irreversiveis. Essa
caracteristica é explorada em modelos experimentais de estresse neonatal utilizando a
separagdo entre mées e filhotes na fase de lactacéo.

A presente tese intitulada “Estresse por separagdo materna: Estudo do
comportamento alimentar em ratos” teve como objetivo investigar, em ratos, os efeitos
da separagdo materna periddica na lactacdo sobre pardmetros do controle do
comportamento alimentar na vida adulta. Este estudo estd apresentado na forma de
artigos cientificos. O primeiro se refere a uma revisdo de literatura que tem como titulo:
Estresse Perinatal: suas caracteristicas e repercussdes sobre 0 comportamento alimentar
na vida adulta. Apos delineamento dos materiais e métodos utilizados, foram delineados
0s métodos seguidos dos resultados que foram apresentados em forma de dois artigos
originais. O primeiro artigo aborda as repercussfes da separacdo materna sobre
pardmetros comportamentais da saciedade e preferéncia alimentar, tendo como titulo:
Effects of maternal separation on dietary preference and behavioral satiety
sequence in rats. O segundo artigo original, abordou os efeitos da separacdo materna

sobre a responsividade de mecanismos de controle do comportamento alimentar a
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estimulos de jejum, dieta palatavel ou estresse. Neste artigo, outros fatores que
envolvem a interacdo mae e filhote sdo discutidos, bem como as diferentes adaptagdes
relativas ao género. Este artigo apresenta o titulo: Influéncias de parametros

relacionados a interacdo mée-filhote sobre o consumo alimentar hedénico.

Algumas preocupagdes acerca da separacdo materna sdo manifestadas por
profissionais da &rea de saude. Entre os varios fatores identificados na populagdo que
levam a separacdo materna, destacam-se as desordens e os disturbios alimentares como
a obesidade, e os psiquiatricos como a depressao associada a ansiedade. A constatacao
dos efeitos possivelmente prejudiciais provocados pelo método da separagdo, em
estudos experimentais, servem de base para as pesquisas epidemioldgicas e clinicas

fortalecendo a prevencédo dos disturbios alimentares e psiquiatricos.
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OBJETIVOS
Geral:

Investigar, em ratos, os efeitos da separacdo materna periddica na lactagdo sobre

parametros do controle do comportamento alimentar na vida adulta.

Especificos:

Em ratos, submetidos ou ndo a separacdo materna em diferentes periodos do ciclo

circadiano, avaliar na vida adulta:
- Niveis plasmaticos de corticosterona, glicose e colesterol;
- A ingestdo alimentar nos periodos claro ou escuro;
- A sequéncia comportamental de saciedade;
- A ingestdo de dieta palatavel antes e apds estresse alimentar;

- A preferéncia a macronutrientes.
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HIPOTESES

O modelo de separagcdo materna, como indutor de estresse perinatal, apresenta
agravos mais importantes sobre pardmetros do comportamento alimentar quando esta

ocorre sobre o periodo claro do ciclo de luminosidade;

A separagdo materna promove preferéncia alimentar a lipidios e alimentos
palataveis, bem como prejuizo temporal de mecanismos de saciedade, o que favorece

aumento do consumo calérico desses animais.
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Resumo

Muitos estudos tém apontado a importancia da interagdo mae-filho durante os primeiros
meses de vida. Nas ultimas décadas, foi desenvolvido um método, denominado mae
canguru, que tem como principal objetivo manter neonatos nascidos com baixo peso ou
prematuros em contato direto com suas mdes de forma continua. Esse método tem
reduzido a mortalidade e morbidade desses neonatos, aumentado medidas de
crescimento, amamentacdo e contato mée-filho (1). Em roedores, a presenca da mée €
determinante para evitar a incidéncia de fatores agressores que possam desencadear
adaptacGes fenotipicas dos filhotes com consequéncias morfofuncionais e
comportamentais irreversiveis (2). Essa caracteristica é explorada em modelos
experimentais de estresse neonatal utilizando a separagdo entre maes e filhotes na fase
de lactacdo (3). Um dos modelos mais utilizado envolve a separagdo repetida entre mae
e filhotes (modelo de Separacdo Materna, SM) e também entre filhotes (modelo da
deprivacdo materna, DM) durante a lactacdo. Nesses modelos ha efeitos criticos sobre a
resposta neuroenddcrina ao estresse na vida adulta (2, 6), maior vulnerabilidade a
depressdo, ansiedade e disturbios do comportamento alimentar (7-8). Este revisdo
descreve os efeitos do estresse durante o periodo neonatal sobre aspectos fisiologicos

gerais e particularmente sobre o controle do comportamento alimentar.

Palavras-Chaves: Estresse e comportamento alimentar
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SUMMARY

Many studies have shown the importance of mother-child interaction during the first
months of life. In recent decades, a method was developed, called kangaroo mother,
whose main objective is to maintain infants born underweight or premature in direct
contact with their mothers continuously. This method has reduced the mortality and
morbidity of these newborns, increased measures of growth, breastfeeding and mother-
child contact (1). In rodents, the mother's presence is crucial to prevent the incidence of
aggressive factors which might trigger adaptations of offspring with phenotypic and
behavioral consequences morphofunctional lesions (2). This characteristic is exploited
in experimental models of neonatal stress using the separation of mothers and pups
during lactation (3). This review describes the effects of stress during the neonatal
period on physiological aspects of general and particularly on the control of feeding
behavior. One of the most widely used models involves repeated separation between
mother and offspring (maternal separation model, SM) and between young (model of
maternal deprivation, MD) during lactation. In these models is critical effects on the
neuroendocrine response to stress in adulthood (2, 6), increased vulnerability to
depression, anxiety and eating disorders (7-8). This review describes the effects of stress
during the neonatal period on physiological aspects of general and particularly on the
control of feeding behavior.

Key Words- stress and food behavior
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Introducgéo

Muitos estudos tém apontado a importancia da interagdo mae-filho durante os primeiros
meses de vida. Nas ultimas décadas, foi desenvolvido um método, denominado mae
canguru, que tem como principal objetivo manter neonatos nascidos com baixo peso ou
prematuros em contato direto com suas mées de forma continua (1). Esse método tem
reduzido a mortalidade e morbidade desses neonatos, aumentado medidas de
crescimento, amamentacdo e contato mée-filho (2). Em roedores, a presenca da mée €
determinante para evitar a incidéncia de fatores agressores que possam desencadear
adaptacGes fenotipicas dos filhotes com consequéncias morfuncionais e
comportamentais irreversiveis (3).Essa caracteristica é explorada em modelos
experimentais de estresse neonatal utilizando a separagdo entre maes e filhotes na fase
de lactacdo (4). A separacdo materna periddica pode desencadear ma-nutricdo, estresse
térmico e prejuizos no contato somato-sensorial (5). Um dos modelos mais utilizado
envolve a separacéo repetida entre mae e filhotes (modelo de Separagédo Materna, SM) e
também entre filhotes (modelo da deprivagdo materna, DM) durante a lactacdo. Nesses
modelos ha efeitos criticos sobre a resposta neuroenddcrina ao estresse na vida adulta
(6), maior vulnerabilidade a depressdo, ansiedade e distarbios do comportamento
alimentar (7). Algumas preocupac0es acerca da separacdo materna sdo manifestadas por
profissionais da &rea de saude. Entre os varios fatores identificados na populagdo que
levam a separacdo materna, destacam-se as desordens e os disturbios alimentares como
a obesidade, e os psiquiatricos como a depressao associada a ansiedade. A constatacao
dos efeitos possivelmente prejudiciais provocados pelo método da separagdo, em
estudos experimentais, servem de base para as pesquisas epidemioldgicas e clinicas
fortalecendo a prevencdo dos distarbios alimentares e psiquiatricos. Esta revisdo
descreve os efeitos do estresse durante o periodo neonatal sobre aspectos fisiologicos

gerais e particularmente sobre o controle do comportamento alimentar (8) .

O estresse

O estresse foi utilizado pela primeira vez em 1936 pelo meédico Hungaro Hans
Selye, na publicagdo What is stress ? Conhecido como a Sindrome da Adaptagdo Geral,
0 estresse é uma “resposta nao especifica do corpo a qualquer demanda externa (9). Esta
resposta € dividida em 3 etapas: alarme (identificacdo do agente estressor), resisténcia

(combate ao agente estressor com sucesso) e exaustao (oriunda dos efeitos deletérios do
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estresse, 0 organismo ndo consegue mais responder ao agente estressor). O agente
estressor é descrito como algo que pode vir a perturbar a homeostase do organismo e,
assim, requerer uma resposta fisioldgica (8)

Ha dois sistemas de resposta ao estresse que sdo classicamente descritos na
literatura: a) o sistema neurovegetativo, caracterizado pela liberagdo de adrenalina pela
medula da glandula supra-renal; B) o sistema neuroenddcrino, caracterizado pela
liberacdo de glicocorticdides produzidos pelo cortex dessa mesma glandula sob
estimulo do hipotalamo e da hipdfise. A ativacdo aguda desses sistemas é adaptativa,
promovendo maior disponibilidade de energia e aporte sanguineo aos Orgaos-alvo.
Contudo, uma exposic¢éo prolongada aos glicocorticoides, causada pela ativacdo cronica
desse sistema, pode ter efeitos deletérios ao organismo (9).

Qualquer distarbio no organismo, seja ele real ou imaginario, provoca resposta
ao agente estressor com a finalidade de manter a homeostase e facilitar a adaptagdo. Em
mamiferos, esta resposta € desencadeada pelo eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal
(HPA). A tipica resposta neuroenddcrina ao estresse promove em segundos: a) aumento
na secrecdo de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) pelo sistema nervoso
simpatico; b) ativacdo do Nucleo Paraventricular Hipotalamico (PVN) para expressao
dos peptideos arginina-vasopressina (AVP) e do horménio liberador da corticotropina
(CRH) e C) aumento na secre¢do de ocitocina (OT) pelo lobo neural da hipofise. Os
neurénios do PVN projetam-se para a eminéncia média do hipotalamo, permitindo a
liberacdo dos peptideos no sistema porta hipofisario (10). Isto resulta na sintese e
liberacdo de diversos outros peptideos derivados de um precursor comum, a pro-
opiomelanocortina (POMC). Entre estes peptideos estdo os opidides enddgenos (como a
B-endorfina) e o Hormdnio Adrenocorticotropico (ACTH) (10). O sistema HPA, que
envolve a liberagdo de hormdnios glicocorticoides pela adrenal (cortisol no homem e
corticosterona no rato) é lento e persistente (17). Alguns minutos apds o inicio da
exposicdo do individuo ao estressor, hd aumento dos niveis de glicocorticoides
plasméticos, atingindo o pico entre 30 minutos e 1 hora. O eixo HPA é um dos
principais sistemas de controle da resposta psicoldgica aos estressores nos mamiferos.O
sistema CRF (horménio relacionado a corticotrofina) € o fator inicial para a primeira
resposta neuroquimica, comportamental e endécrina ao estresse (3). O eixo HPA,
quando estimulado pelo estresse, ativa 0 CRF no hipotalamo promovendo a liberacao do
ACTH pela glandula pituitaria anterior, esta por sua vez, estimula a glandula supra-renal
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a liberar glicocorticoides como a corticosterona em roedores e cortisol em humanos. A
corticosterona apresenta mecanismo de feedback negativo na pituitaria e no hipotalamo,
ou seja, inibicdo da liberacdo de ACTH e do CRF (11). Os hormonios glicocorticoides
séo os efetores finais do eixo HPA (21). Esses hormoénios defendem a homeostasia por
mobilizarem estoques energéticos com catabolismo protéico, gliconeogénese e lipdlise.
Além disso, melhoram a funcdo cognitiva e inibem a secre¢do de esterdides gonadais. O
aumento agudo dos niveis de glicocorticoides provoca resposta adaptativa salutar,
porém, 0 aumento prolongado pode ter efeitos negativos no sistema nervoso, além de
outros tecidos, estando associados a dilatacdo ventricular, atrofia cerebral, reducéo na
capacidade cognitiva e possivel neurotoxicidade (12). Os efeitos da corticosterona séo
mediados por dois subtipos de receptores: mineralocorticoide e glicocorticoide que
possuem maior e menor afinidade pela corticosterona respectivamente (12).

Os receptores mineralocorticoides participam do controle da excitabilidade basal
e da responsividade comportamental, enquanto os receptores glicocorticoides estdo
envolvidos no término da resposta ao estresse.Esses receptores também agem como
fatores de transcricdo dependentes de ligante.Os receptores mineralocorticoides séo
encontrados em algumas éareas limbicas como o hipocampo, enquanto os de
glicocorticoides sdo encontrados em vérias regides encefalicas, incluindo o cortex
frontal e o PVN hipotaldmico (13).0s receptores glicocorticoides tém papel regulador
chave no controle neuroenddcrino do eixo HPA e no término da resposta ao estresse.
Isso ocorre porque exerce retroalimentacdo negativa em receptores no hipotalamo, na
hip6fise e em estruturas do sistema limbico, tais como o hipocampo e a amigdala. A
retroalimentacdo negativa tem dois modos de operagdo, o pré-ativo que envolve a
manutengdo de niveis basais do eixo HPA e o modo reativo que suprime os niveis de
ACTH e CORT induzidos por estresse (14). O primeiro determina a sensibilidade ou
limiar da resposta ao estresse e envolve fungdes de receptores mineralocorticoides de
alta afinidade por corticosterona localizados nas regiGes encefalicas superiores. O
segundo, envolve receptores glicocorticoides de baixa afinidade localizados em
neurdnios do PVN; nas células corticotréficas hipofiseais, em abundancia nas regibes
corticais, no hipocampo e nas vias ascendentes aminérgicas, onde medeiam a influéncia
modulatéria da corticosterona na atividade do HPA. A ativacdo de receptores
mineralocorticoides no hipocampo inibe a atividade do eixo HPA (14). Eferéncias

neuronais hipocampais ativam neurdnios gabaérgicos localizados na regido septal
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ventro-lateral e no ndcleo do trato solitario (BNST), 0s quais projetam-se para
neuronios da regido parvocelular do PVN (34). A inibicdo realizada por esses
hormdnios atua como limite na sua propria acdo, o que previne efeitos catabdlicos,
antirreprodutivos e imunossupressivos no organismo (14).

