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RESUMO 
 

Distúrbios do comportamento alimentar têm se tornado um fardo para a saúde em 

todo o mundo. Eventos estressores no início da vida têm sido associados com o 

desenvolvimento desses distúrbios. Estudos em roedores têm demonstrado que a 

separação materna entre mães e filhotes durante as primeiras duas semanas de  

vida é um evento traumático que impacta o comportamento alimentar e sistemas de 

neurotransmissores na vida adulta. Assim, o presente trabalho objetivou investigar, 

em ratos, machos e fêmeas, os efeitos da separação materna na lactação sobre 

parâmetros do comportamento alimentar homeostático e hedônico. Os animais  

foram separados de suas mães, diariamente, durante as duas primeiras semanas de 

vida por 3 ou 6h, caracterizando os grupos controle (C) e separado (S) e os 

parâmetros avaliados foram distribuídos em 3 experimentos. No experimento  1 

foram avaliados, em machos, o consumo alimentar após estresse, a preferência 

alimentar segundo a fase de luminosidade, a ansiedade experimental, o consumo 

alimentar de 24h e em resposta à fluoxetina. No experimento 2 foram avaliados, em 

fêmeas, o consumo alimentar de 24h, a Sequência Comportamental de Saciedade 

(SCS) e a expressão gênica dos receptores serotoninérgicos 5ht1b e 5ht2c e do 

transportador (Sert). No experimento 3 foram avaliados, em machos e fêmeas, 

separados na fase clara ou escura, a ingestão de dieta palatável e a expressão 

gênica dos receptores dopaminérgicos Drd1a e Drd2a. Os resultados obtidos no 

experimento 1 demonstram que a separação materna aumenta o consumo de 

alimento palatável após estresse agudo (C (Dia3): 0,59 ± 0,49 vs S (Dia 3): 1,09 ± 

0,56, p<0,05) e diminue a ingestão de dieta padrão durante o estresse crônico (Dia 

19: C: 26,73 ± 4,20 vs S: 22,20 ± 2,94, p<0,05), aumenta a preferência por uma dieta 

palatável na fase escura no período de adaptação a esta (C: 22,48 ± 15,97 vs S: 

33,99 ± 10,09, n=12-14, p<0,05), aumenta a ansiedade no labirinto em cruz elevado 

(tempo nos braços abertos - C: 75,07 ± 32,58 vs S: 24 ± 29,98, p<0,001) e promove 

resistência à ação anorética da fluoxetina (S (Jejum): 1,58 ± 0,27 vs S(Jejum+Fluox): 

1,28 ± 0,5). No experimento 2 foi demonstrado que a separação materna antecipa o 

ponto de saciedade em fêmeas aos 365 dias de vida associado à menor ingestão 

alimentar (C: 5.11±1,15 vs S: 2.42±0.85, p<0,01), menor duração (minutos) (C: 

19.38±4,5 vs S: 10.31±3,95, p<0,001) e tamanho da refeição (Kcal/Kg peso corporal) 

(C: 56.19±14.59 vs S: 28.80±10.78, p<0,05) e maior expressão do 5ht1b (C: 1,00 ± 

0,11 vs S: 1,96 ± 0,40). No experimento 3 foi demonstrado que a separação materna 

aumenta o consumo de dieta palatável em ambos os sexos, independente da fase 



 

de luminosidade em que a separação ocorre, mas promove aumento da expressão 

do Drd1a e do Drd2a apenas em machos separados na fase escura (dados 

publicados). Assim, pode-se concluir que a separação materna prejudica o 

comportamento alimentar em longo prazo e que essas alterações comportamentais 

estão associadas à hiperexpressão de receptores de monoaminas cerebrais. 

 

 
Palavras-chave: Lactação. Comportamento alimentar. Serotonina. Dopamina. 



 
 

ABSTRACT 

 
Eating disorders have become a burden to health around the world. Stressful events 

in early life have been associated with the development of these disorders. Studies in 

rodents have shown that maternal separation between mothers and offspring during 

the first two weeks of life is a traumatic event that has impacts on eating behavior  

and neurotransmitter systems in adulthood. Thus, the present work aimed to 

investigate, in rats, males and females, the effects of maternal separation on  

lactation on parameters of the homeostatic and hedonic eating behavior. The animals 

were separated from their mothers daily during the first two weeks of life for 3 or 6 

hours, characterizing the control (C) and separated (S) groups and the evaluated 

parameters were distributed in 3 experiments. In experiment 1, food consumption 

after stress, food preference according to the luminosity phase, experimental anxiety, 

food consumption of 24 hours and in response to fluoxetine were evaluated in males. 

In the experiment 2, 24 h food consumption, the Behavioral Satiety Sequence (BSS) 

and the gene expression of the serotonergic receptors 5ht1b and 5ht2c and the 

transporter (Sert) were evaluated in females. In experiment 3 the palatable dietary 

intake and the gene expression of the Drd1a and Drd2a dopamine receptors were 

evaluated in males and females, separated in the light or dark phase. The results 

obtained in experiment 1 demonstrate that maternal separation increases the 

consumption of palatable food after acute stress (C (Dia3): 0,59 ± 0,49 vs S (Dia 3) 

and decreases the standard diet intake during chronic stress (Dia 19: C: 26,73 ± 4,20 

vs S: 22,20 ± 2,94, p<0,05), increases the preference for a palatable diet in the dark 

phase in its period of adaptation (C: 22,48 ± 15,97 vs S: 33,99 ± 10,09, n=12-14, 

p<0,05), increases anxiety in the elevated plus maze (time spent in the open arms - 

C: 75,07 ± 32,58 vs S: 24 ± 29,98, p<0,001) and promotes resistance to the anorectic 

action of fluoxetine (S (Fasting): 1,58 ± 0,27 vs S (Fasting+Fluox): 1,28 ± 0,5).In the 

experiment 2, it was shown that maternal separation anticipates the satiety point in 

females at 365 days of life associated to lower food intake (C: 5.11±1,15 vs S: 

2.42±0.85, p<0,01), shorter duration of meal (minutes) (C: 19.38±4,5 vs S: 

10.31±3,95, p<0,001) and meal size (Kcal / kg body weight) (C: 56.19±14.59 vs S: 

28.80±10.78, p<0,05) and higher expression of 5ht1b (C: 1,00 ± 0,11 vs S: 1,96 ± 

0,40). In the experiment 3, it was shown that maternal separation increases palatable 

dietary intake in both sexes, regardless of the luminosity phase in which the 

separation occurs, but it promotes an increase in the expression of Drd1a and Drd2a 



 
 

only in males separated in the dark phase (data published). Thus, it can be 

concluded that maternal separation impairs long-term eating behavior and that these 

behavioral changes are associated with overexpression of brain monoamine 

receptors. 

 
Key words: Lactation. Feeding behavior. Serotonin. Dopamine. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
Dentre todos os distúrbios comportamentais, os do comportamento alimentar 

têm se tornado um fardo mundial para a área de saúde (ERSKINE et al., 2016). 

Fatores ambientais figuram entre um dos principais contribuintes para o 

desenvolvimento dessas desordens. Particularmente, experiências adversas no 

início da vida, como abuso, divórcio parental ou luto têm sido referidos por esses 

pacientes (IWASAKI e INOUE, 2015). Esse período inicial do desenvolvimento é 

crítico para o estabelecimento das bases neurais do comportamento alimentar 

(GRANADO et al., 2012) e compreende a gestação, a lactação e a primeira infância 

(CARLSON et al., 2007). 

Nesse período crítico o organismo é influenciado pelas experiências 

ambientais de maneira a adaptar a sua rota de desenvolvimento baseado nessas 

experiências. As doenças podem aparecer devido à incompatibilidade entre a 

previsão e a realidade, hipótese sustentada pela área de estudo denominada  

Origem Desenvolvimentista da Saúde e da Doença (DOHaD) (GLUCKMAN e 

HANSON, 2004). O estresse configura como um desses eventos que acometem o 

organismo em desenvolvimento com consequências morfofuncionais deletérias na 

vida adulta (LIRA et al., 2014; DE SOUZA et al., 2017). 

Em modelos animais o estresse precoce tem sido realizado pela separação 

periódica entre mães e filhotes no período de lactação. Fatores como duração, 

frequência e dias de separação variam entre os estudos e influenciam os resultados 

observados (HANCOCK e GRANT, 2009; DE SOUZA et al., 2017). O protocolo mais 

comum é a separação por 180 minutos diariamente durante as primeiras duas 

semanas de vida do animal (HANCOCK e GRANT, 2009). A ausência da mãe no 

período neonatal está associada ao desenvolvimento de preferência por dieta 

palatável (MANIAM e MORRIS, 2010), hiperfagia (RYU et al., 2009) e saciedade 

antecipada (DA SILVA et al., 2014), ou seja, distúrbios do comportamento alimentar 

em longo prazo. 

Essas consequências comportamentais parecem ser influenciadas por 

alterações dos sistemas de monoaminas cerebrais, como os sistemas 

dopaminérgico e serotoninérgico (WOMERSLEY et al., 2011; OHTA et al., 2014). O 

estresse por separação materna esteve associado a prejuízos na atividade do 

transportador de dopamina (WOMERSLEY et al., 2011) e aumento na expressão de 
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receptores dopaminérgicos em áreas cerebrais como hipocampo e Área Tegmentar 

Ventral (VTA) (PLOJ et al., 2003). Ademais, diminuição na expressão do receptor 

serotoninérgico 5HT1A no hipocampo e córtex pré-frontal medial (mPFC) e do 

5HT2C no mPFC têm sido reportadas (OHTA et al., 2014). 