A maior incidéncia de depressdo e outros transtornos em mulheres, esta
relacionada a maior vulnerabilidade ao estresse identificado no sexo feminino. O
sistema nervoso apresenta especificidades por género nos niveis anatdmico, metabdlico
e neuroquimico, bem como nas respostas ao estimulo emocional. Estudos clinicos tém
apontado funcdo sexualmente dismorfica do eixo HPA em condi¢Ges normais ou
patoldgicas. O sexo feminino tem maior nivel basal de cortisol induzido por estresse e €
mais resistente a supressao do eixo HPA por dexametasona (15).

Varios estudos em ratos tém identificado diferengas sexuais na fun¢éo do eixo
HPA e nas respostas as situacoes estressantes ou de ansiedade. Estas diferencas incluem
maior responsividade do eixo HPA com elevados niveis plasmaticos, induzidos por
estresse, dos horménios ACTH e corticosterona em fémeas. As modificagdes nos niveis
de secrecéo de corticosterona ndo sdo constantes em fémeas, variando ao longo do ciclo
estral (16).

Estudos em humanos sugerem que 0s hormdnios esteroides s&o 0s principais
implicados nas diferencas sexuais de atividade do eixo HPA. Assim, foi demonstrado
que o estrogénio prejudica a retroalimentagcdo negativa dos glicocorticoides, o que
potencializa a resposta ao estresse. Foi sugerido que a maior sensibilidade do eixo HPA
em fémeas esté relacionada a inducdo da transcricdo de CRH via receptor de estrogénio
localizado no ndcleo PVN do hipotélamo. Vale ressaltar no entanto, que as diferencas
sexuais de resposta ao estresse ndo ocorrem apenas sobre o eixo HPA e horménios
circulantes, mas também em sistemas centrais de neurotransmissdo (17).

Entre os fatores que podem modificar a responsividade do organismo ao
estresse, estdo experiéncias que incidem durante o periodo de rapido desenvolvimento
do sistema nervoso, gestacdo e lactacdo em ratos, até os trés primeiros anos de vida no
homem. A separagdo periddica entre mées e filhotes tem sido utilizada como modelo de
estresse perinatal. Na vida adulta, ratos submetidos & separacdo materna exibem elevada
ansiedade, déficits de aprendizado e memdria, aumento na expressao de CRF no PVN e

hipocampo, e reduzida capacidade de ligacdo de glicocorticoides em receptores no
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hipocampo. Além disso, a separacdo materna modula a neurogénese adulta no

hipocampo (18).
Estresse no periodo neonatal

Durante o desenvolvimento neonatal, em roedores, hd um periodo de baixa
responsividade ao estresse (PHRE), no qual a resposta da glandula supra-renal ao
estresse € minima ou inexistente. As principais caracteristicas desse periodo sdo a
exacerbada retroalimentagdo negativa aos glicocorticoides no hipotalamo e na hipéfise,
a reduzida sensibilidade da supra-renal ao ACTH e o aumento minimo da corticosterona
em resposta a maioria dos estressores. Durante as duas primeiras semanas de vida pds-
natal, em roedores, 0s niveis de corticosterona, de ACTH e CRH estdo diminuidos (16).
Este estagio de hiporresponsividade do HPA pode ser considerado um mecanismo
adaptativo e protetor, uma vez que niveis elevados de corticosterona durante este
periodo critico tém efeitos deletérios e catabolicos que incluem a inibicdo do
crescimento encefélico, da divisdo neuronal, do desenvolvimento dos dendritos e do
metabolismo neuronal (19).

Os receptores de glicocorticoides sdo funcionais no encéfalo do rato no 13° dia
embrionario, sendo a retroalimentacdo negativa do eixo HPA por corticosterona
estabelecida entre o 13° e 17° dia.No periodo neonatal precoce, mudangas no nivel
sanguineo de corticosterona podem afetar o nivel de desses receptores (20). A
concentracdo plasmatica de ACTH e corticosterona esté elevada no 1° dia de vida, no
entanto sofre reducdo consideravel a partir do 2° dia, continuando baixa durante as duas
primeiras semanas de vida. Os niveis desses hormonios irdo alcangar valores
semelhantes aos adultos no dia 21, ou seja, préximo ao desmame (20). A imaturidade da
glandula supra-renal do rato em desenvolvimento é consequéncia da baixa sintese e/ou
secrecdo de CRH e ACTH pela hipofise durante as primeiras semanas de vida. Durante
as primeiras duas semanas de vida, no rato, a saturacdo dos receptores de
glicocorticoides da hipofise pode estar associada com elevado grau de inibicdo da
liberacdo de ACTH (21). Durante o PHRE, a circulacdo da corticosterona livre é
elevada e pode ter acesso aos tecidos, especialmente aos corticotrofos, 0s quais podem
contribuir para a sensibilidade aumentada da retroalimentagdo durante esse periodo (19)
. Em adicdo, os glicoreceptores podem agir em nivel supra-hipofiseal para inibir a

sintese e/ou secrecdo de CRH e AVP. Acredita-se que baixos niveis de glicocorticoides
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circulantes durante as duas primeiras semanas de vida sejam essenciais para o
desenvolvimento encefalico normal. Os glicocorticoides sdo importantes para a
maturacdo normal do encéfalo, pois iniciam a maturagdo terminal, remodelam axdnios e
dendritos e afetam a sobrevivéncia celular. O efeito e 0 aumento dos niveis de
glicocorticoides prejudicam o desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso
(22).

A administracdo de glicocorticoides nas ratas gestantes, retarda a maturacdo de
neurdnios e mielinizagdo alterando a estrutura neuronal, a formagdo de sinapses e a
neurogénese. (23)

Apesar da existéncia do PHRE, vérios estudos mostram alteracdes
neuroquimicas e comportamentais que podem ser observadas ao longo da vida quando
h& exposicdo a agentes estressores nesse periodo.Embora “hiporresponsivos”, esses
individuos respondem agudamente ao estresse promovido pela separacdo de suas mées
mesmo quando ndo expostos a nenhum outro estressor adicional (24). Durante essa fase,
0s niveis de transcortina (proteina transportadora de glicocorticoides) sdo baixos e a
maior parte do glicocorticoide circula no plasma nas suas formas nédo-ligadas, ou seja,
biologicamente ativo (25). Portanto, apesar da concentragdo plasmatica total de
glicocorticoide ser baixa durante o PHRE, a concentracdo de sua forma ativa € alta, o
que é suficiente para suas ac¢Ges biologicas. Esse também deve ser 0 mecanismo pelo
qual ocorre o papel programador do estresse sobre o sistema nervoso e expressao
comportamental. Em ratos no final da segunda semana de vida, o sistema HPA
amadurece, com aumento gradual dos niveis de corticosterona basal e responsividade ao
estresse (MEANEY et al., 1985). Ha estreita relacdo entre o desenvolvimento do eixo
HPA, o ambiente e o0 estabelecimento de padrbes adultos de comportamento (26).

Em ratos, a separacdo materna durante alguns periodos na lactacdo (modelo de
estresse neonatal) promove na vida adulta ansiedade, déficits de aprendizagem e
memoria (27), aumento na expressao de fator de liberagdo de corticotropina (CRF) no
nacleo paraventricular do hipotalamo e no hipocampo, e redugdo na ligagdo de
receptores de glicocorticoides (28). Variagdes nos cuidados recebidos por suas maes em
ratos lactentes tem impacto sobre a regulacdo génica, namero de neurénios, niveis de
neurotransmissores e na fungdo neuroenddcrina e comportamental em resposta ao
estresse. O aumento no cuidado materno estd associado a reducdo da reatividade ao
estresse de ratos na vida adulta, incluindo reducdo de comportamento de ansiedade e
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diminuido ténus do eixo HPA e responsividade ao estresse (29).
Em humanos, a estimulacdo tatil passiva e ativa em bebés prematuros melhora o

desenvolvimento comportamental, funcéo visceral e maturagéo simpato-adrenal (30).

Estresse neonatal e comportamento alimentar

O comportamento alimentar representa uma resposta adaptativa, decorrente da
demanda do ambiente interno sendo modulado por oportunidades e limitacGes impostas
pelo ambiente externo. Esse comportamento € regulado por uma interacdo complexa
entre mecanismos periféricos e centrais que controlam a fome e a saciedade (31). O
hipotalamo é a estrutura encefalica que integra sinais centrais e periféricos para regular
a homeostase energética e o0 peso corporal (32). Nos nucleos hipotaldamicos sdo
encontrados peptideos orexigénicos como o neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo
relacionado ao gene Agouti (AgRP), e 0s anorexigénicos como o transcrito relacionado
a cocaina e anfetamina (CART) e a pr6-opiomelanocortina (POMC) (66).Varias
substancias periféricas atuam sobre neurbnios produtores desses peptideos para
influenciar o comportamento alimentar (33). Entre essas podemos mencionar hormonios
envolvidos na resposta a agentes estressores.

O estresse promove importantes ajustes no metabolismo energético. Individuos
submetidos a situacdo de estresse apresentam reducdo do consumo alimentar, do peso
corporal e aumento no gasto energético (34). No entanto, quando o alimento é
densamente energético ou palatavel, o estresse promove aumento no seu consumo (35).
Em teste de preferéncia alimentar, ocorre maior consumo de lipidios por individuos
estressados (36). Os glicocorticoides podem ser o0s responsaveis pela inducdo da
preferéncia por alimentos palataveis. A remocdo dos glicocorticoides por
adrenalectomia reduz o consumo alimentar em 10 a 20% diminuindo o ganho de peso
(37).

O estresse neonatal promove ajustes no controle do comportamento alimentar
em resposta as diferentes demandas na vida adulta, uma vez que a disfungéo do eixo
HPA esta relacionada as patogéneses das desordens alimentares (38). Ratos que foram
separados de suas maes apresentam maior vulnerabilidade para desenvolvimento de
anorexia nervosa. Em pacientes com desordens alimentares é prevalente a existéncia de

experiéncias de abuso na infancia, sendo a disfuncdo do HPA implicada nesta
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patofisiologia (39). Muitos pacientes com desordens alimentares relatam terem sido
vitimas de abuso na infancia. Um estudo com pacientes de bulimia nervosa apontou que
muitos tinham pais que viviam separados, divorciados ou em luto (40). E outro estudo,
foi relatado que pacientes de bulimia nervosa apresentavam historico de abuso sexual na

infancia mais que pacientes com anorexia nervosa (40).

Em modelo experimental de estresse neonatal, ndo s&o muitos os estudos que
descrevem as suas repercussfes sobre mecanismos que controlam o comportamento
alimentar. Em ratos o consumo alimentar na vida adulta ndo foi modificado por
separagdo materna, no entanto, quando esses animais foram submetidos a ciclos de

restricdo alimentar, apresentaram hiperfagia de rebote (41).

A experiéncia de separacdo materna promoveu aumento do consumo alimentar
em ratos adolescentes em resposta a ciclos sucessivos de restricdo e realimentacéo,
possivelmente devido ao aumento da responsividade do eixo HPA. Os ratos sdo
considerados adolescentes aos 60 dias quando atingem a maturidade sexual (42).

Os glicocorticoides estdo envolvidos na regulacdo do balango energético com
efeitos sobre neuropeptideos hipotalamicos (43). Neurdnios que expressam NPY no
nacleo arqueado do hipotalamo apresentam receptores de glicocorticoides. Niveis
elevados de corticosterona no plasma parece ser necessario para 0 aumento na expressao
de mMRNA NPY (44).

Animais que sofreram desnutricdo perinatal, um tipo de estresse, apresentam
hiperfagia associada ao aumento nos niveis de peptideos hipotalamicos que estimulam a
fome (NPY) e reducdo daqueles que a inibem (POMC) (45), bem como modificacdes
no controle serotoninérgico da saciedade (46). A separacdo materna aumenta 0s niveis
basais de NPY hipotalamico (47), por outro lado, inibe esse aumento em resposta ao
jejum (48). Os niveis basais de peptideos hipotalamicos anorexigénicos, como o POMC
e CART e orexigénico como o NPY, ndo sdo alterados por separagdo materna em ratas
fémeas jovens (49). No entanto, quando essas ratas foram submetidas a jejum de 48
horas, foi observado efeito da separagdo materna sobre a expressdo desses
neuropeptidios, com aumento para 0 NPY e reducdo de POMC e CART (50). Neste
estudo, observamos algumas diferencas em parametros do consumo alimentar entre

animais separados de suas méaes durante o periodo claro e escuro. Essa revisdo indica
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que diferentes fatores envolvidos na interacdo mae-filho apresentam influéncias

programadoras distintas sobre o padrdo do comportamento alimentar na vida adulta.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar com idades entre 0 e 180 dias
provenientes da colonia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco.As fémeas nuliparas com peso entre 250 e 300 g foram mantidas em
Biotério de experimentacdo com temperatura de 23° (+ 1), claro - escuro de 12-12h
ciclo invertido (com luzes acesas as 18h), com 15 dias para adaptacdo, e livre acesso a
agua e a dieta padrdo do biotério (Purina do Brazil/ SA). O manejo e 0s cuidados
seguiram as recomendacbes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA) e foram aprovados pelo Comité de ética em experimentacdo animal da
Universidade Federal de Pernambuco (Protocolo 23076.022943/2008-71). Apés
adaptacdo foram realizados acasalamentos na proporcao de duas fémeas (nuliparas) para
um macho, assim que foi constatada a gestacdo, por aumento do peso corporal, as
fémeas foram acomodadas em gaiolas individuais onde permaneceram com agua e dieta
ad libitum até o nascimento dos filhotes. O dia de nascimento foi considerado o dia 0,
sendo a manipulacéo para reducdo da ninhada realizada no 1° dia de vida ficando os
filhotes machos e fémeas com 6-8 g de peso. Ap0Os a separacdo cada ninhada foram

constituida de oito ratos (machos e fémeas em proporcOes equivalentes 4:4). Aos 25°
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dia os animais foram desmamados e mantidos em caixas com dois animais cada com

fémeas separadas dos machos, com livre acesso a dieta padrdo e agua.

Separacdo materna e formacdo dos grupos experimentais.

Os grupos experimentais foram delineados de acordo com a incidéncia de estresse e
com o periodo do ciclo de luminosidade no qual foi realizada a separacdo materna. Esta
consistiu da separacdo entre mées e filhotes durante periodo de seis horas do primeiro
ao décimo quarto dias de vida. Cada ninhada foi constituida por oito filhotes de ambos
sexos em proporcoes equivalentes. Durante o periodo de separacdo, os filhotes foram
mantidos em incubadoras com caracteristicas da gaiola original, com temperatura
controlada de 30-32°C graus (Plotsky et al 1993). O grupo controle foi constituido por
ninhadas que ndo foram manipuladas, exceto para pesagem semanal e limpeza das
gaiolas. Os cuidados maternos variam de intensidade de acordo com os periodos do
ciclo circadiano, sendo mais intensos durante o ciclo claro. Para analisar as possiveis
variaveis a serem analisadas devido a intensidade dos cuidados maternos, realizamos a
separagdo entre maes e filhotes no periodo claro e escuro do ciclo de luminosidade.
Foram assim formados os grupos de ratos de separagcdo materna no claro (SC) ou no
escuro (SE). Considerando o género, esses grupos foram subdivididos em fémeas
separadas no claro (SCF) ou escuro (SEF), e machos separados no claro (SCM) ou
escuro (SEM). Apos o desmame, 0s animais foram agrupados em gaiolas separadas por
sexo, com quatro animais cada até a idade adulta. Os filhotes de cada ninhada foram

distribuidos nas varias analises realizadas para evitar o efeito ninhada.

Peso corporal

O peso corporal de todos os animais foi aferido aos 14, 30, 120 e 180 dias de vida.
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Consumo alimentar nos periodos claro/escuro

Para analisar o consumo alimentar, os animais foram separados em gaiolas individuais
aos 110 dias de vida. Apos sete dias de adaptacdo, o consumo alimentar (g) foi
calculado a cada 12 horas de ciclo claro ou escuro. Esta anélise foi realizada por cinco
dias consecutivos, e os resultados foram representados pela média de consumo de cada

animal em cada periodo do ciclo de luminosidade durante os dias de teste.

Segquéncia Comportamental de Saciedade (SCS)

Esta anélise foi realizada ao 150° dia de vida. A anélise da SCS foi determinada e
escrita por Halford et al (1998). Os animais foram mantidos em privacdo alimentar
prévia de cinco horas antes da oferta de alimento com peso conhecido. A SCS foi
registrada por sistema de filmagem acoplado a computador em sala vizinha por uma
hora. Os filmes foram analisados por um observador treinado, que registrou a duragéo
(segundos) dos seguintes comportamentos: a) Alimentacgdo: Registro iniciado quando o
rato foi observado junto ao comedouro quantificando a ingestdo de ragédo. O mesmo foi
finalizado no momento em que o rato abandonou o comedouro. b) Limpeza: O rato
procedeu inicialmente o lamber de patas anteriores e movimentos dessas sobre a cabeca
continuando-se com o lamber da regido ventral, do dorso e das patas posteriores. c)
Repouso: O rato foi observado em posicdo de descanso, apresentando o corpo
repousado sobre o assoalho da gaiola. Outras medidas registradas: consumo alimentar
(diferenca do peso entre a quantidade (g) de ragéo oferecida e rejeitada durante o

periodo de uma hora do registro da SCS) e taxa de alimentacao (g/min).
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Preferéncia a Macronutrientes

Esta analise foi realizada aos 180 dias de vida. Apos sete dias de adaptacéo as gaiolas
individuais, foram introduzidas em cada gaiola trés recipientes contendo em cada um
dieta lipidica ou glicidica ou protéica (Tabela 1). Os recipientes em acrilico foram
posicionados em uma base retangular fixa ao assoalho da gaiola e permaneceram na
caixa durante o periodo de adaptacdo do animal, porém sem nenhuma dieta. Essa
plataforma permitiu a mudanca diaria de posicionamento dos recipientes com as
diferentes dietas diariamente, para evitar o fator aprendizado espacial. O consumo (g) de
cada dieta foi obtido pela diferenca entre a cota oferecida e a rejeitada diariamente por
cinco dias consecutivos. Os resultados representam a média de consumo de cada dieta

por animal nos cinco dias de analise.

Bioguimica do sanque

Aos 180 dias de idade, os animais foram rapidamente decapitados para coleta de 1ml de
sangue. O sangue foi centrifugado em seguida a 10.000 RPM por 10 minutos para
obtencdo do plasma. Neste foram realizadas as dosagens de HDL, glicose, proteinas

totais, colesterol e triglicerideos pelo método enzimatico (LABTEST®).
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TABELA 1- ComposicOes das dietas experimentais utilizadas no estudo da preferéncia

alimentar.

Composicao (100g) Dieta proteica Dieta glicidica Dieta lipidica
Oleo De Soja 10,0g 10,0g 10,0g
Banha 0,09 0,0g 29,59
Caseina 48,5¢ 20,09 20,09
Amido De Milho 21,49 39,99 20,49
Sacarose 10,09 20,09 10,09
Minerais 3,50 3,50 3,50
Vitaminas 1,09 1,09 1,09
Celulose 5,09 5,09 5,09
DI-Metionina 0,39 0,39 0,39
Bitartarato De Colina 0,39 0,39 0,39
Total 100,0g 100,08 100,08
% proteina 41,2 17 17
% carboidrato 31,0 55 27,7
% lipideos 10 10 39,5
Kcal 378,8 378,8 534,3




TABELA 2- Composicdo da dieta

alimentar.

experimental utilizada no estudo do estresse

COMPOSICAO (100g)

DIETA PALATAVEL

Maisena 12,7
Farinha de trigo 15,0
Biscoito maisena 7,2
Farinha de soja 10,0
Caseina 19,6
Celulose 1,2
Goma aguar 0,5
Oleo de soja 6,0ml
Banha 4,0
Margarina 4,2
Aclcar 17,0
Sais 15,0
Vitaminas 0,5
Colina 0,2
Metionina 0,2
BHT 0,14 mg
% proteina 21,0
% carboidrato 46,0
% lipideos 33,0
FIBRAS 0,51
Kcal 411,2
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Consumo alimentar antes e apds estresse

Quando completaram as idades 120 e 150 dias de vida, os ratos dos grupos controle e separacéo
materna foram alocados em gaiolas individuais para adaptacéo ao isolamento por dez dias. Logo
apés esse periodo, foram inseridos em suas gaiolas 30g de dieta palatavel. Considerou-se a
quota ingerida de alimento (g) através da diferenca entre a quota oferecida e a quota rejeitada,

no periodo de uma hora.

Para analisar a resposta ao estresse, um outro grupo de animais, ap6s a adaptacdo ao isolamento,
foi submetido ao estresse alimentar. Durante este periodo, diariamente, no horario das 12:00 as
13:00 h, foi introduzido um recipiente (dimensdes: 24,0x 10,0 cm) contendo 30 g de dieta
palatavel para que houvesse adaptacdo ao alimento. No 11° dia de isolamento, os ratos foram
submetidos a privacdo alimentar durante quatro horas, com livre acesso a agua. Apds este
periodo de jejum, o estresse alimentar foi induzido atraves da introducéo de dieta palatavel em
recipiente que ndo permitia a alimentacdo do animal. Dessa forma, o animal em jejum obteve
apenas informac@es visuais e olfativas do alimento durante vinte minutos. Passados os vinte
minutos de estresse, 0s animais tiveram acesso a dieta durante uma hora e, em seguida, foi
aferida a ingestao alimentar. A ingestdo alimentar (g) foi quantificada através da diferenca entre

a quota oferecida e a quota rejeitada.

Consumo apds privacdo alimentar

Apo6s a adaptacdo, ratos foram submetidos a privagdo alimentar de oito horas. Apés o periodo de
privacdo, foram inseridos em suas gaiolas 30 g de dieta padrdo de biotério (Labina-Purina do
Brasil/AS). O consumo alimentar foi quantificada apds o periodo de uma hora. A quota ingerida

(g) foi quantificada através da diferenca entre a quota oferecida e a quota rejeitada.

Ansiedade experimental

O teste para avaliagdo da ansiedade foi realizado nos animais com idades entre 120 e150 dias,

entre 12h00 e 14h00, foi utilizado o modelo do labirinto elevado em cruz (Silveira, Portella et
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al., 2004). O labirinto elevado em cruz constituidos de dois bragos abertos (50 x 10 cm) e dois
bracos fechados (50 x10x 40 cm) e se estende a partir de uma plataforma central comum
(10x10cm) com piso e paredes escuros, elevado a uma altura de 50 cm a partir do nivel do piso
e iluminado sob uma luz vermelha de baixa voltagem (15 w) acima da area central. Este modelo
experimental é baseado no medo inato que os roedores tém pelo espago aberto e elevado,
preferindo ficar nos bracos fechados. A realizagdo do teste consistiu em colocar os animais,
individualmente, no espaco central do aparelho, com a cabeca voltada para o braco fechado e
posterior filmagem durante 5 min. Os registros foram realizados por aquisicdo das imagens por
camera com sistema infravermelho e armazenados em computador. Apenas um avaliador, sem
conhecimento dos grupos experimentais, observou os filmes e registrou em protocolo o tempo
de permanéncia e 0 numero de entradas em cada braco. O registro de cada entrada teve validade,
a partir do momento que o animal encontrou-se com as 4 patas (2 anteriores e/ 2 posteriores) em
um dos bragos do labirinto. O tempo de cada animal foi marcado através de um cronémetro
digital . A proporcdo e a percentagem do total de entradas e do tempo de permanéncia nos

bracos abertos foram utilizados como indice de ansiedade.

Andlise estatistica

Os dados foram expressos em media + erro padrdo da média (SEM), com
exce¢do das tabelas que foram expressas em média + desvio padrdo. Nas comparacgdes
dos diferentes grupos, foi empregada a ANOVA com diferenca significante (p<0,05).
Quando a ANOVA revelou diferenca significativa, utilizou o teste de Bonferroni’s para
comparagdes multiplas.
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RESULTADOS

Os resultados dessa tese serdo apresentados no formato de dois artigos originais
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Abstract

This present study investigated the effects of the maternal separation on feeding
behavior aspects. A maternal separation model was used on postnatal day 1 (PND1),
forming groups: Maternal Separation (SM) - pups separated from their mothers each
day over PNPD1-14 and Control (C) - pups were kept with their mothers. Another
subdivision formed the subgroups: control dark and light female and male (CF and
CM); maternal separation dark and light female and male (SDF and SDM) and (SLF
and SLM), respectively. Female had higher calories intake relative to body weight
compared to male controls only in the dark period (CF=23.3£0.5, v.s CM= 18.2 £0.7,
P<0.001). Feeding preference macronutrients showed that males had higher calories
intake from protein diet as compared to females (CF= 4.1+0.7, n=8 v.s CM= 7.0+0.5,
P<0.05) and de satiety development wasn’t interrupted. Females had higher adrenal
weight as compared to males independently of experimental groups and exhibited
increased concentration of serum triglycerides (P<0.001). The study indicates possible
phenotypic adjustments in the structure of feeding behavior promoted by maternal
separation, especially with separating in dark cycle. This dissociation between mother’s
presence and milk intake probably acts as factors that induce adjustments in adulthood

feeding behavior.

Keywords - maternal separation, feeding behavior, Feeding preference macronutrients
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Abstract

This study investigated the effects of maternal separation on the feeding behavior of
rats. A maternal separation model was used on postnatal day 1 (PND1), forming the
following groups: in the Maternal Separation (SM) group pups were separated from
their mothers each day from PNPD1 to PNPD14, while in the Control (C) group pups
were kept with their mothers. Subgroups were formed to study the effects of light and
darkness: control with dark and light exposure, female and male (CF and CM), and
maternal separation with dark and light exposure, female and male (SDF, SDM, SLF
and SLM). Females had higher caloric intake relative to body weight compared to male
controls in the dark period only (CF=23.3x0.5 v.s CM=18.2+0.7, P<0.001).
Macronutrient feeding preferences were observed, with males exhibiting higher caloric
intake from a protein diet as compared to females (CF= 4.1+0.7, n=8 vs. CM= 7.0+0.5,
n=8 P<0.05) and satiety development was not interrupted. Females had a higher adrenal
weight as compared to males independently of experimental groups and exhibited a
higher concentration of serum triglycerides (P<0.001). The study indicates possible
phenotypic adjustments in the structure of feeding behavior promoted by maternal
separation, especially in the dark cycle. The dissociation between the mother’s presence

and milk intake probably induce adjustments in feeding behavior during adulthood.

Keywords - maternal separation, feeding behavior, macronutrient feeding preferences
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1.0 Introduction

During the lactation period in rodents, the mother's presence is crucial to prevent
the incidence of aggressive factors that might trigger offspring adaptations with
irreversible phenotypic, behavioral and morphological and functional consequences
(Caldji, Diorio et al. 2000). Experimental models have been developed to study the
impact of separation between mothers and pups during lactation (Ruedi-Bettschen,
Feldon et al. 2004). Periodic maternal separation may trigger malnutrition, heat stress
and decreased somatosensory contact (Hofer 1994; Silva, Matos et al. 2011). One or
more of these factors may be involved in different animal models of neonatal stress
(Ruedi-Bettschen, Feldon et al. 2004). These models exhibit critical effects of maternal
separation on the neuroendocrine response to stress in adulthood (Caldji, Diorio et al.
2000; Liu, Diorio et al. 2000), including greater vulnerability to depression, anxiety and
eating disorders (Ladd, Huot et al. 2000; EI Khoury, Gruber et al. 2006). However,
these studies include numerous methodological variations, complicating the
interpretation of late consequences of perinatal stress (Lehmann, Stohr et al. 2000;
Simon, Pryce et al. 2005; Dsilna, Christensson et al. 2008). Maternal deprivation (DM,
separation of mother and offspring and between pups) for five hours daily between the
second and sixth day of lactation leads to an increase in plasma corticosterone levels in
response to stress (Biagini, Pich et al. 1998), while four and a half hours of separation
for three weeks produces the opposite effect (Ogawa, Mikuni et al. 1994). One study
examined the expression of receptors for serotonin, a neurotransmitter important for the
control of various behaviors including food behavior, with a reduction in receptor
expression observed in the model of MS, but no effect in the DM model (Harro,
Merenakk et al. 2009). The DM paradigm seems to have greater behavioral

consequences than the MS model (Zimmerberg and Sageser 2011). Different conditions
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of temperature and light during the DM influence its effects on feeding behavior in

response to reward (Ruedi-Bettschen, Feldon et al. 2004).