Diante do exposto torna-se essencial compreender os mecanismos 

subjacentes às alterações do comportamento alimentar observados nesse modelo 

de estresse precoce. Vale salientar que esse é um comportamento complexo e não 

deve ser avaliado de forma simplista. Fatores sociais, idade, momento do dia dentre 

outros fatores afetam a ingestão e a saciedade (SCHWARTZ et al., 2000). Estudos 

em animais oferecem a oportunidade de avaliar o comportamento alimentar em seus 

diferentes aspectos os quais incluem a motivação para o consumo, a frequência de 

refeições, os resultados da manipulação farmacológica cerebral sobre a ingestão ou 

a saciedade, a associação do estresse com a ingestão alimentar, dentre outros. 

Portanto, o presente trabalho se propôs a investigar os efeitos do estresse por 

separação materna sobre o comportamento alimentar e os sistemas de monoaminas 

cerebrais. 

Este estudo produzirá três artigos científicos. O primeiro encontra-se 

publicado na “Appetite” sob o título “Pre-weaning maternal separation increases 

eating later in life in male and female offspring, but increases brainstem dopamine 

receptor 1a and 2a only in males”. O segundo artigo original encontra-se submetido 

na “Psychoneuroendocrinology” e abordou os efeitos da separação materna sobre 

parâmetros do comportamento alimentar em fêmeas, tendo como título “Fluoxetin- 

like phenotype in maternally separated female rats is associated with 5HT1B 

serotonina receptor hyperexpression”. O terceiro artigo será elaborado e abordará os 

efeitos da separação materna sobre vários parâmetros do comportamento alimentar 

de ratos adultos. 

Os resultados do presente trabalho, indicando os efeitos tardios do estresse 

por separação materna sobre o comportamento alimentar ressaltam a importância 

dos cuidados com o binômio mãe-filho. A constatação de efeitos possivelmente 

prejudiciais provocados pela separação materna em estudos experimentais serve de 

base para as pesquisas epidemiológicas e clínicas e fortalecem iniciativas que 

promovem o contato dos neonatos com suas mães de forma contínua e reforçam a 

importância da lactação. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

Estresse 

O estresse pode ser definido como uma resposta do organismo a qualquer 

desvio da homeostase, causado por um agente estressor. Esse agente pode ser de 

natureza física, como a perda sanguínea ou a infecção, ou psicológica, por exemplo, 

a perda de controle (BAUM et al., 1986; PRICE et al., 1996; THRIVIKRAMAN et al., 

2000). Informações relacionadas ao agente estressor são enviadas ao encéfalo a 

partir de todos os principais sistemas sensoriais (YILMAZ e MEISTER, 2013; 

KONDOH et al., 2016). O encéfalo, então, recruta os efetores responsáveis pela 

geração da resposta fisiológica ao estresse. A resposta imediata é de natureza 

neural e efetuada pelo Sistema Nervoso Autônomo (SNA). Este provoca rápidas 

alterações fisiológicas através da inervação de órgãos-alvo (GAO et al., 2016; 

KORIM et al., 2016). Sua ativação diminui depressa resultando em respostas de 

curta duração. A resposta mais tardia é de natureza neuroendócrina e efetuada pelo 

eixo Hipotálamo-Pituitária-Adrenal (HPA), o qual resulta na elevação dos 

glicocorticoides circulantes (cortisol em humanos e corticosterona em ratos). Esta 

garante um episódio secretório prolongado e amplificado (ULRICH-LAI e HERMAN, 

2009). 

     O Sistema Nervoso Autônomo 

O SNA é composto de duas partes, simpático e parassimpático. Ambas as 

partes possuem neurônios pré-ganglionares e pós-ganglionares, estando os pré- 

ganglionares situados no Sistema Nervoso Central (SNC) e os pós-ganglionares fora 

do SNC. Os neurônios pré-ganglionares do componente simpático situam-se na 

medula espinal, na sua porção toracolombar. Os pré-ganglionares do componente 

parassimpático situam-se tanto na medula, na sua porção sacral, quanto no encéfalo 

(ULRICH-LAI e HERMAN, 2009). Os neurônios pré-ganglionares dos componentes 

simpático e parassimpático são principalmente colinérgicos, enquanto os pós- 

ganglionares diferem, sendo colinérgicos para o componente parassimpático e 

noradrenérgicos para o componente simpático. Os neurônios pré-ganglionares 

simpáticos projetam-se para os gânglios paravertebrais os quais projetam-se para os 

órgãos-alvo. Os neurônios pré-ganglionares parassimpáticos projetam-se para 

gânglios situados próximos aos órgãos-alvo. A inervação pós-ganglionar do 

componente simpático ainda contribui para a geração de uma resposta humoral, a 

liberação de adrenalina a partir das células cromafins da medula da adrenal. A 
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ativação simpática provoca respostas que habilitam o indivíduo a lutar ou fugir do 

agente estressor. Em geral, essa resposta aumenta os níveis circulantes de 

adrenalina e noradrenalina, aumenta a frequência cardíaca, promove vasoconstrição 

periférica e mobiliza substratos energéticos. O componente parassimpático, 

geralmente, apresenta ações opostas ao componente simpático (ULRICH-LAI e 

HERMAN, 2009). 

     O eixo HPA 

A exposição a um estressor também ativa neurônios no Núcleo 

Paraventricular do Hipotálamo (PVN) promovendo a liberação de Hormônio 

Liberador de Corticotrofina (CRH) no sistema porta hipofisário e é o principal 

regulador da secreção de Hormônio Adrenocorticotróprico (ACTH) pela pituitária 

anterior (VALE et al., 1983). Essa regulação se dá pela ação sobre os receptores do 

tipo 1 para o hormônio (CRH-R1) (TIMPL et al., 1998). O hormônio 

Arginina/Vasopressina (AVP) armazenado e liberado pela neuro-hipófise, age 

potencializando a ação do CRH, mas com pouca ação de secretagogo por si (VALE 

et al., 1983; YOUNG, 1988). O ACTH liberado pela pituitária anterior age sobre o 

córtex da glândula adrenal regulando a liberação de glicocorticoides pela zona 

fasciculada (MARZOUK et al., 1990; CHANG et al., 2010). 

Os glicocorticoides são os efetores finais do eixo HPA (CHANG et al., 2010). 

Todas as células possuem receptores para os glicocorticoides (KING, 2016) os quais 

se ligam aos receptores de mineralocorticoides e aos receptores clássicos de 

glicocorticoides (REUL e DE KLOET, 1985). Estes possuem menor afinidade pelo 

hormônio de maneira que são ativados mais tarde e por níveis elevados do 

hormônio, aqueles possuem maior afinidade e são ativados mais cedo por baixos 

níveis de glicocorticoides (REUL e DE KLOET, 1985). O receptor clássico encontra- 

se no citosol de neurônios, células gliais e pituitárias (SAPOLSKY e MEANEY, 

1986). A ligação ao hormônio promove uma mudança conformacional permitindo ao 

complexo atravessar a membrana nuclear onde se liga ao DNA ou as suas proteínas 

associadas e influencia a expressão gênica. As maiores concentrações desses 

receptores encontram-se no hipocampo (células piramidais do cornus amoni e 

células granulares do giro denteado), mas grandes concentrações também são 

encontradas na amígdala cortical, no núcleo lateral do septo, no córtex frontal, no 

cerebelo, no hipotálamo, no caudado/putâmen e na pituitária (SAPOLSKY e 

MEANEY, 1986). A existência de receptores com diferentes afinidades caracteriza a 
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relação entre os níveis circulantes do hormônio e a resposta por eles produzida 

como uma curva em forma de U, significando que até certo ponto os efeitos são 

benéficos, a ultrapassagem desse ponto, no entanto, se traduz em efeitos deletérios 

(KING, 2016). Assim, a ativação do eixo HPA por um agente estressor produz 

aumento da gliconeogênese, da glicogenólise, da lipólise e da proteólise e 

supressão das ações anabólicas do hormônio do crescimento, da insulina e dos 

esteroides sexuais em seus órgãos-alvo, ou seja, respostas benéficas para a 

adaptação à situação estressora. A persistência do agente estressor, no entanto, 

torna essas respostas deletérias. Há aumento da adiposidade visceral, supressão da 

atividade osteoblástica, diminuição da massa magra e desenvolvimento da 

resistência à insulina (CHROUSOS, 2000). 

Os glicocorticoides circulantes potencializam vários efeitos mediados pelo 

componente simpático do SNA, como a vasoconstrição periférica. Portanto, o SNA e 

o eixo HPA possuem ações complementares durante o estresse (ULRICH-LAI e 

HERMAN, 2009). Por outro lado, no término da resposta a um agente estressor, os 

glicocorticoides exercem importante função agindo como efetor de um feedback 

negativo de sua própria secreção ao nível do PVN, bem como agindo sobre o 

hipocampo e o córtex pré-frontal (HERMAN, 2012). No PVN, as altas concentrações 

de corticosterona agem inibindo a secreção do ACTH e suprimindo a expressão de 

POMC na pituitária anterior (WEISER, 2011). Quanto ao hipocampo e ao córtex pré- 

frontal, ambas as estruturas parecem agir em paralelo. A estimulação elétrica do 

hipocampo foi suficiente para reduzir os níveis circulantes de glicocorticoides 

(HERMAN, 2012). Enquanto que a estimulação química do córtex pré-frontal foi 

suficiente para modular as resposta neuroendócrinas do eixo HPA (JONES, 2011). 

Ambas as estruturas expressam receptores de glicocorticoides sugerindo a ação do 

hormônio nessas regiões para inibição do estresse (HERMAN, 2012) Figura 1. 



17 
 

 
 

 

 

Figura 1. Representação esquemática dos componentes simpático (azul) e 
parassimpático (vermelho) do sistema nervoso autônomo (A) e do eixo 
Hipotálamo-Pituitária-Adrenal (HPA) (B). Retirado do artigo: Nature 
Reviews Neuroscience (2009), 10, 397-409. 

 
     Estresse neonatal 

Em ratos, tanto o Núcleo Paraventricular do Hipotálamo (PVN) quanto a 

pituitária e a glândula adrenal são formados durante o período gestacional. O PVN é 

formado durante a última semana de gestação. A síntese de seus hormônios, CRH e 

AVP, já ocorre nos dia 17 (GRINO M, 1989; BARAM T, 1991; UGRUMOV, 1991) e 

18 de vida gestacional, respectivamente (WHITNALL, 1985; ALMAZAN, 1989; 

LAURENT, 1989). Quanto à glândula pituitária, sua formação é iniciada 

precocemente durante a vida embrionária, por volta do dia 9 já pode ser identificada 

a bolsa de Rathke a qual, posteriormente, dará origem à glândula (ZHU et al., 2007). 

A sua produção de POMC pode ser detectada no dia 13 gestacional (PINTAR, 

1987), antes da produção do CRH indicando que, durante esse período, a produção 

de POMC independe da ação do CRH (KELLER-WOOD, 2015). Não obstante, a 

glândula adrenal é dependente do ACTH, originário da POMC, para a maturação da 

sua região cortical (COLL et al., 2004). As células que compõem a adrenal já estão 
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presentes no embrião por volta do dia 9 (XING et al., 2015) e a produção de 

corticosterona é detectada no dia 16 de gestação (DUPOUY, 1975). 

A despeito da emergência precoce das estruturas que compõem o eixo HPA, 

a resposta ao agente estressor está atenuada nesse período, por isso, ele é 

denominado Período Hiporresponsivo ao Estresse (PHRS ou, do inglês, SHRP) 

(LUPIEN et al., 2009). Em roedores, esse período corresponde às primeiras duas 

semanas de vida (LEVINE, 1994). No SHRP os níveis basais de glicocorticoides 

estão abaixo do normal e mesmo a exposição a um agente estressor, como éter, 

manipulação, calor, choque elétrico, cirurgia ou frio (TANG e PHILLIPS, 1977; 

SAPOLSKY e MEANEY, 1986), aumentam discretamente os níveis do hormônio 

(TANG e PHILLIPS, 1977; LUPIEN et al., 2009). O impacto negativo dos 

glicocorticoides no Sistema Nervoso em desenvolvimento justifica a necessidade da 

manutenção de baixos níveis do hormônio durante esse período (LUPIEN et al., 

2009). Altas doses de glicocorticoides, administradas no período neonatal, são 

capazes de diminuir a mitose, a mielinização, o conteúdo de DNA e o tamanho do 

cérebro (LEVINE, 1994). Provavelmente a presença de receptores para o hormônio 

em todo o encéfalo contribui para os efeitos prejudiciais observados. Como citado 

anteriormente, esses receptores podem agir como fatores de transcrição e 

influenciar a expressão gênica afetando permanentemente o funcionamento 

cerebral. Assim, há rápida regressão do eixo HPA após o nascimento (LUPIEN et  

al., 2009). 

Durante a gestação, em ratos, a corticosterona está presente em níveis iguais 

ou ligeiramente maiores do que os do adulto (15-25 µg/100ml). Ao nascimento, 6-8 

horas, esses níveis caem consideravelmente e permanecem diminuindo até 

concentrações de 1-3 µg/100ml nos primeiros 2 dias de vida (TAKEUCHI et al., 

1977). Embora a zona fetal do córtex da adrenal, produtora de corticosterona, esteja 

reduzida durante o SHRP, comparada ao período pré-natal, a glândula é capaz de 

produzir a corticosterona com uma capacidade semelhante a do adulto (SAPOLSKY 

e MEANEY, 1986). Assim, os baixos níveis de corticosterona ocorrem devido a 

outros fatores que não dizem respeito à capacidade glicocorticoidogênica da 

adrenal. A pituitária, estrutura que se encontra um nível acima da adrenal no eixo 

HPA, também secreta o seu hormônio, o ACTH, no entanto, possui menos células 

secretoras e menor sensibilidade ao seu secretagogo, o CRH (SIPERSTEIN et al., 

1954; WALKER et al., 1986). Este, também produzido em menor quantidade pelo 
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PVN, e os níveis diminuídos de ACTH, parecem ser os principais contribuintes para 

o SHRP (SAPOLSKY e MEANEY, 1986). 

A liberação do CRH produzido pelo PVN pode ser demonstrada no terceiro 

dia de vida pós-natal (DPN) (WALKER et al., 1986; SHANKS, 1994). No entanto, a 

exposição à injeção intraperitoneal no DPN 16 ou mais tarde a um agente estressor, 

aumenta o CRH, mas não é eficiente em produzir um aumento significativo dos 

níveis do hormônio ACTH até, pelo menos, a segunda semana de vida (DENTAB, 

1999), sugerindo um desacoplamento entre o ACTH e seu hormônio liberador. Uma 

particularidade da corticosterona nesse período traduz-se no fato de que, embora a 

quantidade do hormônio seja menor durante o SHRP, ele se encontra livre. No 

animal maduro a corticosterona percorre o sangue ligada à transcortina ou CBG 

(Globulina Ligadora de Corticosteroide), a qual se encontra em baixos níveis no 

SHRP (SMITH e HAMMOND, 1991). Assim, há mais corticosterona livre para se ligar 

ao seu receptor durante as duas primeiras semanas de vida. Além disso, nos 

animais maduros existe o receptor semelhante à CBG presente na membrana 

celular, o qual possui afinidade pela corticosterona semelhante àquela do receptor 

citoplasmático de glicocorticoides e compete com este pela ligação do hormônio 

(MCEWEN, 1976). No SHRP a expressão desse receptor também diminui e, uma 

vez que a ligação a ele forma um complexo não-funcional, não existindo esse 

competidor na membrana a corticosterona pode alcançar o citoplasma e, assim, o 

sinal do glicocorticoide existente é amplificado, mesmo em quantidade reduzida. O 

resultado dessa amplificação é o bloqueio da responsividade ao CRH ao nível da 

pituitária (KELLER-WOOD e DALLMAN, 1984). Somado à baixa produção de CRH 

pelo hipotálamo, a secreção de ACTH em resposta ao estresse parece improvável 

no SHRP (SAPOLSKY e MEANEY, 1986). 

O cuidado materno é essencial para a manutenção do SHRP em roedores 

(LUPIEN et al., 2009). Filhotes de mães mais cuidadosas (maiores níveis de licking e 

grooming, que expressa o comportamento de lamber os filhotes) apresentam, na 

vida adulta, respostas do eixo HPA atenuadas ao estresse psicológico e reduzida 

vulnerabilidade à ansiedade (LIU et al., 1997). A diminuição do contato entre mães e 

filhotes durante longos períodos de separação parece ser crucial para o aumento da 

responsividade ao estresse. Tem sido proposto que diferenças no cuidado materno 

refletem a demanda ambiental a que os filhotes estarão expostos. Durante a 

amamentação os animais ainda estão no ninho e têm pouca experiência com o 
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ambiente. As mães, ao contrário, lidam com a escassez alimentar, a instabilidade 

social e problemas com territorialidade (CHAMPAGNE e MEANEY, 2001). Essas 

condições adversas afetariam o cuidado materno o qual serviria como um transdutor 

das condições ambientais aos filhotes, tornando-os, por exemplo, mais ansiosos e 

neofóbicos (CHAMPAGNE e MEANEY, 2001). Embora sejam comportamentos 

patológicos seriam adaptativos num ambiente adverso. 

Esse cuidado é tão importante que mesmo durante o SHRP, a separação das 

mães é capaz de induzir a resposta ao estresse (HUOT et al., 2002). A separação 

por 3 horas diárias, ou mais, durante o SHRP é capaz de ativar o eixo HPA elevando 

os níveis de glicocorticoides (HUOT et al., 2002) e ACTH, induzindo mudanças 

permanentes na expressão do receptor de CRH na pituitária (LUPIEN et al., 2009). 

Também, promove aumento na expressão de receptores de glicocorticoides no 

hipocampo (XU et al., 2011). Essas alterações se refletem no funcionamento do eixo 

HPA ao longo da vida. Tem sido demonstrado que animais separados de suas mães 

durante o SHRP apresentam uma resposta exagerada ao experimentar um estresse 

mais tarde na vida, ou seja, são hipersensíveis ao estresse (KALINICHEV et al., 

2002; LUNDBERG et al., 2017). Esses animais apresentam maior liberação de 

corticosterona em resposta ao estresse de contenção (LEHMANN et al., 2002) e 

maior expressão de receptores de CRH na amígdala após choque elétrico nas patas 

(BARNA et al., 2003). 

Além de influenciar o desenvolvimento do eixo HPA, a presença materna 

durante o SHRP, também parece influenciar os padrões alimentares dos filhotes. A 

separação materna por 24 horas no PND 5 está associada à baixa ingestão 

alimentar de dieta padrão e à menor ingestão de alimentos ricos em carboidratos 

(PENKE et al., 2001). O isolamento social em animais previamente separados 

esteve associado à maior ingestão alimentar e ganho de peso (RYU et al., 2009). Se 

a alteração dos padrões alimentares se dá diretamente pela separação materna, 

como parece acontecer com o eixo HPA, ou se é secundária às alterações do eixo 

HPA, não está bem esclarecido. 

     Comportamento alimentar 

O comportamento alimentar se expressa tanto no ato de ingerir alimentos 

quanto na inibição da ingestão característica dos períodos entre refeições. Diversos 

são os fatores que influenciam ambos os processos, a saber, fisiológicos, 

psicológicos, sociais e genéticos (GRIMM e STEINLE, 2011). O estudo do 
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comportamento alimentar tenta definir os padrões alimentares, como tempo e 

duração da refeição e quantidade ingerida, as preferências alimentares, a motivação 

para iniciar a ingestão, os fatores que levam à saciação e aqueles que mantêm a 

saciedade, dentre outros (BELLISLE et al., 2012). A diversidade de fatores 

influenciando a expressão desse comportamento demonstra a interação de 

estímulos internos e externos na determinação do consumo ou da inibição deste. 