Settings for the control of feeding behavior established in the neonatal period
control the response to different demands in adulthood since HPA axis dysfunction is
related to the pathogenesis of eating disorders (Koo-Loeb, Costello et al. 2000;
Putignano, Dubini et al. 2001; Gluck, Geliebter et al. 2004). Maternal separation
increases the basal levels of hypothalamic NPY (Husum and Mathe 2002), inhibiting
increases in NPY in response to fasting (Kim, Lee et al. 2005). Animals that have
suffered the stress of perinatal malnutrition show hyperphagia associated with increased
levels of hypothalamic peptides that stimulate hunger (NPY) and reduced levels of
those that inhibit hunger (POMC) (Orozco-Solis, Lopes de Souza et al. 2009; Orozco-
Solis, Matos et al. 2010), as well as changes in the serotonergic control of satiety (Lopes
de Souza, Orozco-Solis et al. 2008). Mice that were separated from their mothers are
more wvulnerable to developing anorexia nervosa (Hancock and Grant 2009).
Experiences of childhood abuse are prevalent among patients with eating disorders
(Wonderlich, Brewerton et al. 1997). Animals that experienced episodes of maternal
separation during the neonatal period exhibited a preference for palatable foods
associated with increased levels of corticosterone (Dallman, Akana et al. 2003; Silveira,
Portella et al. 2004). In various mammalian species, mechanisms of the control of
feeding behavior are influenced by the biological rhythm of the sleep-wake cycle
(Denenberg 1999). Studies show that the maternal care of offspring is greater in the
light cycle than in the dark, because the mother does not change her biological rhythms
and thus expends more time feeding the pups during the light cycle. Is believed that

animals separated from their mothers during the light cycle exhibit more severe long-
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term consequences compared with those separated during the dark period (Ruedi-

Bettschen, Feldon et al. 2004).

This paper demonstrates the importance of maternal care in the regulation of
important aspects controlling feeding behavior. This work studies the hypothesis that
maternal separation during the period of greatest contact between mother and offspring
in rodents, which occurs during daylight, promotes more intense phenotypic
adjustments in the regulation of energy balance. The objective of this study is to assess
the feeding behaviors of animals separated from their mothers at different periods of the
light and dark cycle, for example, by studying the Behavioral Satiety Sequence. This
study also aims to investigate whether this separation affects circadian rhythms,
ingestion, deprivation and feed preference among carbohydrates, protein and fat, as well

as the effects of separation on adaptations in the response to starvation in rats.

2.0 Materials and Methods

2.1 Animals

Wistar albino rats were obtained from the colony of the Department of Nutrition,
Federal University of Pernambuco. The animals were kept under standard vivarium
conditions with a constant temperature of 23 ° C (+ 2), a 12:12 h light:dark cycle (lights
on at 6 a.m.) and free access to water and food (Labina Purina do Brasil ®). Animal
handling and care followed the recommendations of the Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA) and were approved by the Ethics Committee for animal
experimentation of the Universidade Federal de Pernambuco (23076.022943/2008-71
Protocol). Several litters were randomized on PND1 to form eight litters of pups of both

sexes for each mother. After weaning, the animals were kept in boxes with two animals
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each (same sex), receiving the standard Labina® diet until adulthood when the different

tests were performed to study the feeding behavior.

2.2 Experimental Groups

After the eight litters of pups were formed on PND1, groups were formed as
follows: (1) half of each litter of pups were separated from their mothers for six hours
each day over PNPD1-14 (SM), while (2) the control half of each litter remained with
their mothers throughout the lactation (C). SM pups were moved to group cages with
similar origin and with the temperature controlled to 30-32°C and were kept in another
room (Plotsky and Meaney 1993). After the period of separation, the mothers were
removed from the box, and the pups were placed in the nest for subsequent return of the
mothers. To verify the differences caused by the mother-pup separation during different
periods of activity in rats, which is associated with different levels of presence of the
mother in the nest, maternal separation was performed in two cycles of light forming
separate groups. Thus, the SM occurred during the light cycle or the dark cycle. The
animals were further subdivided by gender so that each litter consisted of four males
and four females, forming the following groups: control dark female and male (CDF
and CDM); control light female and male (CLF and CLM); maternal separation during
the dark (SDF and SDM); and maternal separation during the light (SLF and SLM). The
control pups were not removed from the boxes except for cleaning on PND7. After 14
days of life, the animals were kept with their mothers without any further manipulation

until weaning.

2.3. Analysis of feeding behavior
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The Behavioral Satiety Sequence (BSS) analysis was performed on the 150"
days of life. The BSS analysis procedure was developed by Halford et al (1998)
(Halford, Wanninayake et al. 1998). The animals were fasted for five hours before they
were supplied with food of a known weight. The BSS was recorded over one hour by a
film system coupled to a computer in a nearby room. The films were analyzed by a
trained observer, who recorded the duration (seconds) of the behaviors described below.
a) Feeding: Feeding was registered when the rat was observed starting to intake food
and terminated when the rat left the feeder. b) Grooming: Grooming occurred when the
rat first licked its legs and moved its head and continued with the licking of the ventral
region and the back and hind paws. c) Resting: The rat was observed in the rest
position, with the body resting on the floor of the cage. Other measures recorded food
intake (difference between the weight (g) of feed offered and rejected during the one

hour record of the BSS) and feed rate (g / min).
2.4. Body weight, adrenal gland weight and food intake

The body weights of all animals were measured at 14, 30, 120 and 180 days. The
weight of the left adrenal gland was obtained at 180 days of life after animal sacrifice
and dissection of the gland. To analyze the food intake, the animals were separated into
individual cages at 110 days of life. After seven days of adaptation, food intake (g) was
calculated every 12 hours in accord with the light and dark cycle. This analysis was
performed for five consecutive days, and the results were presented as the average

intake for each animal in each cycle of brightness during daytime testing.



54

2.5. Feeding Preference for Macronutrients

This analysis was performed at 180 days of life. After seven days of adaptation
to individual cages, each cage was given three containers containing glycidic, lipid or
protein feed (Table 2). The acrylic containers were fixed in a rectangular base fixed to
the floor of the cage and kept in the box during the adaptation of the animal without any
food. This allowed for a daily change in the position of the different diets among the
containers to avoid the spatial learning factor. The intake (g) of each diet was calculated
as the difference between the amount provided and rejected daily for five consecutive

days. The results represent the average intake for each animal diet over five days.

2.6. Biochemistry of blood

At 200 days of age, the animals were quickly decapitated for trunk blood
collection. Blood was then centrifuged at 3,000 rpm for 10 minutes to obtain serum. The
samples were tested for HDL-cholesterol, glucose, total protein, total cholesterol and

triglycerides by enzymatic methods (LABTEST ®).

2.7. Statistical Analysis

The results of food consumption in each twelve-hour period of light/dark,
macronutrient preference and behaviors during the behavioral sequence of satiety test
were analyzed by a two-way ANOVA followed by a Bonferroni posttest. Food
consumption and feeding rate in the behavioral sequence of satiety test, body weight
and blood biochemical data were analyzed using a one-way ANOVA followed by

Bonferroni's multiple comparison test. The level of statistical significance was P <0.05.
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3.0 Results

3.1 Food intake in the dark and light periods.

In the evaluation of the maternal separation effect (in the light cycle) on food
intake in the dark and light periods, the two-way ANOVA indicated a significant
interaction between gender and cycle [F(3,72)= 5.24, P=0.002 Fig. 1A)]. An important
difference was found in relation to gender and food intake in the light and dark periods
[(F3,72)= 34,68, P<0.0001, two-way ANOVA). Post hoc analysis indicated that
maternal separation during the light cycle significantly increases the food intake
(Kcal/B.W.) of females compared with control females (CF=8.2+0.2, n=10, v.s SLF=

9.9+0.3, n=10; Bonferroni posttests, P<0.05).

Comparing the caloric intake relative to body weight revealed higher intake by
female controls compared to male controls, only in the dark period (CF=23.3+0.5, n=10

vs. CM=18.2 +0.7, n=10, P<0.001, Bonferroni posttests, Fig. 1A).

However, when comparing females and male separated from their mothers
during the light period using Bonferroni posttests, the food intake was higher for
females during both the light (SLF=9.9+0.3, n=10 v.s SLM= 6.0+0.2, n=10, P<0.001)
and dark periods (SDF=23+0.7, n=10 vs. SDM= 18.4+0.8, n=10, P<0.001, Fig. 1A).
The results for animals that were separated from their mothers during the dark period of
the light/dark cycle were different from those of rats separated during the light period.
Lower calorie intake was observed during the light period for males separated during
the dark period compared with control males (CM= 7.1£0.3, n=10 vs. SDM= 5.3%0.1,
n=10, P<0.05), and no difference was observed for females. However, the food intake

during the dark period of the cycle was reduced in females separated during the dark
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compared to control females (CF= 23.3+0.5, n=10 v.s SDF= 20.5 0.5, n=10, P<0.001,

Bonferroni posttests, Fig. 1B).

The two-way ANOVA revealed an effect of gender on food intake (Kcal/g
B.W.) total [(F5.54= 19.16, P<0.001)]. Post hoc analysis revealed that males had lower
food intake than females independently of maternal separation (CF= 31.5+0.7, n=10 vs.
CM= 25.3+0.9, n=10, P<0.001; SDF= 32.8+0.9, n=10 vs. SLM= 24.4+1.0, n=10,
P<0.001; SDF=29.7+0.6, n=10 vs. SDM= 24.4+1, n=10, P<0.001, Bonferroni posttests,

Fig. 1C).

3.2 Macronutrient preferences

The study of macronutrient preferences revealed a significant gender x nutrient
interaction [(F3,84= 6,88, P<0.0001, Fig. 3)]. For control groups, post hoc analysis
revealed that males had higher caloric intake from the protein diet than females (CF=
4.1+0.7, n=8 vs. CM= 7.0+0.5, n=8, P<0.05, Bonferroni posttests). However, the caloric
intake from the carbohydrate diet (CF= 15.7£0.7, n=8 vs. CM= 11.1+0.5, n=8, P<0.01,
Bonferroni posttests) and the lipid diet (CF= 17.7£0.9, n=8 vs. CM= 12.8.1+0.6, n=8,
P<0.01, Bonferroni posttests) were significantly lower in males as compared to females

(Fig. 3A).

SLM rats exhibited increased calorie intake from protein compared with control
rats (CF=4.1+0.7, n=8 vs. SLF=7.1+0.5, n=8, P<0.05, Bonferroni posttests), decreased
intake from lipids (CF= 17.7+0.9, n=8 vs SCF= 13£1.1, n=8, P<0.001, Bonferroni
posttests) and no difference in carbohydrate intake (CF= 15.7+0.7, n=8 vs. SLF=
14.2+0.8, n=8, P>0.05, Bonferroni posttests) (Fig. 3A). There was no difference in

macronutrient intake for males separated during the same light period (protein: CM=
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7.0£0.5, n=8 vs. SCM= 4+0.8, n=8; carbohydrates: CM= 11.1+0.5, n=8 vs. SLM=

10.4+0.4, n=8; lipid: CM=12.8£0.6, n=8 vs. SLM=12.7+1.4, n=8) (Fig. 3A).

The macronutrient intake for rats that were maternally separated during the dark
period was different than that for rats separated during the light period. The separated
females had lower lipid intake (CF= 17.7£0.9, n=8 vs. SDF= 11.6 +2.2, n=8, P<0.001,
Bonferroni posttests) and no difference (P>0.05) in carbohydrate and protein intake as
compared to control rats (protein: CF= 4.1+0.7, n=8 vs. SDF= 6.9+0.7, n=8;
carbohydrate: CF= 15.7+0.7, n=8 vs. SDF= 14.6+1.7, n=8, Bonferroni posttests). There
was no significant effect on macronutrient intake for males separated during the dark
period compared to control males (protein: CM= 7.0+0.5, n=8 v.s SDM= 4.4+0.6, n=8;
carbohydrate: CM= 11.1+0.5, n=8 vs. SDM= 12.4+0.6, n=8; lipids: CM= 12.8+0.6, n=8

vs. SDM= 13.5+1.5, n=8) (Fig. 3B).

When comparing the total calorie intake from the three nutrient sources, a one-
way ANOVA revealed an effect of gender (F5, 42 = 7.29, P <0.0001, Figure 3C).
Control and separated males had lower calorie intake compared to females (CF = 39.5 +
15 n=8vsCM=309+0.6,n=8,P<0.01;SLF=344+19, n=8v.sSLM=27.1
+ 1.8, n = 8, P <0.05, Bonferroni's multiple comparison test). No difference in caloric
intake was observed between males and females separated during the dark period (CM
=331+£18 n=8v.sSDM =304 = 1.4, n =8, P> 0.05, Figure 3C, Bonferroni's

multiple comparison test).

3.3 Behavioral satiety sequence

A two-way ANOVA did not reveal significant effects of maternal separation in

either period on feeding and grooming duration in the BSS test (Fig. 2A-F). The two-
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way ANOVA revealed the effect of maternal separation [F(3, 216)= 16.31, P<0.0001]
and the effect of light v.s dark periods on resting behavior [F(3,216)=40.70, P<0.0001]
(Fig. 2A, B, D and E). When the animals were separated from their mothers during the
light period, the rest period began sooner than that for the controls, between periods 7
and 8 (P <0.001) (Fig. 2D and E). The control males compared to females were
different for the same periods (7, P <0.01; 8, P <0.01, Bonferroni's multiple comparison

test) (Fig. 2A and D).