Internamente, o comportamento alimentar é regulado pela ação de estruturas 

nervosas, como o hipotálamo e o tronco encefálico, de neurotransmissores, como a 

serotonina e a dopamina, do sistema endócrino, do pâncreas, do tecido adiposo e do 

trato gastrintestinal (GAHAGAN, 2012). Externamente, fatores relacionados ao 

alimento, como o odor, a textura e a temperatura, ou ao contexto social, como o fato 

de estar sozinho ou acompanhado ou, ainda, às experiências vividas no início da 

vida, influenciam esse comportamento (GAHAGAN, 2012). 

     Reguladores endógenos do comportamento alimentar 

O hipotálamo tem sido reconhecido como uma estrutura central na modulação 

do comportamento alimentar, com ênfase na ação de alguns de seus núcleos como 

o arqueado (ARC) e o paraventricular (PVN) (SOHN, 2015). No núcleo arqueado 

podem ser identificadas populações neuronais produtoras do Neuropeptídeo Y 

(NPY), da Proteína Relacionada ao gene Agouti (AgRP), da Pró-opiomelanocortina 

(POMC) e do Transcrito Relacionado à Cocaína e Anfetamina (CART) (ELIAS, 1998; 

HAHN, 1998). Tanto o NPY quanto o AgRP são co-expressos pela mesma 

população neuronal enquanto que uma população distinta co-expressa POMC e 

CART (COWLEY, 1999). Ambos, NPY e AgRP possuem ação orexígena (CLARK, 

1984; SMALL et al., 2003) enquanto POMC/CART possuem ação oposta (YASWEN, 

1999; OKUMURA, 2000). Receptores para esses neuropeptídios são expressos no 

PVN (BROBERGER, 1999; SILJEE et al., 2013) embora ainda não se conheça 

exatamente o receptor responsivo ao CART (LAU e HERZOG, 2014). O aumento do 

NPY e do AgRP no PVN promovem ingestão alimentar (KALRA, 1991; SHRESTHA 

et al., 2006). Em contrapartida, o aumento do hormônio α-melanócito, derivado da 

POMC, bem como do CART no PVN, inibem o consumo (STANLEY, 2001; WIRTH, 

2001). 

Esses neuropeptídios hipotalâmicos recebem estímulo para a sua síntese e 

liberação oriundos, por exemplo, de neurotransmissores produzidos em outras 

regiões do SNC, como a serotonina. Esta é produzida no tronco encefálico e, seus 
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neurônios emitem projeções para diversas regiões no SNC incluindo o ARC. A ação 

da serotonina no ARC hiperpolariza os neurônios NPY/AgRP inibindo-os enquanto 

ativa os neurônios POMC/CART e, consequentemente, promove inibição da 

ingestão alimentar (HEISLER et al., 2006). A dopamina, outro neurotransmissor 

também sintetizado no tronco encefálico, age sobre o PVN, via receptores D1 e D4, 

estimulando a ingestão alimentar (TEJAS-JUAREZ et al., 2014; 

MIRMOHAMMADSADEGHI et al., 2018). 

Sinais humorais, como a insulina e a leptina, também modulam a síntese e 

liberação dos neuropeptídios hipotalâmicos (SCHWARTZ et al., 2000). A insulina, 

sintetizada pelas células β pancreáticas (GONZALEZ et al., 2009), junto à leptina, 

produzida pelo tecido adiposo (LEONHARDT, 1999) têm sido denominadas sinais de 

adiposidade (SCHWARTZ et al., 2000). São assim denominadas, pois são 

secretadas proporcionalmente ao conteúdo de gordura corporal (BAGDADE, 1967; 

CONSIDINE, 1996), funcionando como tradutores dos níveis de  energia 

armazenada em forma de gordura. O hipotálamo recebe esses e outros sinais 

periféricos e os integra aos centrais resultando ou em inibição das vias anabólicas e 

da ingestão alimentar, pelo aumento de POMC/CART, ou em estímulo das vias 

catabólicas e aumento da ingestão alimentar, pelo aumento do NPY/AgRP 

(SCHWARTZ et al., 2000). 

Esses sinais adiposos agem em longo prazo, num período que compreende 

várias refeições e para a regulação em curto prazo, ou seja, aquela que compreende 

o período de apenas uma refeição destaca-se a ação do TGI e do tronco encefálico 

(SCHWARTZ et al., 2000). O TGI transmite muitas das informações relativas ao seu 

conteúdo via aferências vagais. Essas informações são de natureza mecânica, como 

a distensão gástrica, e química, como a composição nutricional do alimento, 

oriundas de diferentes porções do trato, como estômago e intestinos. As aferências 

vagais provenientes do estômago são estimuladas mediante o aumento de volume 

em seu interior, independente da composição deste (HUO et al., 2007). As 

aferências intestinais demonstram diferentes padrões de ativação a depender da 

composição do quimo. Outras informações, referentes ao metabolismo energético no 

fígado, ao sabor dos alimentos na cavidade oral e sinais humorais, como a 

colecistoquinina, também percorrem o nervo vago através de impulsos nervosos até 

os centros neurais durante a ingestão alimentar. O nervo vago conduz essas 

informações ao Núcleo do Trato Solitário (NTS) no tronco encefálico. Como 
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consequência, há ativação do NTS e inibição do consumo alimentar (HUO et al., 

2007). Além disso, o TGI secreta hormônios com ação regulatória sobre a ingestão. 

As variações nas concentrações desses sinais humorais contribuem para a 

manutenção da saciedade no período entre refeições bem como determina o início 

de novo episódio alimentar. Hormônios como a colescistoquinina, a ghrelina e o 

peptídeo YY exemplificam essa ação regulatória. A colecistoquinina é sintetizada e 

liberada por células do duodeno e age tanto no TGI, via receptores CCKA, como no 

cérebro, via CCKB, reduzindo a ingestão alimentar. A ghrelina é o único hormônio 

orexígeno conhecido sintetizado pelo TGI, majoritariamente pelas células gástricas. 

Age nos receptores GH-RH (Growth Hormone Releasing Hormone) no hipotálamo e 

tronco encefálico. Sua concentração aumenta no sangue durante o jejum de maneira 

a estimular o início da alimentação. O peptídeo YY, sintetizado pelas células L 

intestinais, age nos receptores da família Y(Y1,Y2, Y4 e Y5), com maior afinidade 

pelo receptor Y2 (BATTERHAM e BLOOM, 2003). Seus níveis plasmáticos estão 

elevados por volta de 1 hora após a refeição e promovem a inibição da ingestão 

(MOURA, 2013). 

     Reguladores exógenos do comportamento alimentar 

Além dos estímulos internos, fatores externos podem influenciar o 

comportamento alimentar. Um desses fatores é o odor do alimento. Foi observada 

correlação positiva entre as sensações de querer e gostar associadas ao odor de 

coco e a quantidade de doce de coco ingerida posteriormente (SAILER et al., 2016) 

indicando maior propensão à ingestão daqueles alimentos previamente aprovados 

pelo olfato. Com relação à textura, foi demonstrado que tanto a taxa de consumo 

quanto a quantidade ingerida diminuíram quando os alimentos apresentavam rigidez 

suficiente para induzir mordidas menores associadas a maior frequência 

mastigatória e maior exposição oro-sensorial (FORDE, 2013). A temperatura do 

alimento, por sua vez, pode influenciar a percepção do sabor. Parece haver um 

limiar de temperatura para a percepção dos quatro sabores básicos e esse limiar se 

encontraria entre 20 e 30°C. Ademais, as variações na detecção dos sabores se 

expressariam numa curva em forma de U. Assim, temperaturas acima de 30°C 

dificultariam a percepção dos sabores mais tênues num alimento (GREEN e 

NACHTIGAL, 2015). 

A despeito dos fatores inerentes ao alimento, o contexto social exerce 

influência significativa sobre o comportamento alimentar. Foi demonstrado que estar 
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acompanhado ou sozinho influencia a ingestão alimentar em crianças, de maneira 

que crianças eutróficas comiam maiores porções quando estavam na presença de 

outras crianças do que quando se encontravam sozinhas (SALVY et al., 2007). Em 

adultos, foi demonstrado que hábitos dietéticos saudáveis, representados pela 

ingestão frequente de frutas e verduras, foram influenciados pelo estado civil, 

relação com familiares (relação de proximidade ou isolamento) e pela frequência de 

interações sociais. O escasso contato com a família e a viuvez associados ao 

isolamento social contribuíram para o estabelecimento de hábitos alimentares  

menos saudáveis (CONKLIN et al., 2014). A fase do desenvolvimento, infância (5-7 

anos) ou adolescência (13-15 anos), influenciou as escolhas alimentares de maneira 

que crianças ingeriram lanches mais saudáveis na presença das mães quando 

comparado à ingestão em companhia de amigos enquanto que adolescentes, do 

sexo feminino, apresentaram um padrão contrário, com maior ingestão de lanches 

saudáveis na presença de amigas (SALVY et al., 2011). 

Em algumas situações, as experiências sociais prévias, modulam 

significativamente o comportamento alimentar. É o que tem sido observado nos 

estudos que avaliam a influência da exposição a situações estressoras durante os 

primeiros anos de vida e as consequências dessa exposição precoce sobre os 

padrões do comportamento alimentar na vida adulta (KOCH et al., 2008; MOENS et 

al., 2009; PARKS et al., 2012). O estresse é capaz de influenciar o funcionamento 

dos circuitos hipotalâmicos e de vias cerebrais relacionadas à recompensa 

alimentar. Essa influência se revela a nível comportamental diminuindo a ingestão 

alimentar em resposta ao estresse agudo e aumentando essa ingestão em resposta 

ao estresse crônico, em muitos casos (ANDREWS e ABIZAID, 2014). No entanto, 

essa resposta comportamental pode ser modulada por, pelo menos, 2 fatores: I) a 

composição do alimento ou II) a experiência prévia com o estresse. Com relação à 

composição do alimento, aumento do consumo após estresse foi observado quando 

o alimento era densamente energético ou palatável (PECORARO, N. et al., 2004). 

Além disso, em indivíduos estressados, houve preferência por alimentos 

hiperlipídicos (LA FLEUR et al., 2005). Quanto aos estudos em indivíduos que 

experimentaram o estresse precocemente é possível ressaltar o impacto das 

experiências com o ambiente, sobretudo no período de desenvolvimento, para a 

determinação do estado saúde-doença. O drástico aumento nos casos de doenças 

crônicas, como a obesidade, o câncer e o diabetes, desvinculado de variações 
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genéticas significativas sugere que os fatores ambientais exercem papel 

fundamental na etiologia dessas doenças (HAUGEN et al., 2015). Nesse contexto, a 

experiência precoce com o estresse configura como importante fator no 

desenvolvimento de transtornos alimentares em longo prazo. 

     Estresse neonatal e Comportamento alimentar 

Quando o estresse ocorre no início da vida pode levar a disfunções na 

regulação da ingestão alimentar e à obesidade na vida adulta. Crianças de famílias 

nas quais se vivenciam altos níveis de estresse são mais propensas a serem obesas 

do que aquelas de famílias sem tais níveis (KOCH et al., 2008; MOENS et al., 2009; 

PARKS et al., 2012). O abuso sexual na infância é um fator de risco para o 

desenvolvimento de obesidade e bulimia nervosa na vida adulta (IRVING, 1993; 

KOCH et al., 2008; D'ARGENIO et al., 2009). A perda da mãe ou de algum parente 

próximo no início da vida aumenta o risco de obesidade na vida adulta (KOCH et al., 

2008; D'ARGENIO et al., 2009) e a exposição a situações de guerra durante a 

infância esteve associada a maior Índice de Massa Corporal (LLABRE e HADI, 

2009). 

Em modelos experimentais com animais, o estudo do estresse no início da 

vida tem sido realizado utilizando-se a separação materna como um modelo de 

estresse precoce (DA SILVA et al., 2014). Diferentes protocolos de separação 

materna têm sido empregados nesses estudos e um resumo das condutas adotadas 

nesses protocolos está descrito na tabela 1. A fase do ciclo em que a separação 

ocorre é um importante fator na determinação dos resultados e os protocolos 

diferem, com alguns estudos realizando a separação na fase clara (HOLUBOVA et 

al., 2017)e outros na fase escura (TSUDA, 2012). Um exemplo da importância da 

fase foi avaliado em estudo que realizou a separação no claro e no escuro e 

demonstrou que a ingestão noturna das fêmeas separadas diminuiu comparada a 

ingestão das controles apenas se a separação ocorreu na fase escura do ciclo (DA 

SILVA et al., 2014). Diferenças como essas demonstram a necessidade da 

padronização do protocolo de estresse neonatal por separação materna. Na figura 3 

encontra-se resumido o protocolo mais frequente de separação materna e outras 

manipulações menos frequentes. Observa-se que é mais frequente separar os 

animais na fase clara do ciclo. Para roedores, nesta fase há maior atividade, 

permanecendo a mãe mais tempo no ninho. Assim, a separação materna no claro 

pode também interferir com a amamentação. Mais estudos precisam ser realizados 
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nas duas fases para definir qual é mais representativa do que ocorre em humanos. 

Um outro ponto importante a ser considerado com relação aos protocolos de 

separação materna é a composição das ninhadas quanto ao sexo. Aumento na 

preferência à sacarose foi observado apenas quando as ninhadas eram compostas 

dos dois sexos (MICHAELS, 2006). A quantidade entre filhotes de ambos os sexos 

também pode influenciar as repercussões da separação materna. Assim, o resultado 

de um estudo que utiliza a mesma quantidade de machos e fêmeas pode ser 

diferente de um que utiliza um mínimo de 2 animais do sexo não predominante. Vale 

salientar que obter ninhadas com a mesma quantidade de machos e fêmeas nem 

sempre é possível e outro fator está associado em alguns casos, a adoção de 

filhotes, o que também pode alterar os resultados e dificultar as comparações. A 

remoção da ninhada do ninho é outra manipulação frequente. O olfato dos neonatos 

influencia os comportamentos de amontoamento, orientação e amamentação dos 

filhotes e esses comportamentos, por sua vez, reorganizam circuitos olfativos 

responsivos aos odores provenientes do ninho. Esse aprendizado olfativo inicial 

influencia aspectos de reconhecimento social, incluindo idade, sexo, status e 

condição reprodutiva de um membro da mesma espécie e é o alicerce sobre o qual 

todas as relações sociais são construídas (MELO, 2006). As características dos 

animais incluídos no grupo controle também podem variar com os diferentes 

estudos. Na maioria dos estudos, os animais não são perturbados, exceto para a 

limpeza das gaiolas, em outros os animais considerados controles são aqueles 

separados por 15 min, havendo aqueles que separam por 3, 5 ou 10 min. A 

separação por curto período de tempo tem sido denominada  “handling”  

(MCINTOSH et al., 1999). A justificativa para utilizá-la como controle é por mimetizar 

o que ocorre com os roedores selvagens, para os quais as mães deixam o ninho por 

curtos períodos de tempo (MANIAM, 2010). O padrão comportamental desses 

animais é muito diferente dos separados por longos períodos (MANIAM e MORRIS, 

2010). No entanto, permanece a dúvida quanto ao melhor modelo para o grupo 

controle. Além disso, resultados variam a depender da espécie, tempo de separação 

e quantidade de dias em que são separados, entre outros fatores que precisam ser 

mais bem avaliados para a padronização do protocolo de separação materna. 

Apesar de todas essas discrepâncias na aplicação desse modelo de estresse 

precoce alguns desfechos sobre o padrão do comportamento alimentar podem ser 

observados. Em animais separados tem sido observado aumento do consumo de 
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dieta palatável (MANIAM e MORRIS, 2010), maior preferência para solução 

contendo sacarose (MICHAELS e HOLTZMAN, 2007), aumento do consumo de 

dieta padrão após a separação materna em animais expostos a ciclos de jejum e 

alimentação (RYU et al., 2009) e antecipação do ponto de saciedade (DA SILVA et 

al., 2014). Um resumo dos principais achados da associação entre estresse precoce 

e comportamento alimentar encontra-se descrito na tabela 2. 

Esses achados indicam que o ambiente no início da vida desempenha um 

papel crítico no estabelecimento dos circuitos que regulam o estresse e o 

comportamento alimentar e influencia a interação entre ambos. Assim, o estudo do 

impacto do estresse precoce sobre o estado saúde-doença e, mais especificamente, 

sobre as disfunções alimentares na vida adulta ajudará a esclarecer as diferenças 

individuais na relação com o alimento em resposta ao estresse e a intervir 

precocemente visando a prevenção de distúrbios, bem como possibilitará o melhor 

tratamento das disfunções alimentares já estabelecidas. 



28 
 

COMPONENTE HEDÔNICO DO COMPORTAMENTO ALIMENTAR 
Tabela 2. Análises dos componentes hedônico e homeostático do comportamento alimentar. 

 
 

 

Tabela 1. Variáveis observadas nos protocolos de separação materna e suas diferenças de 

aplicação. 

Variável Protocolo mais comum Protocolo menos comum 

Linhagem Sprague Dawley Wistar, Long Evans, C57BL/6 ou Listerhooded 

Tempo de separação 180 minutos 24h, 360 minutos ou 60 minutos 

Separação na fase clara Sim Não 

Dia de ajuste da ninhada 1 dia após o nascimento 2 dias após o nascimento 

Tamanho da ninhada 10 animais 8, 12 ou 13 animais 

Dias de separação 1-14 DPN
*
 DPN: 2-14, 3-14, 1-10, apenas no dia 14, 6-21, apenas 

no dia 5, 5-12, 1-21, 2-21, apenas no dia 3, apenas no 

dia 4 ou apenas no dia 9. 

Grupo controle Sem perturbação exceto para 

limpeza de gaiolas 

Sem perturbação ou 3, 5, 10 ou 15 minutos de 

separação. 