For resting behavior, the two-way ANOVA indicated a significant interaction of
maternal separation during the dark cycle with periods [F(3,252)=2.212, P=0.0037]:
maternal separation [F(3,252)=5.702, P=0.0009] and periods [F(3,252)=61.96
P<0.0001]. Maternal separation during the dark cycle was associated with resting
behavior during period 9 (P<0.01, Bonferroni’s multiple comparison test ) (Fig. 2A and
C). There was no difference in resting behavior for females based on maternal

separation.

The one-way ANOVA revealed an effect of maternal separation on food intake in
the BSS test (F3,28= 44.24, P<0.0001, Tab. 2). Maternal separation in either the light or
dark period increased food intake in females compared to control females (CF = 8.4 +
0.2,n=10vs. SLF=9.9 +0.3, n=10, P <0.001, SDF vs. CF=10+0.4,n=10, P
<0.01, Bonferroni's multiple comparison test, Tab. 2). There was no effect of maternal
separation on food intake in males. A post hoc test revealed a decrease in food intake

for males compared to females considering food intake relative to body weight (Tab. 2).

For the rate of food intake (Kcal/minute), a one-way ANOVA revealed an effect

of gender (F3,28 = 11.4, P<0.0001, Tab. 2). The rate of food intake was higher in
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control females compared to control males (Tab. 2). Maternal separation had no effect

on the rate of food intake (Tab. 2).

3.4 Body and adrenal weight and serum determinations

A one-way ANOVA revealed an effect of maternal separation during the light
period on body weight at 180 days of life (F3,36=92.64, P<0.0001). Males subjected to
maternal separation had a higher body weight than control males (CM=439.2+21.3,
n=10 vs. SLM= 499.4+61, n=10, P<0.01, Bonferroni’s multiple comparison test, Tab.
3). No difference was observed in the body weight of the maternal separation groups

between the females and males (Tab. 3).

The one-way ANOVA revealed significant differences in the adrenal weight of
rats separated during the light [(F=(3,36)=79.16 P<0.000.1] and dark cycles [F=(3,36)
=79.16 P<0.0001]. A post hoc test revealed that females had a higher adrenal weight

than males across all experimental groups (Tab. 3).

The one-way ANOVA revealed a significant effect of maternal separation in the
dark period on serum biochemical tests (F 3,35= 6.39, P<0.05). Females subjected to
maternal separation exhibited a higher concentration of triglycerides in serum (CF=
59.2+10.1, n=10 v.s SDF= 97.8+10.7, n=10, P<0.001, Bonferroni’s multiple

comparison test, Tab. 3). No differences in serum determinations in males (Tab. 3).

4.0 Discussion

The present study assessed the effects of a standard early maternal separation
paradigm on the feeding behavior parameters in later life. Neonatal maternal separation
is an animal model of a stressful experience in childhood. This study used the

experience of repeated maternal separation during the first two weeks of life. However,
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the dynamics of interaction between the mother and offspring differ depending on the
circadian cycle condition (light or dark). Pups receive more maternal care during the
light period because the dam spends the most time on the nest during this period (Ader
1970). During the dark phase, the dam spends most of her time on locomotor activity

and feeding (Ader 1970).

This study examined the possible factors programming feeding behavior later in
life. We observed differences in feeding behavior parameters between offspring
subjected to maternal separation in different periods of the circadian cycle. The results
indicate that characteristics of mother-pup interactions can imprint various effects on
feeding behavior in later life. Neonatal rats exhibit higher food intake during the light
cycle until they are near weaning, when they begin the nocturnal pattern of food intake
(Hall and Rosenblatt 1978). We suggest that this characteristic should be considered in
animal models of maternal separation. However, most studies separate the mother and
offspring during the light cycle. This could lead to a reduction of tactile contact, but also

of milk intake.

The maternal separation model was used here to consider the different effects of
separation in the light and dark cycles. We characterized the food intake patterns starting
from daily caloric intake. Because of the circadian rhythm of consumption in rodents
(80% of eating takes place in the dark), we investigated the effect of maternal separation
on food intake during the light and dark periods. To analyze the integrity of the
mechanisms of satiety, we used the behavioral sequence of satiety test (Blundell and
Halford 1994). Finally, we analyzed the distribution of nutrients consumed by rats and

the effects of separation on these consumption patterns.
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The results of this study showed that maternal separation during the light cycle
increased body weight in later life only in males. Some studies found that maternally
separated rats have a lower or normal body weight just after weaning and that they
thereafter (three months) have the same or greater weight than the control rats (Tonjes,
Hecht et al. 1986; Matthews, Wilkinson et al. 1996; Suchecki and Tufik 1997). When
separated from their mothers for three hours, the pups showed no differences in body
weight gain and food intake during the first two weeks of life (Plotsky and Meaney
1993). In general, the studies in the literature do not show consistent effects of maternal
separation on body weight. These results are consistent with our findings for males that
were subjected to maternal separation in the light cycle. One objective of this study was
to evaluate the possible dissociation between factors involved in the maternal separation
model in rodents. Separation from the mother during the light cycle leads to a decrease
in both milk intake and tactile contact because mothers spend more time lactating the
pups during the light cycle (Ader 1970). During the first 17 days of life, pups follow a
diurnal pattern of food intake (Hall and Rosenblatt 1978). Although this deficit did not
lead to a dramatic change in body weight during the lactation period, it may have been
sufficient to modulate the body weight in later life, demonstrating that decreased food

intake in early life can act as a programmer of overweight/obesity.

The 24-hour food intake in Kkilocalories relative to body weight was influenced
not by maternal separation but by gender, with females eating more than males.
However, when food intake was analyzed separately in light and dark cycles, effects of

maternal separation were observed in males and females.

The pattern of higher food intake during the dark cycle was not altered in any

experimental group. However, we found that maternal separation in different cycles
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altered food intake during the light and dark periods. Maternal separation during the
light period increased or reduced the food intake of females and males, respectively,
during the light period, without altering intake in the dark. This result is consistent with
that obtained in a study on rats submitted to early weaning, where food intake increased

in the light period (dos Santos Oliveira, de Lima et al. 2011).

Although maternal separation altered food intake during the light and dark
periods, these effects were not sufficient to modify daily food intake. However, these
changes in food intake during the light phase can indicate that phenotypic adjustments
in feeding rhythm during the light and dark periods can be influenced by maternal
separation. In mammals, the circadian rhythm is generated by the pacemaker located in
the suprachiasmatic nuclei of the hypothalamus (SCN) (Stephan and Zucker 1972). At
the molecular level, this pacemaker is controlled by a feedback network of
transcriptional/translational genes Perl, Per2, Cryl, Cry2, Clock and BMALL1 in the
SCN and peripheral clocks (Bass and Takahashi 2010). This network interacts with
peripheral cellular metabolic processes to produce an oscillation of 24 hours in
practically all cellular functions. In neonatal rats, changes in the timing of maternal care,
restricted feeding or periodic maternal deprivation were reported to alter the pup
circadian rhythms of certain behaviors and rPerl and rPer2 circadian expression in the
suprachiasmatic nuclei (Takahashi and Deguchi 1983; Viswanathan 1999; Ohta, Honma
et al. 2002). The periodic absence of the mothers in the nursing period reset the neonatal
circadian clock and resulted in the phase-reversal of behavioral rhythms measured after
weaning (Ohta, Honma et al. 2003). The phase reversal of rPerl and rPer2 expression in
the SCN of the deprived pups might result from stress-induced hormonal or neural
signals in the PVN (Ohta, Honma et al. 2003). The aggressions that affect the perinatal

period can permanently alter the circadian factors (Orozco-Solis, Matos et al. 2011). For
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example, feeding with a low-protein diet during gestation and lactation induces a long-
lasting disruption of the diurnal expression pattern of several genes involved in the
regulation of food intake and energy metabolism (Orozco-Solis, Matos et al. 2010).
Perinatal undernutrition abolished the circadian rhythm of CART and POMC
expression in the hypothalamus (Orozco-Solis, Matos et al. 2010). One factor to be
considered in perinatal stress is the absence of the oscillation of the clock gene in the
suprachiasmatic nucleus and the role of the adrenal gland as a pacemaker (Torres-

Farfan, Mendez et al. 2011).

When animals were submitted to maternal separation during the dark period of
the light/dark cycle in this study, in addition to the same alterations observed for
separation during the light period, there was also a reduction in the nocturnal food
intake of females. Experiments in ovariectomized rats demonstrated that estrogen
replacement decreases food intake, especially during the light period (Varma, Meguid et
al. 1999). This finding suggests that the anorexic effect of estrogen may be specific for
the light phase (Varma, Meguid et al. 1999). Estrogen receptors are expressed in the
suprachiasmatic nucleus (Vida, Hrabovszky et al. 2008), and they can modify the
excitability and neurotransmission of neurons (Fatehi and Fatehi-Hassanabad 2008).
Estrogen replacement increases the neuronal activity of the SCN, especially during the

light phase, reducing food intake (Takamata, Torii et al. 2011).

This study showed that maternal separation did not change the structure of
satiety expression, but only modified the parameter and micro-structural constituents of
this event, particularly the feeding rate. The feeding rate (kcal / min) was higher in
females than in males. Studies have reported that the increase in food intake may be

linked to increased levels of hypothalamic neuropeptide Y (NPY) promoted by maternal
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separation (Jimenez-Vasquez, Mathe et al. 2001; Husum, Termeer et al. 2002). This
peptide is a potent orexigenic factor (Yokosuka, Kalra et al. 1999) that can be regulated

by glucocorticoids (Ponsalle, Srivastava et al. 1992; Yokosuka, Kalra et al. 1999).

In the test of satiety, we observed effects of maternal separation on food intake
after fasting. The increase in corticosterone levels associated with fasting may be
required to increase the expression of hypothalamic NPY mRNA (Ponsalle, Srivastava
et al. 1992; Makimura, Mizuno et al. 2003). Furthermore, fasting was not observed to
have a significant influence on food intake in males. In a study that examined the
expression of hypothalamic peptides in response to a 48 h starvation period in male rats
subjected to maternal separation, no changes in corticosterone levels or NPY expression
were observed in adult life (Kim, Lee et al. 2005). However, increased expression of the
anorexigenic neuropeptide pro-opiomelanocortin (POMC) was observed (Kim, Lee et
al. 2005). In this study, males had a shorter meal duration when subjected to maternal
separation during the dark cycle. This characteristic is associated with the profile of
advancement of satiety (Blundell and Halford 1994). This result can also be associated
with the increased expression of the POMC peptide because this peptide reduces meal

size.

The other model of neonatal manipulation, early weaning, has effects similar to
those of maternal separation, with high anxiety and high levels of corticosterone
secretion in response to stress (Kikusui, Nakamura et al. 2006). Rats subjected to early
weaning later showed a smaller meal size and an acceleration of satiety in response to
fasting in adult life (dos Santos Oliveira, de Lima et al. 2011). In another perinatal
manipulation, the supply of a low protein diet during gestation and lactation induced a

delay in satiety and increased meal duration (Orozco-Solis, Lopes de Souza et al. 2009).
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These studies indicate the potential effects of manipulations during the vulnerable

developmental period on the control mechanisms of satiety.

The present study is the first to show a relationship between maternal separation
in light or dark phases of the circadian cycle on macronutrient self-distribution in adult
life. Most studies have instead evaluated the intake of palatable food or diets high in fat

or carbohydrates (Gibson 2006; Maniam and Morris 2010).

This study showed that maternal separation induced changes in the selection of
nutrients depending on gender. Protein intake increased in males and decreased in
females, and only females reduced their lipid intake. Differences in the effects of
perinatal manipulations between the sexes are well documented (Ward and Renz 1972;
de Jongh, Geyer et al. 2005; Weinstock 2007; Darnaudery and Maccari 2008). A
pioneering study showed that male rats chose a glucose solution while females preferred
a saccharin solution (Valenstein, Kakolewski et al. 1967). Mice genetically manipulated
to develop obesity and exposed to an obesogenic environment showed a reduction in
food intake accompanied by high levels of leptin, a result not observed in females
(Schroeder, Moran et al. 2010). The maternal separation induced behavior related to
anorexia nervosa in adolescent females and not during adulthood, contrary to

observations for male rats (Hancock and Grant 2009).

Maternal separation also promoted a preference for protein at the expense of fat
in females. The influence of gonadal hormones on regulatory processes such as the
control of food intake and body weight has been documented since the 1970s (Wade
1972; Wade 1975). In female rats, the main findings are that a gain in body weight
occurs after the removal of the ovaries, and a substantial increase in food intake and

meal size and a concomitant increase in body weight are observed compared to
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gonadally intact females (Blaustein and Wade 1976). These effects are due to the
reduction of circulating estrogen levels consequent to ovariectomy, and they can be
prevented or reversed by appropriately timed treatment with estradiol (Wade 1972). The
pre-ovulatory increase in plasma estradiol concentration is associated with a transient
decrease in food intake during estrus in cycling rats (Kennedy and Mitra 1963; Brown-
Grant, Exley et al. 1970; Drewett 1973; Blaustein and Wade 1976). During proestrus,
just after the peak in estradiol secretion, food intake decreases relative to diestrous
levels (Kennedy and Mitra 1963). This decrease in energy intake, along with a
correlated increase in energy expenditure (Presl, Horsky et al. 1967), results in a net

body weight decrease during proestrus (Kennedy and Mitra 1963).