Remoção do ninho Sim Não 

Remoção do biotério Sim - 

Remoção da vista da mãe Sim - 

Dia de desmame Dia 21 ou 22 20, 23, 24, 25 ou 26 

Isolamento pós-desmame Não Sim 

Temperatura durante a 

separação 

32°C Sem controle, 30-32°C, 33-34°C, 31°C, 35°C, 28°C, 

30°C ou 33°C 

Remoção da ninhada inteira Sim Não 

Jfreak0102 

*Dia pós-natal (DPN) 
 
 
 

 

  Machos   Fêmeas   Mães 
 ↑ ↓ ↔ ↑ ↓ ↔ ↑ ↓ ↔ 

Preferência/ingestão de sacarose ou 
sacarina 

3 1 3 - - 3 2 1 - 

Ingestão de dieta palatável 1 - 2 - - 1 - - - 
Preferência a macronutrientes - 1 - - 1 - - - - 

COMPONENTE HOMEOSTÁTICO DO COMPORTAMENTO ALIMENTAR 
  Machos   Fêmeas   Mães 

 ↑ ↓ ↔ ↑ ↓ ↔ ↑ ↓ ↔ 

Ingestão de dieta padrão 5 - 5 1 1 6 - - - 
Ingestão de dieta padrão após ciclos 
de alimentação e jejum 

1 - - - - - - - - 

Ingestão de dieta padrão com jejum 
de 23h ou de 22h mais exercício 

- - 1 - - 1 - - - 

Ingestão de dieta padrão após 
aplicação de droga anorexígena 

1 - - - - - - - - 

Ingestão de dieta padrão na 
Sequência Comportamental de 
Saciedade 

- - 1 1 - - - - - 

Ingestão de dieta padrão na 
hiperfagia de rebote 

- - - 1 - - - - - 

Ingestão de dieta padrão restrita a 
algumas horas do dia 

- - 1 - - 1 - - - 

Análises realizadas em animais que experimentaram a separação materna durante a lactação. “↑”, 
“↓”e “↔” significam que houve aumento, diminuição ou não houve alteração, respectivamente, no 
grupo separado comparado ao controle para o parâmetro analisado. Os números referem-se à 
quantidade de análises diferentes para cada teste. 
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3 HIPÓTESE 
 

A separação materna neonatal prejudica componentes do controle 

homeostático e hedônico do comportamento alimentar envolvendo os sistemas de 

neurotransmissão serotoninérgico e dopaminérgico. 
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4 OBJETIVOS 

4.1 Geral 

Investigar, em ratos, jovens e adultos, machos e fêmeas, os efeitos da separação 

materna na lactação sobre parâmetros do comportamento alimentar homeostático e 

hedônico. 

4.2 Específicos 

Em ratos, submetidos ou não à separação materna, machos e/ou fêmeas, avaliar: 

 A evolução ponderal; 

 O consumo alimentar após estresse alimentar agudo ou crônico; 

 A Preferência alimentar segundo a fase de luminosidade; 

 A ansiedade experimental; 

 O consumo alimentar de 24 horas; 

 O consumo alimentar associado ou não à administração de fluoxetina; 

 A Sequência Comportamental de Saciedade; 

 O consumo de dieta palatável; 

 A expressão gênica de receptores serotoninérgicos 5HT1B e 5HT2C, do 

transportador serotoninérgico e de receptores dopaminérgicos DRD1 e DRD2; 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1 Animais 

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar provenientes da colônia do 

Departamento de Nutrição da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). As 

fêmeas nulíparas com peso entre 250 e 300 g foram mantidas em Biotério de 

experimentação no Departamento de Anatomia da UFPE com temperatura de 22° C 

(± 1°C), Ciclo claro/escuro de 12-12h invertido (com luzes acesas às 18h) e livre 

acesso à água e à dieta padrão do biotério (Presence®). O manejo e os cuidados 

seguiram as recomendações do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA) e foram aprovados pelo Comitê de ética em experimentação animal da 

Universidade Federal de Pernambuco (Protocolo 23076.043927/2014-06). Após 

adaptação foram realizados acasalamentos na proporção de duas fêmeas 

(nulíparas) para um macho. Após cinco dias, as fêmeas foram acomodadas em 

gaiolas individuais e o peso corporal aferido a cada três dias para confirmação da 

prenhez. A ratas tiveram livre acesso a água e dieta. O dia de nascimento dos 

filhotes foi considerado o dia 0, sendo a manipulação para redução da ninhada 

realizada no 2° dia de vida. Após a separação, cada ninhada foi constituída de oito 

ratos (machos e fêmeas tendo o cuidado de não haver menos de 2 ratos do sexo 

oposto ao dominante). Ao 21º dia os animais foram desmamados e mantidos em 

caixas com três a quatro animais, com fêmeas separadas dos machos e livre acesso 

à dieta padrão e água. 

5.2 Separação materna e formação dos grupos experimentais 
 

Os grupos experimentais foram delineados de acordo com a presença ou não 

da separação materna. Esta consistiu da separação entre mães e filhotes durante 

período 3 horas do segundo ao décimo quarto dia de vida durante a fase escura 

(Figura 2). Cada ninhada foi constituída por oito filhotes de ambos os sexos. Durante 

o período de separação, os filhotes foram mantidos em incubadoras com 

características da gaiola original, com temperatura controlada de 30-32°C e em sala 

diferente daquela onde permaneceu a mãe (PLOTSKY e MEANEY, 1993). O grupo 

controle foi constituído por ninhadas que não foram manipuladas, exceto para a 

limpeza das gaiolas. Foram, assim, formados os grupos separação materna e 

controle. Ratos machos e fêmeas foram utilizados para o estudo. Após o desmame, 

os animais foram agrupados em gaiolas separadas por sexo, com dois a quatro 
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animais cada até o início dos experimentos. Dois filhotes de cada ninhada foram 

distribuídos nas várias análises realizadas para evitar o efeito provocado pela 

relação social que existe na ninhada. 

 

Figura 2. Esquema do desenho experimental da separação materna. 

 
A seguir, será descrita a metodologia segmentada em três experimentos 

distintos. No experimento 1 foram utilizados apenas ratos machos, no 2 apenas 

fêmeas e no 3 machos e fêmeas. 

5.3 Experimento 1 

5.3.1 Peso corporal 

O peso corporal (g) individual de todos os animais foi aferido aos 21, 30 e 50 

dias de vida, e em dias de experimentos. Utilizou-se balança digital, com 

sensibilidade de 0,001g. 

5.3.2 Consumo alimentar após estresse alimentar agudo ou crônico 

Os animais, aos 60 dias de vida, foram submetidos ao estresse alimentar por 

21 dias consecutivos. Este consistiu de exposição visual e olfativa do animal a 

alimento palatável (Cookies de chocolate (Bauduco®) por vinte minutos. O alimento 

foi envolto em tela galvanizada (15cmx15cm) que não permitia a alimentação do 

animal. Foram realizadas análises do consumo em resposta ao estresse agudo ou 

crônico. Após vinte minutos de estresse, os animais tiveram acesso ao Cookies 

durante uma hora no dia 3 (estresse agudo) ou no dia 21 (estresse crônico). A 

ingestão alimentar (g) foi quantificada através da diferença entre a quota oferecida e 

a quota rejeitada. Durante o período deste experimento, os animais tiveram livre 

acesso a dieta padrão. Entre os dias 3 e 21 do experimento, a ingestão de dieta 

padrão de 24 horas foi quantificada através da diferença entre a quota oferecida no 
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horário após o estresse alimentar e a quota rejeitada no início do estresse alimentar 

do dia seguinte. 

5.3.3 Preferência alimentar segundo a fase de luminosidade 

O teste de preferência alimentar foi realizado aos 60 dias de vida. No início da 

fase clara e da escura, 1 hora após a mudança de fase, foi ofertado 30 gramas de 

dieta palatável (tabela 3) e mesma quantidade dieta padrão (Presence®). O 

consumo alimentar (g) foi quantificado através da diferença entre a quota oferecida e 

a quota rejeitada a cada 12 horas, ou seja, no final da fase clara e no final da fase 

escura do ciclo durante um período de 5 dias consecutivos. 

Tabela 3. Constituintes da dieta experimental 
utilizada no estudo da preferência alimentar. 

 

  Constituintes  Qtde (g)  

Farinha de trigo 13,0 
Biscoito maizena 7,0 
Farinha de soja 7,0 
Caseína 15,0 
Celulose 1,2 
Goma 0,5 
Banha 5,6 
Margarina 4,5 
Açúcar 27,0 
Sais 1,5 
Vitaminas 0,5 
Colina 0,2 
Metionina 0,2 
BHT 0,14mg 

  Óleo de soja  6,2 ml  
  Total  100  

 
5.3.4 Ansiedade experimental 

 
O teste para avaliação da ansiedade foi realizado nos animais com idades 

entre 90 e 100 dias, durante 5 minutos entre 12 e 14h. Foi utilizado o modelo do 

labirinto em cruz elevado. Este labirinto é constituído de dois braços abertos (50 x 10 

cm) e dois braços fechados (50 x10x 40 cm) que se estendem a partir de uma 

plataforma central comum (10x10cm), elevados a uma altura de 50 cm a partir do 

nível do piso. O revestimento do piso e das paredes do braços e região central do 

labirinto é de material antiderrapante e escuro. Durante o teste, o labirinto foi 

iluminado com luz vermelha de baixa voltagem (15 W). Este modelo experimental é 
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baseado no medo inato que os roedores têm pelo espaço aberto e elevado, 

preferindo ficar nos braços fechados. A realização do teste consistiu em colocar os 

animais, individualmente, no espaço central do aparelho, com a cabeça voltada para 

o braço aberto, e registrar os dados durante 5 minutos. Apenas um avaliador 

observou as sessões e registrou em protocolo o tempo de permanência e o número 

de entradas em cada braço. O registro de cada entrada teve validade a partir do 

momento em que o animal encontrou-se com as 4 patas em um dos braços do 

labirinto. O tempo de cada animal foi marcado através de um cronômetro digital. O 

tempo de permanência nos braços abertos e fechados foi utilizado como índice de 

ansiedade. 

5.3.5 Consumo alimentar de 24 horas 
 

O consumo alimentar diário (24 horas) foi analisado aos 120 dias de vida. Os 

animais de ambos grupos experimentais, foram separados em gaiolas individuais 

dez dias antes do teste. Foi ofertada dieta padrão Presence ®. O consumo  

alimentar (g) foi calculado a cada 24 horas. Esta análise foi realizada por 3 dias 

consecutivos, e os resultados foram representados pela média de consumo de cada 

animal a cada 24 horas durante os 3 dias de teste. A quota ingerida (g) foi 

quantificada através da diferença entre a quota oferecida e a quota rejeitada a cada 

24 horas. 

5.3.6 Consumo alimentar em reposta à fluoxetina 
 

A ação da fluoxetina sobre o consumo alimentar foi estudada em ratos com 

150 dias de vida. Após o período de privação alimentar de oito horas, os animais 

receberam quantidade conhecida (30 gramas) de dieta padrão de biotério 

(Presence®). Trinta minutos antes da oferta do alimento foi administrada fluoxetina 

(10 mg/Kg de peso corporal., via intraperitoneal) para ambos os grupos 

experimentais. O consumo alimentar foi quantificado após o período de uma hora. A 

quota ingerida (g) foi quantificada através da diferença entre a quota oferecida e a 

quota rejeitada. Uma semana depois, o mesmo procedimento foi realizado sem 

administração da droga. 
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5.4 Experimento 2 

5.4.1 Consumo alimentar de 24 horas 

Ratas fêmeas, com 300 dias de vida, foram separadas em gaiolas individuais 

3 dias antes da análise. O consumo de ração padrão (g) foi aferido a cada 24 horas 

por três dias consecutivos. Os resultados foram representados pela média de 

consumo de cada animal durante os 3 dias de teste. A quota ingerida (g) foi 

quantificada através da diferença entre a quota oferecida e a quota rejeitada a cada 

24 horas. 

5.4.2 Sequência Comportamental de Saciedade (SCS) 

A SCS foi analisada em fêmeas em duas idades, aos 35 e aos 365 dias de 

vida. A análise da SCS foi descrita por (HALFORD et al., 1998). Os animais foram 

mantidos em privação alimentar prévia de quatro horas antes da oferta de alimento 

(8 às 12 horas, ciclo escuro). A SCS foi registrada em protocolo padronizado por 

avaliador treinado durante uma hora. Foram registradas as durações, em segundos, 

dos seguintes comportamentos: a) Alimentação: Registro iniciado quando o rato foi 

observado ingerindo a ração no comedouro. O mesmo foi finalizado no momento em 

que o rato abandonou o comedouro, b) Limpeza: O animal procedeu inicialmente o 

lamber de patas anteriores e movimentos dessas sobre a cabeça continuando-se 

com o lamber da região ventral, do dorso e das patas posteriores, c) Repouso: O 

rato foi observado em posição de descanso, apresentando o corpo repousado sobre 

o assoalho da gaiola. Outras medidas registradas: consumo alimentar (diferença do 

peso (g) de ração oferecida e rejeitada durante o período de uma hora do registro da 

SCS), a duração da refeição (min), a taxa de alimentação (Kcal/min), o tamanho da 

refeição (g ração consumida /Kg de peso corporal) e latência para iniciar a 

alimentação (segundos). 

Foi realizada a análise da ação da fluoxetina sobre a SCS em ratas aos 365 

dias de vida. O procedimentos de análise da SCS foram idênticos ao descrito acima, 

exceto pela injeção de droga. Trinta minutos antes do início do registro da SCS foi 

administrada fluoxetina (10 mg/Kg de peso corporal) na concentração de 2,5mg/ml 

ou de solução salina (NaCl 0,9%) via intraperitoneal em ambos os grupos, separado 

e controle. 



36 
 

 
 

 

5.4.3 Eutanásia e obtenção do hipotálamo 

A eutanásia foi realizada na fase escura (12h) por decapitação em guilhotina 

apenas em fêmeas adultas. A cabeça foi dissecada e o crânio aberto para retirada 

do encéfalo. Este foi dissecado para obtenção do hipotálamo, acondicionado em 

tubo plástico apropriado e imediatamente congelado em gelo seco. As amostras 

permaneceram em freezer -80 0C até o momento das análises. 

5.4.4 Análise da expressão gênica 

Os hipotálamos foram processados para análise da expressão gênica dos 

receptores serotoninérgicos 5HT1B e 5HT2C e do transportador de serotonina, 

SERT (Sertonin transporter) pelo método de PCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase). O experimento de PCR em tempo real foi realizado com as amostras 

de hipotálamo seguindo as etapas descritas resumidamente a seguir. O método 

consiste em três etapas: 1) Extração do RNA Total; 2) Conversão do RNA em cDNA 

e 3) Amplificação da reação em cadeia da polmerase. O RNA total foi extraído 

utilizando 1 ml do reagente Trizol (Invitrogen ®, Carlsbad, CA, EUA) com um 

homogeneizador (Pellet Plestle with Cordless Motor, Fisher Scentific, EUA). O RNA 

total foi isolado seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante Invitrogen® e, 

subsequentemente, a quantidade e qualidade do RNA purificado foram avaliadas 

utilizando-se o espectrofotômetro, NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific, EUA). Em 

seguida, as amostras de RNA foram tratadas com solução de gDNA Wipeout 

(Qiagen®, Hilden, Alemanha) para remover eficazmente a contaminação do DNA 

genômico durante 2 min a 42°C, e armazenadas em gelo. Posteriormente, foi 

realizada a transcrição reversa de 2,0 microgramas de RNA purificado em cDNA, 

utilizando o kit de transcrição reversa QuantiTect (Qiagen®, Hilden, Alemanha), a 

42°C durante 15 min. A enzima foi inativada a 95°C durante 3 minutos. A preparação 

de cDNA foi, em seguida, armazenada a -20°C até a sua utilização. 

Posteriormente, 5 ml de cada amostra diluída de cDNA foi utilizada como 

template para a amplificação por PCR em tempo real, utilizando SYBR Green 

(Qiagen ®, Hilden, Alemanha), como fluoróforo intercalante. Utilizou-se o sistema de 

detecção de PCR em tempo real: Rotor Gene HRM-2Plex (Qiagen ®, Hilden , 

Alemanha). Os parâmetros do PCR foram: o primeiro passo de desnaturação inicial 

de 5 min a 95°C seguido de 45 ciclos de 5s a 95°C, e 10s a 60°C. Os 
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oligonucleotídeos ou "primers" utilizados para a amplificação são mostrados na 

Tabela 4. 

 
Table 4: Sequência de primers desenhados para o estudo do 5ht1b, 5ht2c, Sert e do 

gene constitutivo de referência Gapdh. 

Primers Forward Reverse 

5ht1b 5’-ATGGAGGAGCAGGGTATTCAGTG- 

3’ 

5’-TGGGAGAGGTTGGCGAGAGG-3’ 

5ht2c 5’-GGGTTGCTGCCACTGCTTTG-3’ 5’-GCTCTCGCTTACACACTACTAATCC- 
3’ 

Sert 5’-GGA GGC GAT GAG GAA AGA TGA 
TG-3’ 

5’-GGA AGA CAA AGA TGA TGG AGA 
ACG-3’ 

Gapdh 5’-GCGAGATCCCGTCAAGATCA-3’ 5’-CCACAGTCTTCTGAGTGGCAG-3’ 

 
Os valores limites de ciclo (CT) das amostras foram determinados pela 

normalização a partir das curvas de fluorescência versus o número de ciclos de 

PCR durante a amplificação exponencial. As curvas padrão para todas as 

amplificações dos primers (ou oligonucleotídeos) foram geradas traçando os valores 

médios dos valores de CT em função do logaritmo da quantidade de moléculas 

template. Todas as quantificações foram normalizadas para o gene de referência 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (Gapdh). O valor da quantificação relativa de 

cada gene alvo foi analisado por um método CT comparativo. A seguinte fórmula (2- 

ΔΔCT) foi utilizada para calcular a quantidade relativa do transcrito na amostra, que 

foi então normalizado com a referência endógena. 

Onde ΔCT é a diferença entre a CT do gene de interesse e o Gapdh, e ΔΔCT 

para a amostra é igual ao ΔCT médio da amostra do grupo experimental, menos a 

média do ΔCT da amostra do grupo de controle (usado como parâmetro para 

calibração). 

5.5 Análise estatística 

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão (SD) ou média ± erro 

padrão da média (SEM). Para comparações múltiplas, foi utilizada ANOVA One Way 

ou Two Way, seguida do pós-teste de Tukey ou Bonferroni, adotando níveis de 

significância como p <0,05. 
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5.6 Experimento 3 
 

Os materiais e métodos do experimento 3 encontram-se descritos no 

apêndice 1 no final desta tese em forma de artigo publicado na revista Appetite 

(ISSN: 0195-6663), volume 123, sob o título “Pre-weaning maternal separation 

increases eating later in life in male and female offspring, but increases brainstem 

dopamine receptor 1a and 2a only in males”. 
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6 RESULTADOS 

          Experimento 1. Separação materna neonatal e comportamento alimentar 

          Peso corporal 

O grupo separado apresentou menor peso corporal no 15º (C: 329,41 ± 23,41 

vs S: 298,26 ± 27,19, p<0,05) e no 21º (C: 351,22 ± 24,99 vs S: 316,50 ± 36,77, 

p<0,05) dias de estresse crônico em relação ao grupo controle (Figura 3). 

 

 
Figura 3. Efeito da separação materna sobre o peso corporal em resposta a 
estresse em ratos jovens. Ratos foram submetidos a separação materna do 2 ao 14 
dias de lactação por 3 horas dia, ou mantidos com suas mães durante toda a 
lactação, formando os grupos separado (n=11) ou controle (n=12), respectivamente. 
O peso corporal foi obtido nos dias 63, 69, 75 e 81 de vida durante o estudo de 
estresse alimentar. ANOVA Two Way. Pós-teste Bonferroni. Dados expressos em 
média ± DP *p<0,05. 
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     Consumo alimentar após estresse alimentar agudo ou crônico 

O estresse crônico (21 dias) aumentou a ingestão de dieta palatável 

comparado ao estresse agudo (3 dias) no grupo controle (C (Dia3): 0,59 ± 0,49 vs C 

(Dia 21): 1,48 ± 0,73, p<0,01) (Figura 4A). Em animais separados não foi observada 

diferença entre a ingestão aguda e crônica (S (Dia 3): 1,09 ± 0,56 vs S (Dia 21): 1,29 

± 0,78, p>0,5) (Figura 4B). Os animais separados consomem maior quantidade de 

dieta palatável após estresse agudo comparado ao controle (C (Dia3): 0,59 ± 0,49  

vs S (Dia 3): 1,09 ± 0,56, p<0,05) (Figura 4C). Após o estresse crônico, o grupo 

separado permanece ingerindo quantidades semelhantes ao controle (C (Dia 21): 

1,48 ± 0,73 vs S (Dia 21): 1,29 ± 0,78, p>0,5) (Figura 4D). 