Decreased maternal care increases plasma corticosterone and E2 levels, cell
proliferation in ovarian follicles and the duration of the estrous cycle and differentially
regulates the expression of ER-a and ER-b in the ovaries of the offspring during
adulthood (Amorim, Damasceno et al. 2011). Several studies have indicated that
estradiol leads to an enhanced responsiveness of the HPA axis to a stressor that may be
due in part to the impairment of negative glucocorticoid feedback (Peiffer and Barden
1987; Burgess and Handa 1993; Carey, Deterd et al. 1995; Ferrini, Lima et al. 1995;
Patchev, Hayashi et al. 1995). The strong expression of glucocorticoid receptors in the
PVN, especially in the parvocellular subdivision (Morimoto, Morita et al. 1996), is
thought to be mainly involved in the negative feedback of corticosterone on the
hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis (Weiser and Handa 2009). Interestingly,
intracerebroventricular infusion of dexamethasone (a glucocorticoid receptor agonist)
stimulates food intake and body weight gain (Zakrzewska, Cusin et al. 1999) while

decreasing peripheral glucose uptake (Cusin, Rouru et al. 2001). In view of this
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evidence, we suggest that the females in this study reduced their fat intake to maintain a

normal body weight.

In summary, this study indicates possible phenotypic adjustments in feeding
behavior promoted by maternal separation during the first two weeks of lactation. These
adjustments differ depending on the period of the circadian rhythm (light or dark) in
which the separation is performed. We observe that separation during the dark cycle
leads to more severe adjustments, indicating a dissociation between the presence of the

mother and milk intake as factors that induce adjustments in feeding behavior.
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Resumo

O presente estudo analisou as repercussdes da separagdo materna neonatal sobre
comportamento alimentar na vida adulta. A partir do primeiro dia pos natal (DPN1), os
ratos foram separados ou ndo de suas maes e dispostos nos seguintes grupos: Separacao
materna (SM), filhotes foram separados das maes do DPN1 ao DPN14, e Controle,
filhotes permaneram com as maes. A partir desta divisdo foram formados os subgrupos:
Controles machos e fémeas claro e escuro (CF e CM); separagdo machos e fémeas claro
e escuro (SEF e SEM) e (SCF e SCM). No ciclo escuro, fémeas e machos aumentaram
0s niveis de corticosterona (CM=112,70+7,00 v.s SEM=173,90+£12,70, P<0,001;
CF=74,648 v.s SEF=153,50+8,90, P<0,001). Quando os animais foram submetidos ao
jejum foi observado que as fémeas consumiram mais que os machos (CF= 15,41+0,43
v.s CM=14,44+0,32, n=10, P<0,001; SCF= 10,09+0.2 v.s SCM=7,20+0,30, n=10,
P<0,001; SEF= 8,90+0,18 v.s SEM=6,90+0,30, n=10, P<0,001. A ingestdo de calorias
provenientes de dieta palatvel foi maior em machos e fémeas que foram separados no
claro (CM= 12.1+0.46 v.s SCM=17,56+0,88, P<0,001; CF=14,31+0,35 v.s SCF=
19,39+0,68, P<0,001) ou no escuro (CM= 12,1+0,46 v.s SEM= 16,11+0,50, P<0,001;
CF=14,31+0,35 v.s SEF=16,48+0,55, P<0,05). Sendo assim, foi possivel observar que a
separagdo materna, depender do ciclo de luminosidade em que ocorre, é capaz de alterar
a expressdo fenotipica do comportamento alimentar e a reatividade ao estresse em

animais adultos.
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1.0 Introdugéo

Durante o periodo perinatal, a interacdo do organismo com o ambiente direciona
0 desenvolvimento de sua estrutura e funcdo em direcdo a melhor adaptacdo visando
maior capacidade de sobrevivéncia e reproducdo. Na experimentacdo animal, a
separagdo periddica entre mée e filhotes durante a lactacdo tem repercussdes sobre a
reatividade do eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HPA) ao estresse na vida adulta
(Plotsky e Meaney, 1993; Yamazaki, Ohtsuki et al., 2005). As caracteristicas desta
reatividade sdo diferentes dependendo da intensidade do estressor (suave ou severo) no
modelo de separagdo materna (Macri, Laviola et al., 2010). Assim, curtos periodos de
separagdo (15 minutos diarios durante as duas primeiras semanas de vida) reduzem
respostas do eixo HPA a estressores na vida adulta, com redugéo na secrecéo de Fator
Relacionado a Corticotrofina (CRF) pelo hipotdlamo e corticosterona (Plotsky e
Meaney, 1993; Liu, Diorio et al., 1997). Por outro lado, longos periodos de separagdo
materna (3 a 6 horas diariamente durante as duas primeiras semanas de vida ou Unica
separagdo de 24 horas durante a segunda semana de vida) estdo associados a up-
regulation do estresse com aumento na secrecdo de CRF e de corticosterona (Macri e

Laviola, 2004; Ruedi-Bettschen, Feldon et al., 2004).

Os cuidados maternos, como licking e grooming, parecem ser oS agentes
determinantes para as adaptaces dos filhotes (Liu, Diorio et al., 1997; Bagot, Van
Hasselt et al., 2009). A reducdo na reatividade ao estresse em ratos separados em curto
periodo é observada em filhotes de mées com elevado nivel de cuidado materno (Liu,
Diorio et al., 1997). A expressdo de receptores de glicocorticoides no hipocampo é
diretamente relacionada a frequiéncia de licking e grooming materno. Esses receptores

sdo importantes para o controle por feedback do eixo HPA em resposta ao estresse
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(Adamec, Kent et al., 1998). Assim, ninhadas que foram privadas de cuidado materno
apresentaram reducdo no feedback negativo de glicocorticoides e um subseqliente
aumento da secrecdo de glicocorticides em resposta ao estresse (Liu, Diorio et al.,
1997). Entre as consequiéncias de disturbios na interacdo mae-filhote durante o periodo
de lactacdo estdo as alteracbes comportamentais permanentes na vida adulta, como
aumento da vulnerabilidade a depressé@o e ansiedade (Ladd, Huot et al., 2000; El
Khoury, Gruber et al., 2006), e distarbios do comportamento alimentar (Gluck,

Geliebter et al., 2004).

As alteragbes da reatividade ao estresse provenientes do ambiente perinatal
podem exercer papel na patogénese dos transtornos alimentares (Favaro, Tenconi et al.,
2006; Favaro, Caregaro et al., 2009) ja que a agdo de glicocorticoides sobre peptideos
hipotaldamicos é capaz de modular o consumo alimentar (Dallman, Akana et al., 1995).
A separagdo materna gera aumento na expressao e liberagdo de neuropeptideo Y pelo
hipotadlamo (Kalra, Dube et al., 1991; Bi, Robinson et al., 2003) e nos niveis basais de
POMC mRNA no nucleo arqueado, bem como inibe a expressdo de NPY mRNA
induzida pelo jejum (um episodio de estresse). Estas alteracdes parecem estar associadas
a atividade alterada do eixo HPA (Chung, Son et al., 2005), que também exerce agdo
sobre o controle do balango energético (para revisdo ver Nieuwenhuizen e Rutters,
2008). A ritmicidade circadiana de expressao de outro peptideo hipotalamico, o AGRP
MRNA, é regulada pela corticosterona (Lu, Shieh et al., 2002). Em ratos manipulados
(early life Handling) durante a lactacdo (modelo semelhante a estresse suave) observou-
se preferéncia a alimentos palataveis, quando ofertados em curtos periodos, sem
modificagdo do consumo de alimento padrdo (Silveira, Portella et al., 2004; Silveira, Da
Silva Benetti et al., 2006). Esse padrdo alimentar parece envolver ajustes na

neurotransmissdo serotoninérgica (Silveira, Portella et al., 2010), bem como diminui¢éo
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do metabolismo dopaminérgico no nucleo accumbens (Silveira, Portella et al., 2010). Ja
a separag@o materna de longa duracdo (6 horas por dia durante trés semanas de lactacéo,
challenge severo) promoveu consumo alimentar normal em condigdes padrdes de
alimentacdo, porém houve hiperfagia de rebote apds tempo prolongado de restrigdo

alimentar (Iwasaki, Inoue et al., 2000).

O presente estudo, utilizando modelo de estresse neonatal de intensidade severa
(separacdo diéria de seis horas durante as duas primeiras semanas de lactacdo) teve
como objetivo analisar possiveis adaptacoes fenotipicas do comportamento alimentar na
vida adulta. Os efeitos da separacdo materna sobre niveis de ACTH, corticosterona e
ingestdo alimentar s&o revertidos quando h& estimulacao tatil dos filhotes (Van Oers, De
Kloet et al., 1998). Assim, considerando a importancia dos cuidados maternos na
definicdo de ajustes do eixo HPA, e conseqiente influéncia sobre a maturacdo e
estabelecimento de padrdes de controle do comportamento alimentar, foi realizada a
separagdo materna em diferentes ciclos de luminosidade, claro ou escuro. Esses ciclos
estdo associados a maior ou menor permanéncia da mde no ninho, o que pode ser

determinante para expressao de fendtipos anormais.

2.0 Materiais e Métodos

2.1 Animais

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar (n=40) provenientes da
col6nia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Apos a
verificacdo da prenhez as ratas foram mantidas individualmente em gaiolas de
polipropileno, em condicdes padrdes de biotério com temperatura de 20° (z 2), ciclo

claro-escuro de 12-12h (com luzes acesas as 18h) e livre acesso a agua e ragdo
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(Labina/Purina Brasil). O manejo e os cuidados seguiram as recomendagfes do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram aprovados pelo Comité de
ética em experimentacdo animal da Universidade Federal de Pernambuco (Protocolo

23076.022943/2008-71).

Para obtencdo das ninhadas, os filhotes, de ambos 0s sexos, provenientes de
varias maes foram randomizados no primeiro dia pés-natal (PND1), originando
ninhadas de oito animais por gaiola. Os procedimentos de separacdo materna foram
realizados no periodo de lactagdo. Apds o desmame, no 25° dia po6s-natal, foram
acondicionados dois filhotes (mesmo sexo) em cada gaiola até a idade adulta quando

foram realizados os diferentes testes para o estudo do comportamento alimentar.
2.2 Separacdo materna e formacao dos grupos experimentais

Os grupos experimentais foram delineados de acordo com a incidéncia de
estresse e com a fase do ciclo de luminosidade no qual foi feita a separagédo materna. Os
animais machos e fémeas que constituiram o grupo controle permaneceram com a mae
durante todo o periodo de lactacdo. Os animais do grupo estresse por separagdo, na
proporcdo 4:4 por ninhada (quatro machos e quatro fémeas) foram removidos do ninho
durante seis horas por dia, diariamente, do DPN1 ao DPN14 e mantidos em incubadoras
sob temperatura de 30-32°C, segundo o protocolo de Plotsky et al (1993) (Plotsky e
Meaney, 1993). Essa separacdo foi realizada em duas fases dos ciclo de luminosidade:
um grupo foi separado por seis horas no ciclo claro (18:00h-00:00h) e outro no ciclo
escuro (06:00h-12:00n). Os grupos controle fémea (CF), controle macho (CM),
separagdo escuro fémea (SEF), separagdo escuro macho (SEM), separacdo claro fémea
(SCF), separagdo claro macho (SCM) foram compostos por machos (n=10) e fémeas

(n=10). Ap6s o 14’ dia de vida, os animais permaneceram com suas maes em gaiolas
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transparentes (dimensdes: 45,5x40,0x21cm) sem nenhuma manipulacdo adicional até o

desmame.

2.3 Determinagdo da concentracdo de corticosterona no plasma e peso do tecido

adiposo.

Aos 180° dias, os ratos foram decaptados para rapida retirada de estruturas encefalicas,
tecido adiposo retroperitoneal e sangue. As estruturas encefalicas foram acondicionados
em microtubos, congeladas em gelo seco, e armazenadas em deep freezer a temperatura
de -83°C. O peso do tecido adiposo foi aferido em balanca digital Marte® (sensibilidade
de 0,01g). Apds a eutanasia, o sangue foi centrifugado a 1000 rotagBes por minuto
durante 15 minutos. O plasma foi coletado e estocado em freezer -80°C até 0 momento

das analises.

A concentragdo de corticosterona no plasma foi determinada por meio de ELISA
(Corticosterone Enzyme Immunoassay Kit,Assay Designs/Stressgen, Ann Arbor, Ml,
USA), de acordo com as instrucOes do fabricante. Este kit possui um anticorpo poli-
clonal especifico para a corticosterona de rato. Durante o ensaio, a corticosterona
presente na amostra de plasma compete pela ligacdo a este anticorpo, com uma
molécula de corticosterona conjugada a fosfatase alcalina. Apds a reagdo colorimétrica
obtida com a adi¢do do substrato enzimatico, as absorbancias foram determinadas em
leitor de micro-placas (ELISA TP-Reader NM, Thermoplate, Sdo Paulo, Brasil) com
filtro de 405 nm. As quantidades de corticosterona nas amostras mensuradas em
duplicata foram calculadas a partir de curvas-padrdo com quantidades conhecidas de

corticosterona e os resultados apresentados como médias aritméticas + desvio padrao.

2.4 Evolucéo do peso corporal
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O peso corporal (g) dos animais de todos os grupos foi aferido aos 14, 30, 120 e

180 dias de vida pds-natal em balanca digital Marte® (sensibilidade de 0,01g).

2.5 Consumo alimentar antes e ap0s estresse

Quando completaram as idades 120 e 150 dias de vida, os ratos dos grupos controle e
separagdo materna foram alocados em gaiolas individuais para adaptacdo ao isolamento
por dez dias. Logo apds esse periodo, foram inseridos em suas gaiolas 30g de dieta
palatavel. Considerou-se a quota ingerida de alimento (g) através da diferenca entre a

quota oferecida e a quota rejeitada, no periodo de uma hora.

Para analisar a resposta ao estresse, um outro grupo de animais, apds a adaptacdo ao
isolamento, foi submetido ao estresse alimentar. Durante este periodo, diariamente, no
horério das 12:00 as 13:00 h, foi introduzido um recipiente (dimens6es: 24,0x 10,0 cm)
contendo 30 g de dieta palatvel para que houvesse adaptacdo ao alimento. No 11° dia
de isolamento, os ratos foram submetidos a privacdo alimentar durante quatro horas,
com livre acesso a agua. Apos este periodo de jejum, o estresse alimentar foi induzido
através da introducdo de dieta palatavel em recipiente que ndo permitia a alimentacdo
do animal. Dessa forma, o animal em jejum obteve apenas informagdes visuais e
olfativas do alimento durante quinze minutos. Passados 0s quinze minutos de estresse,
0s animais tiveram acesso a dieta durante uma hora e, em seguida, foi aferida a ingestédo
alimentar. A ingestdo alimentar (g) foi quantificada através da diferenca entre a quota

oferecida e a quota rejeitada.

2.6 Privagédo alimentar

ApoOs a adaptagdo, ratos foram submetidos a privacdo alimentar de oito horas. Apos o

periodo de privacdo, foram inseridos em suas gaiolas 30 g de dieta padrdo de biotério
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(Labina-Purina do Brasil/AS). O consumo alimentar foi quantificada ap6s o periodo de
uma hora. A quota ingerida (g) foi quantificada através da diferenca entre a quota

oferecida e a quota rejeitada.

2.7 Ansiedade experimental

O teste para avaliacdo da ansiedade foi realizado nos animais com idades entre 120 e150
dias, entre 12h00 e 14h00, foi utilizado o modelo do labirinto elevado em cruz (Silveira,
Portella et al., 2004). O labirinto elevado se constitui em dois bragos abertos (50 x 10
cm) e dois bracos fechados (50 x10x 40 cm) e se estende a partir de uma plataforma
central comum (10x10cm) com piso e paredes escuros, elevado a uma altura de 50 cm a
partir do nivel do piso e iluminado sob uma luz vermelha de baixa voltagem (15 w)
acima da area central. Este modelo experimental é baseado no medo inato que 0s
roedores tém pelo espaco aberto e elevado, preferindo ficar nos bragos fechados. A
realizacdo do teste consistiu em colocar os animais, individualmente, no espaco central
do aparelho, com a cabeca voltada para o brago fechado e posterior filmagem durante 5
min. Os registros foram realizados por aquisi¢cdo das imagens por cadmera com sistema
infravermelho e armazenados em computador. Apenas um avaliador, sem conhecimento
dos grupos experimentais, observou os filmes e registrou em protocolo o tempo de
permanéncia e o nimero de entradas em cada brago. O registro de cada entrada teve
validade, a partir do momento que o animal encontrou-se com as 4 patas (2 anteriores e/
2 posteriores) em um dos bracos do labirinto. O tempo de cada animal foi marcado
através de um crondmetro digital . A proporgdo e a percentagem do total de entradas e
do tempo de permanéncia nos bragos abertos foram utilizados como indice de

ansiedade.

2.8 Andlise estatistica
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Os dados foram expressos em media + erro padrdo da média (SEM), com excecdo das
tabelas que foram expressas em média + erro padrdo. Nas comparacGes dos diferentes
grupos, empregou-se a ANOVA one way, adotando niveis de significancia p<0,05. Para

analise pds-teste, utilizou-se o teste de Bonferroni para multiplas comparaces.

3.0 RESULTADOS

3.1- Corticosterona e Tecido adiposo

Os resultados obtidos mostram que houve efeito da separacdo materna no periodo
escuro do ciclo de luminosidade sobre os niveis de corticosterona plasmatica [F
(3,31)=19,74, P<0,0001, one-way ANOVA]. Na analise Post hoc foi identificado
aumento nos niveis de corticosterona para machos e fémeas comparados aos seus
controles (CM=112,70+7,00, n=8 v.s SEM=173,90£12,70, n=7, P<0,001; CF=74,6+8,
n=8 v.s SEF=153,50+8,90, n=9, P<0,001, Figura 1B). Observou-se também que o efeito
da separacdo materna no periodo claro do ciclo de luminosidade sobre os niveis de
corticosterona plasmatica foram alterados [F (3.27)=11.47, P<0.0001, one-way
ANOVA]. Na andlise Post hoc foi identificado aumento nos niveis de corticosterona
para fémeas comparadas ao seu controle (CF=74.6+8, n=8 v.s SCF=142.7+12, n=8,
P<0.001, Figura 1A). Entretanto, ndo foi observada diferenca entre os machos separados

no periodo claro do ciclo (CM=112.7+7, n=8 v.s SCM=130.7+7, n=7, P>0.05).
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Figura 1. Efeito da separacdo materna sobre a concentracéo de corticosterona. Os ratos machos
(M) ou fémeas (F) foram separados de suas maes no periodo claro (SC) ou escuro (SE) do ciclo
circadiano. Os animais controle (C) permaneceram com suas maes. Os niveis de corticosterona
foram aferidos na vida adulta apds estresse alimentar de vinte minutos. Os valores estdo
representados em média + EP * representa diferenca comparado aos respectivos controles (One
way ANOVA, P<0.001).

Em relacdo ao percentual de tecido adiposo de fémeas e machos, apresentou alteracdo
apos a separacdo materna no ciclo claro [F (3,36)= 18,12, P<0,05, one-way ANOVA]
ou escuro [F (3,36)= 6,88, P=0,0009]. As fémeas separadas de suas mées durante o
periodo claro do ciclo circadiano apresentam maior percentual de tecido adiposo quando
comparadas aos machos (CF = 7,20£0,40, n=10 v.s CM= 5,54+0,30, n=10, P<0,05;
SCF= 8,03+0,50, n=10 v.s SCM= 4,25+0,28, n=10, P<0,001, Figura 2A). N&o houve
diferenca (P>0,05) entre grupos de separagdo materna no claro com seus respectivos
controles. Quando os filhotes foram separados de suas mées no periodo escuro do ciclo
circadiano, observamos efeitos diferentes sobre o percentual de tecido daquele
observado em animais que foram separados no periodo claro. Apds a analise com o teste
Post hoc, identificou-se maior percentual de tecido adiposo em machos separados no
escuro quando comparado ao seu controle (CM=5,54+0,30 v.s SEM=7,12+0,29, n=10,
P<0,05, Figura 2B). Com esse maior percentual de tecido adiposo observado em ratos
machos a diferenga entre os sexos ndo foi observada nessa manipulagdo (SEM vs
SEF=7,45+0,23, n=10, P>0,05, Figura 2B).
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Figura 2. Efeito da separacdo materna sobre o peso do tecido adiposo abdominal relativo ao
peso corporal. Os ratos machos (M) ou fémeas (F) foram separados de suas mées no periodo
claro (SC) ou escuro (SE) do ciclo circadiano. Os animais controle (C) permaneceram com suas
maes. O tecido adiposo coletado foi aquele localizado na regido retroperitoneal. Os valores
estdo representados em média £ EP * diferenca comparado aos respectivos controles, diferenga
entre género (One way ANOVA, P<0.001).

3.2- Consumo de dieta palatavel antes e apds estresse

Quanto ao efeito da separagdo materna sobre o consumo de dieta palatavel indicou
alteracdo da separacdo materna no claro [F (3,36)= 24,23, P=0,0001, one-way ANOVA]
ou no escuro [F (3,36)= 15,01, P=0,0001, one-way ANOVA]. A ingestdo de calorias
provenientes de dieta palatvel foi maior em machos e fémeas que foram separados no
claro (CM=12.1+0.46 v.s SCM=17,56+0,88, n=10, P<0,001; CF=14,31+0,35 v.s SCF=
19,39+0,68, n=10, P<0,001, Figura 3A) ou no escuro (CM= 12,1+0,46 v.s SEM=
16,11+0,50, n=10, P<0,001; CF=14,31+0,35 v.s SEF=16,48+0,55, n=10, P<0,05, Figura
3B).

Houve também alteracdo do consumo alimentar apds estresse agudo em ratos separados
de suas maes no ciclo claro [F=(3,36)=6.78 p<0.05, one-way ANOVA] e ciclo escuro
[F=(3,36)=19,58, p<0,05, one-way ANOVA]. O teste Post hoc ndo identificou diferenca
entre 0s grupos separados no claro e seus controles (CF=15,41+0,43 v.s SCF=
17,71£0,69, n=10 e CM=15,88+0,77 v.s SCM=15,8+0,74, n=10, Figura 3C). Quando
separados no escuro, identificou menor consumo em fémeas (CF=15,41+0,43 v.s
SEF=14,13+0,24, n=10, P<0,001), mas nd& em machos (CM=14,44+0.3 v.s
SEM=13,46+0,49, n=10, Figura 3D), apds a analise do teste Post hoc.
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Figura 3 - Efeito do periodo de Separacdo Materna sobre o consumo alimentar de dieta
palativel antes (A e B) e apos estresse (C e D). Os animais foram separados das mées do 1° ao
14° dia de vida (n=10) no periodo claro (SCM e SCF) ou escuro (SEM e SEF) do ciclo
circadiano, ou mantidos com suas maes (CM e CF). O consumo de dieta palatavel foi realizado
aos 120 dias de idade durante o periodo de uma hora. O estresse alimentar foi realizado durante
20 minutos. Os valores estdo representados em média = EP. *diferenga com o respectivo

controle, # diferenca de género.

2.3- Consumo alimentar em resposta a jejum
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Quando observamos o consumo, os resultados mostram que houve efeito da separagéo
materna no claro [F (3,36) = 22.00, P=0,0001, one-way ANOVA] ou escuro [F
(3,36)=14,79, P=0,0001, one-way ANOVA] sobre o consumo alimentar em resposta a
jejum. No entanto, apds andlise com o teste Post hoc, identificamos apenas maior
consumo em fémeas (CF= 15,41+0,43 v.s CM=14,44+0,32, n=10, P<0,001; SCF=
10,09+0.2 v.s SCM=7,20+0,30, n=10, P<0,001; SEF= 8,90+0,18 v.s SEM=6,90+0,30,
n=10, P<0,001, Figura 4) quando comparado aos machos independente da separacao
materna. Para todas as analises foi utilizado o Post hoc Bonferroni’s multiple

comparasion test.
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Figura 4- Efeito da separacdo materna sobre o consumo alimentar ap6s jejum em ratos adultos.
Os animais foram separados das mées do 1° ao 14° dia de vida (n=10) no periodo claro (SCM e
SCF) ou escuro (SEM e SEF) do ciclo circadiano, ou mantidos com suas mées (CM e CF). O
consumo foi obtido durante uma hora ap6s oito horas de privagdo alimentar. Os valores estdo
representados em média + EP. *diferenca com o respectivo controle, # diferenga de género.

2.4-Teste de ansiedade no labirinto em cruz elevado

Atraveés do teste do labirinto em cruz elevado, identificamos os niveis de ansiedade dos
ratos quantificando o tempo (S) que o animal permanece no bragco aberto, no braco
fechado ou na regido central do labirinto. Porém, ndo houve efeito da separacdo materna
no periodo claro ou escuro do ciclo sobre o tempo gasto no centro do labirinto. Por

outro lado, quando avaliamos o efeito da separacdo materna no ciclo claro (F
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3,36=100,80, P<0,0001, one-way ANOVA) ou escuro (F 3,36=4,49, P=0,0089, one-
way ANOVA) foi evidenciado efeito sobre o tempo de permanéncia no brago aberto.
Ao realizarmos o teste Post hoc, observou-se menor tempo no brago aberto para machos
(CM=54,60£1,80 vs SCM= 12,80£1,60, n=10, P<0.001, figura 5B) e fémeas
(CF=59,40+2,30 vs SCF=49,20+2,60, n=10, P<0,01, figura 5B) separados no ciclo claro
quando comparados aos seus controles. Foi evidenciado também maior tempo no brago
aberto para fémeas separadas durante o periodo claro quando comparado aos machos
separados no mesmo periodo (SCM versus SCF, P<0.001).
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Figura 5. Efeito da separacdo materna sobre teste de ansiedade na vida adulta. Os ratos machos
(M) ou fémeas (F) foram separados de suas mées no periodo claro (Separacdo Claro - SC, A e
B) ou escuro (Separagdo Escuro - SE, C e D) do ciclo circadiano. Os animais controle (C)
permaneceram com suas méaes.O teste foi realizado em cinco minutos contabilizando o tempo na
regido central (A e C) e no braco aberto (B e D). Os valores estdo representados em média + EP
*diferenca comparado aos respectivos controles, # diferenca entre género (One way ANOVA,
P<0.001).
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4, Discussao

A separacdo materna promoveu exacerbada resposta do eixo HPA ao estresse alimentar
aumentando os niveis de corticosterona para machos e fémeas. No entanto, o periodo do
ciclo no qual os animais foram separados exerceu influéncia sobre a resposta de
machos. Elevados niveis de corticosterona em resposta a estresse na vida adulta de
organismos que sofreram separacdo materna é observado em varios estudos (Vallee,
Mayo et al., 1997; Rovirosa, Levine et al., 2005; Ryu, Lee et al., 2008). No entanto,
essa caracteristica parece depender do tempo de separacdo e da idade na qual ela ocorre.
Assim, ratos que foram separados de suas mées nos dias 12, 14, 16 e 18 de vida por 6
horas ndo apresentaram modificaces nos niveis de corticosterona em resposta a
estresse na vida adulta (Lehmann, Russig et al., 2002). Estresse materno durante a
ultima semana de gestacdo em ratos, promoveu reducdo nos niveis de corticosterona ao
nascimento (Lesage, Del-Favero et al., 2004). Protocolo de separagdo materna com 180
minutos diarios do 2 ao 14 dia de vida, promoveu aumento nos niveis de corticosterona
basais (sem presenca de estresse) (Oines, Murison et al., 2012). No entanto, ap0s serem
submetidos a estresse social, ndo houve alteracdo dos niveis de corticosterona (Oines,
Murison et al., 2012). Experiéncia de separagdo materna repetida durante a lactacdo
promove maior vulnerabilidade ao estresse, evidenciado por elevados niveis de
corticosterona em resposta a um agente agressor (Levine, 2005). No presente estudo
utilizamos um estressor moderado, diretamente relacionado ao comportamento
alimentar para identificar a resposta do eixo HPA. Evidenciamos, com esse tipo de
estressor, resultados semelhantes aos de outros estressores mais utilizados na literatura,
como restricdo alimentar (Stamp, Mashoodh et al., 2008), isolamento de curto periodo
(Gavrilovic, Spasojevic et al., 2005), exposicdo a novo ambiente (Laviola, Adriani et

al., 2002)) entre outros. Os niveis de corticosterona em resposta a agentes estressores
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em modelos de estresse neonatal parecem ser dependentes do tipo de estressor, idade no
qual é avaliado, género e condicGes da separacao (Biagini, Pich et al., 1998; Ladd, Huot
et al., 2000; Ladd, Huot et al., 2004). Assim, nds observamos que quando separados no
periodo escuro do ciclo circadiano, ratos machos ndo apresentam modificacdes nos
niveis de corticosterona apds estresse alimentar, enquanto fémeas, apresentam aumento
independente do periodo do ciclo no qual foram separadas de suas mdes. Em ratos
submetidos a estresse neonatal, existe importéncia influéncia do género sobre a
atividade do eixo HPA em longo prazo (Lehmann, Weizman et al., 1999; Pryce e
Feldon, 2003; Renard, Rivarola et al., 2010). Em estudo com ratos submetidos a
separagdo materna foi observado aumento na secre¢do de corticosterona em resposta ao
estresse em fémeas e nenhuma alteracdo em machos (Pryce e Feldon, 2003). Os efeitos
diferenciados do estresse neonatal em machos e fémeas, pode ocorrer devido as
influencias dos hormoénios gonadais sobre o desenvolvimento do sistema nervoso ou
devido suas flutuagbes na vida adulta. Quanto as diferencas encontradas no presente
estudo em relacdo ao periodo do ciclo circadiano no qual a separacdo foi realizada,
podemos inferir que o fator nutricional é determinante para as repercussdes desse
modelo de estresse neonatal. A separacdo materna durante o periodo claro, pode
promover influéncia do contato mae-filho, mas sobretudo do consumo alimentar, pois
roedores amamentam seus filhotes por maior tempo durante o periodo claro do ciclo.
Modificagdes do ambiente nutricional durante o periodo perinatal, como por exemplo a
desnutricdo, tem influéncia sobre a responsividade do eixo HPA ao estresse (Lesage et
al., 2002). Assim, a eficiéncia do processo de feedback da corticosterona apos estresse €
aumentado em animais que foram desnutridos no periodo perinatal, o que resulta em

niveis de corticosterona semelhante aos de animais controle (Lesage et al., 2002).
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No presente estudo, quando submetidos a teste com dieta rica em lipidios, ratos
separados de suas médes consomem maior quantidade de calorias provenientes dessas
dietas independente do periodo do ciclo no qual ocorreu a separacdo. O estresse parece
influenciar o consumo alimentar a depender da relacdo entre a intensidade do estresse e
a composicdo da dieta (Olivier et al., 2000). Assim, 0 estresse agudo promove reducao
do consumo alimentar, porém, o estresse cronico ou moderado estimula o consumo de
alimento palatavel (Marti, Gavalda et al., 1994; Matthews, Forbes et al., 1995; Valles,
Marti et al., 2000). No entanto, esses estudos analisaram o consumo logo apos estresse
em ratos adultos. O estresse por separacdo materna pode, por mecanismos de
plasticidade adaptativa, influenciar a preferéncia por alimento palatavel na vida adulta
atuando na maturacdo de mecanismos de controle do comportamento alimentar
heddnico. Testes para resposta heddnica, demonstram aumento (Vazquez, Farley et al.,
2005), reducéo (Ladd, Huot et al., 2000)ou nenhuma diferenca (Matthews, Forbes et al.,
1995) no consumo de sacarose por ratos com histérico de separacdo materna. Essas
diferencas ocorrem possivelmente devido as diferencas metodologicas empregadas em
cada estudo. Como exemplo podemos citar a composic¢ao da ninhada em relagéo ao sexo
dos filhotes. Ninhadas compostas com filhotes machos e fémeas ou apenas com filhotes
de um dos sexos parece ter influéncia nas repercussdes da separacdo materna. 1sso
ocorre porque as maes dispensam maior cuidado com os filhotes machos comparado as
fémeas (Alleva, Caprioli et al., 1989), o que promove efeito protetor para machos em
relacdo aos ajustes fenotipicos da separacdo materna. Assim foi observado que ratos
provenientes ninhadas compostas de machos e fémeas apresentaram aumento no
consumo de solugdo de sacarose na vida adulta devido a separacdo materna, o que néo

foi observado em ninhadas apenas de machos (Clifford, Holtzman, 2006).
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A separagdo materna promove ajustes fenotipicos em sistemas de neurotransmissao
envolvidos com o controle do comportamento heddnico, como o dopaminérgico
mesolimbico (Weaver, Grant et al., 2002). A separa¢do materna aumenta a liberagcéo de
dopamina e reduz receptores D2 na &rea tegmentar ventral e diminui a densidade de
transportador de dopamina no nucleo accumbens (Weaver, Grant et al., 2002). Em
conjunto essas alteragcfes aumentam a neurotransmissdo dopaminérgica. O maior
consumo alimentar observado nesse estudo por animais separados de suas mées pode
também estar relacionado ao maior nivel de NPY. Os niveis de NPY (um potente
estimulador da fome) no hipotdlamo sdo aumentados em ratos com experiéncia de
separacdo materna (Jimenez-Vasquez, Mathe et al., 2001; Husum e Mathe, 2002). A
expressdo de NPY é influenciada por glicocorticoides, estabelecendo assim uma relagdo
entre mecanismos estimulados pelo estresse e peptideos hipotalamicos que controlam o

balanco energético (Makimura, Mizuno et al., 2003).

Neste estudo, ratos que foram separados de suas mées na lactacdo apresentaram resposta
a privacdo alimentar semelhante a animais ndo manipulados. A privacao alimentar é um
episodio de estresse que eleva os niveis plasmaticos de corticosterona em ratos
(Makimura, Mizuno et al., 2003; Kim, Lee et al., 2005). Separagdo materna de trés
horas diarias durante as duas primeiras semanas de vida em ratos, promoveu inibi¢do do
aumento nos niveis de corticosterona e NPY no hipotdlamo induzidos por privacdo
alimentar (Kim, Lee et al., 2005). No entanto, a separacdo materna altera as
caracteristicas do eixo HPA e sua resposta a eventos estressantes (Plotsky e Meaney,

1993; Liu, Caldji et al., 2000).

No presente estudo, além da resposta a privacdo, analisamos o consumo de alimento

palatavel em reposta a vinte minutos de estresse alimentar. O acesso ao odor e a visdo
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do alimento palatavel sem a possibilidade do seu consumo consiste em um estresse
moderado baseado em uma quebra temporaria no controle sobre as circunstancias
ambientais em ratos (Cifani, Polidori et al., 2009). Esse modelo tem algumas vantagens
em relagédo a outros tipos de estresse utilizados, evitando o desenvolvimento de medo ou
freezing do animal, o que impede que ele engaje em seguida no consumo do alimento
(Cifani, Polidori et al., 2009). Outra vantagem desse tipo de estresse é que esta baseado
na relagcdo do rato com o proprio alimento palatavel, o que se aproxima do que ocorre

em humanos.

Verificamos respostas semelhantes aquelas encontradas na privacdo alimentar, no
entanto, houve uma influencia do periodo do ciclo no qual a separacéo foi realizada na
resposta a esse tipo de estresse em fémeas. Na maior parte dos testes de consumo
alimentar, as fémeas apresentam maior consumo de quilocalorias relativas ao seu peso
corporal em relagdo aos machos. Esse resultado, permanece no consumo de dieta
palatavel em resposta ao estresse de privacdo alimentar, no entanto, é inexistente ou
contrério quando o estresse foi alimentar. A separacdo materna no periodo escuro do
ciclo, reduziu o consumo alimentar em resposta ao estresse para as fémeas. A privagéo
alimentar de 48 horas em fémeas com histérico de separacdo materna (3 horas durante
as duas primeiras semanas de vida), promoveu aumento na expressdo de peptideos
anorexigénicos no hipotalamo, como a pré-opiomelanocortina e o CART além do
orexigénico NPY, resultados ndo observados em machos (Yoo, Ryu et al., 2011). A
expressao basal desses neuropeptideos em ratos submetidos a separacdo materna ndo foi
alterada (Yoo, Ryu et al., 2011). Estresse agudo promovido por nado, aumenta os niveis
de corticosterona em fémeas mas ndo em machos com historico de separagcdo materna.
Os niveis se CRF foram maiores em fémeas comparado aos machos. Isso pode justificar

porque os autores encontraram inibicdo do aumento de NPY em resposta a privacao
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alimentar em machos (Kim, Lee et al., 2005) mas ndo em fémeas (Yoo, Ryu et al.,
2011). Outros estudos relatam que a separa¢do materna por 180 minutos ndo influéncia
a expressdo de NPY no hipotdlamo em fémeas (Slotten, Kalinichev et al., 2006;

Maniam e Morris, 2010).

Apenas em animais separados de suas mées no ciclo claro, observamos aumento do
comportamento de ansiedade identificado pela reducdo no tempo de permanéncia no
bragco aberto do labirinto em cruz elevado. Os efeitos foram mais intensos em machos
comparado as fémeas. Alguns estudos tem demonstrado que a separagcdo materna pode
levar ao desenvolvimento de ansiedade na vida adulta em ratos (Ladd, Huot et al., 2000;
Daniels, Pietersen et al., 2004; Barbosa Neto, Tiba et al., 2012). No entanto, o0 presente
estudo identifica diferencas importantes em relacdo ao periodo do ciclo no qual foi
realizada a separacdo sobre o comportamento de ansiedade. Animais separados no
escuro ndo apresentaram modificagbes no comportamento de ansiedade. Como foi
discutido para os resultados dos niveis de corticosterona, a separagdo materna no claro
também pode envolver um fator de déficit nutricional. Recente estudo que analisou 0s
efeitos da desnutricdo proteica durante a gestacdo e/ou lactacdo, concluiu que ratos
podem apresentar maior comportamento de ansiedade a depender do periodo no qual
ocorre o déficit nutricional (Reyes-Castro, Rodriguez et al., 2012). O déficit em apenas
um micronutriente, como a vitamina E, foi capaz de induzir ansiedade em ratos (Terada,
Okura et al., 2011). Ndo observamos modificagdes no tempo gasto no centro do
labirinto devido a separagdo materna. Quando o animal permanece longo periodo nessa
regido do labirinto é indicativo de dificuldade na tomada de decisdo ou um conflito
entre se aproximar ou evitar o estimulo aversivo, no caso, 0 bragco (Rodgers e Johnson,

1995).
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Evidenciamos que o estresse da separagdo materna induz ajustes fenotipicos
direcionados ao maior consumo de alimento energético que pode ser bloqueado pelo
estresse agudo na vida adulta. No estudo das repercussdes do estresse por separagéo
materna, varios fatores envolvidos na interacdo mée-filnote durante o periodo de
lactagdo podem influenciar em vias distintas o comportamento. Além disso, s&o
distintos os efeitos a depender do género. O perfil de ansiedade, elevada responsividade
do eixo HPA ao estresse, reduzido consumo alimentar em reposta a privacéo, elevado
consumo de alimentos palataveis, encontrados na maioria dos estudos descritos, podem
ser devido ndo apenas a reducdo de contato materno, mas também a algum déficit
nutricional associado. 1sso ocorre porque os estudos em roedores realizam a separa¢ao
entre mae e filhotes durante o periodo claro do ciclo claro/escuro, no qual existe maior

periodo de consumo alimentar dos filhotes.
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CONSIDERACOES FINAIS

A constatagdo de efeitos possivelmente prejudiciais provocados pela separacdo materna
em estudos experimentais serve de base para as pesquisas epidemioldgicas e clinicas e
fortalecem alguns métodos, como o Mae Canguru, que tem como principal objetivo
manter neonatos nascidos com baixo peso ou prematuros em contato direto com suas
maes de forma continua. E evidente que o contato mée-filho tem reduzido a morbi-
mortalidade e favorecido o desenvolvimento somético de neonatos. Para a crianca
hospitalizada, a presenca da méde, traz beneficios como: redugdo no tempo de
hospitalizacdo, melhora no comportamento apo6s a alta; declinio na incidéncia de
infeccOes e de complicacdes pos- operatdrias, aumento no senso de seguranca e melhora

significativa no sono

Apesar de alguns estudos utilizarem o modelo experimental da separacdo materna, as
repercussoes da separacdo sobre o comportamento alimentar ainda ndo haviam sido
detalhadamente exploradas. Esse trabalho demonstrou que o estresse por separagédo
materna em modelos experimentais promove efeitos diversos, de acordo com os ciclos
de luminosidade, alterando padrdes do comportamento alimentar e promovendo
antecipac@o no disparo da saciedade. A depender do tipo de manipulacdo, hd aumento
da preferéncia por alimentos palatdveis com alta densidade calérica. Entretanto, as
alteracbes hormonais e estruturais capazes de justificar tais alteragdes comportamentais

ainda precisam ser exploradas.
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Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncins Biologicas

Av. Prof
S06TQ=420 /
fones: (55 81)

Recife, 02 de dezembro de 2008

Oficio n® 91/08

Da Comissdo de Etica em Experimentag@o Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof.” Sandra Lopes de Souza

Departamento de Anatomia - CCS

Universidade Federal de Pernambuco

Procassc n® 230786, 022943 /2008 - 71

Os membros da Comissio de Ftica em Experimentagio Animal do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “Desnutri¢do e estresse no periodo neonatal: Programagio do padrio
adulto do Ji "

1p .

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentag@o Animal € com as normas intemnacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérics de
avaliagdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais
realizados.

Atenciosamente, | “0‘ WA LTIy (s P I

Observacac:

Qrigem dos animais: Biotério do Departamento de Mutrigio; Frora, Maris T
Animal; Rato; Wistar; Sexo: Machos e Fémeas; ldade: $ bt clo
Adultos e do 1° ao 35°dias de vida; Ndmero de animais vire

previsto no protocolo: 48 animais.

ECB: Integrar para desenvolver
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