 

 
Figura 4. Efeito da separação materna sobre o consumo de Cookie após estresse 
agudo e crônico. Ratos foram submetidos a separação materna do 2 ao 14 dias de 
lactação por 3 horas dia, ou mantidos com suas mães durante toda a lactação, 
formando os grupos separado (n=11) ou controle (n=12), respectivamente. O 
consumo foi obtido nos dias 3 e 21 do estudo de estresse alimentar. Efeito do 
estresse agudo e crônico em animais controle (A) e separados (B). Efeito da 
separação sobre o consumo após estresse agudo (C) ou crônico (D). Teste t de 
student. Dados expressos em média ± DP *p<0,05. 
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Durante o teste de estresse crônico, há menor consumo de dieta padrão no 

grupo separado comparado ao controle a partir do dia 19 (Dia 19: C: 26,73 ± 4,20 vs 

S: 22,20 ± 2,94, p<0,05; Dia 20: C: 27,34 ± 3,95 vs S: 22,99 ± 3,42, p<0,05; Dia 21: 

28,40 ± 2,54 vs S: 22,81 ± 3,31, p<0,01)(Figura 5). 
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Figura 5. Efeito da separação materna sobre o consumo de dieta padrão durante o 
período de estresse alimentar. Ratos foram submetidos a separação materna do 2 
ao 14 dias de lactação por 3 horas dia, ou mantidos com suas mães durante toda a 
lactação, formando os grupos separado (n=11) ou controle (n=12), respectivamente. 
O consumo foi obtido diariamente a partir do 4 dia do estudo de estresse alimentar. 
ANOVA Two Way. Dados expressos em média ± DP. Pós-teste Bonferroni. *p<0,05. 

     Peso corporal de ratos do grupo 2 

Não houve diferença de peso corporal entre os grupos separado e controle 

em todas as idades analisadas neste estudo (Figura 6). 
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Figura 6. Efeito da separação materna sobre o peso corporal do desmame à vida 

adulta. Ratos foram submetidos a separação materna do 2 ao 14 dias de lactação 

por 3 horas dia, ou mantidos com suas mães durante toda a lactação, formando os 

grupos separado (n=11) ou controle (n=12), respectivamente. O peso corporal foi 

obtido em diferentes idades. ANOVA Two Way. Dados expressos em média ± DP. 

     Preferência alimentar segundo a fase de luminosidade 

Houve menor ingestão de dieta padrão no segundo dia durante a fase escura 

em animais separados comparados aos controles (C: 7,02 ± 7,24 vs S: 1,03 ± 2,01, 

p<0,05) (Figura 7A). Não houve diferenças na quantidade ingerida de dieta padrão 

na fase clara (Figura 7C), nem na ingestão de dieta palatável na fase escura (Figura 

7B) ou clara (Figura 7D). 
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Figura 7. Efeito da separação materna sobre a preferência alimentar na fase claro 

ou escuro. Ratos foram submetidos a separação materna do 2 ao 14 dias de 

lactação por 3 horas dia, ou mantidos com suas mães durante toda a lactação, 

formando os grupos separado (n=12) ou controle (n=14), respectivamente. O 

consumo de alimento padrão ou palatável foi aferido na fase clara (C padrão, D 

palatável) ou escura (A padrão e B palatável) do ciclo. Two Way. Pós-teste 

Bonferroni Dados expressos em média ± DP *p<0,05. 

Ao analisar a adaptação do animal à dieta palatável (quota ingerida nos dois 

primeiros dias) houve preferência pela dieta palatável apenas durante a fase escura 

no grupo separado (C: 22,48 ± 15,97 vs S: 33,99 ± 10,09, n=12-14, p<0,05) (Figura 

8B). Quanto à ingestão de dieta padrão durante o período de adaptação, os animais 

separados apresentaram menor ingestão tanto na fase escura (C: 14,18 ± 10,44 vs 

S: 3,28 ± 4,62, n=12-14, p<0,01) (Figura 8A), quanto na fase clara (5,67 ± 6,16 vs S: 

1,33 ± 2,56, n=12-14, p<0,05) (Figura 8C). 
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Figura 8. Efeito da separação materna sobre consumo alimentar 
durante a fase de adaptação a dieta palatável. Ratos foram 
submetidos a separação materna do 2º ao 14º dia de lactação por 
3 horas diárias, ou mantidos com suas mães durante toda a 
lactação, formando os grupos separado (n=12) ou controle (n=14), 
respectivamente. Dieta padrão na fase escura (A) e clara (C). Dieta 
palatável na fase escura (B) e clara (D). Teste t de student. Dados 
expressos em média ± DP. *p<0,05, **p<0,01. 

     Ansiedade experimental 

 
Os animais separados permaneceram menor tempo nos braços abertos (C: 

75,07 ± 32,58 vs S: 24 ± 29,98, p<0,001) (Figura 9B) e maior tempo nos braços 

fechados (C:182,36 ± 47,72 vs S: 243 ± 48,51, p<0,005) (Figura 9A) quando 

comparados aos controles . 
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Figura 9. Efeito da separação materna sobre a ansiedade experimental. Ratos 

foram submetidos a separação materna do 2 ao 14 dias de lactação por 3 horas 

dia, ou mantidos com suas mães durante toda a lactação, formando os grupos 

separado (n=11) ou controle (n=14), respectivamente. Foi quantificado o tempo 

que o rato permaneceu no braço fechado (A) ou aberto (B) do labirinto em cruz 

elevado. Teste t de student. Dados expressos em média ± DP **p<0,005; 

***p<0,001 
 

      Consumo alimentar de 24h 
 

Não foram observadas diferenças na ingestão de dieta padrão de 24 horas 

durante os 3 dias de estudo entre os grupos controle e separado (Figura 10). 

 

Figura 10. Efeito da separação materna sobre consumo alimentar diário. Ratos 
foram submetidos a separação materna do 2 ao 14 dias de lactação por 3 horas dia, 
ou mantidos com suas mães durante toda a lactação, formando os grupos separado 
(n=12) ou controle (n=14), respectivamente. Foi quantificado o consumo de dieta 
padrão de biotério a cada 24 horas em 3 dias consecutivos ANOVA Two Way. Pós- 
teste Bonferroni. Dados expressos em média ± DP. 
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     Consumo após privação alimentar com ou sem fluoxetina 
 

A privação alimentar não alterou a ingestão alimentar entre os grupos controle 

e separado. Após a administração de fluoxetina, houve diminuição da ingestão 

alimentar apenas no grupo controle (C(J): 1,62 ± 0,63 vs C(J+F): 1,02 ± 0,49, 

p<0,05) (Figura 11). 

 

 
Figura 11. Efeito da separação materna sobre o consumo 
alimentar em resposta a jejum e/ou fluoxetina. Ratos foram 
submetidos a separação materna do 2 ao 14 dias de lactação 
por 3 horas dia, ou mantidos com suas mães durante toda a 
lactação, formando os grupos separado (n=12) ou controle 
(n=14), respectivamente. Foi quantificado o consumo de dieta 
padrão de biotério durante 1 hora após 8 horas de jejum (J) , ou 
injeção aguda de fluoxetina (F, 10mg/Kg pc). ANOVA One Way. 
Pós-teste Bonferroni. Dados expressos em média ± DP *p<0,01. 
*vs Controle (J); #vs Separado (J). 

Experimento 2: Efeito da separação materna sobre o comportamento 

alimentar homeostático e sistema serotoninérgico 

               Peso corporal e Consumo Alimentar de 24 horas 
 

Não houve diferenças de peso corporal aos 35 ou 365 dias de vida (Figura 

12A). O consumo alimentar não foi diferente entre os grupos controle e separado 

entre os dias 300 (dia1) e 302 (dia 3) de vida (Figura 12B). 
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Figura 12. Efeito da separação materna sobre o peso corporal e consumo alimentar. 
Ratos foram submetidos a separação materna do 2 ao 14 dias de lactação por 3 
horas dia, ou mantidos com suas mães durante toda a lactação, formando os grupos 
separado ou controle, respectivamente. Foi quantificado o consumo de 24 horas de 
dieta padrão de biotério durante 3 dias consecutivos . O peso corporal foi aferido aos 
35 e 365 dias de vida. Os dados do consumo são de fêmeas nos dias 300, 301 e 
302 de vida. ANOVA Two Way. Pós-teste Bonferroni. n=10. Ingestão alimentar: 
ANOVA One Way. Pós-teste Bonferroni. n=9. Dados expressos em média ± DP. 

 
     Sequência Comportamental de Saciedade (SCS) 

Aos 35 dias não houve diferença no ponto de saciedade entre os grupos 

controle e separado (Figura 13). Não houve diferenças na latência para iniciar a 

alimentação, na taxa de alimentação e no tamanho da refeição em ambos os grupos 

(Tabela 5). A duração da refeição foi maior (p<0,05) no grupo separado comparado 

ao controle. Não houve diferença na ingestão alimentar entre os grupos controle e 

separado (Tabela 5). 
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Figura 13. Efeito da separação materna sobre a sequencia comportamental de 
saciedade aos 35 dias de vida em fêmeas. Ratos foram submetidos a separação 
materna do 2 ao 14 dias de lactação por 3 horas dia, ou mantidos com suas mães 
durante toda a lactação, formando os grupos separado (B) ou controle (A), 
respectivamente. Os gráficos demonstram as frequências dos comportamentos 
alimentar e não-alimentares em cada período (5min/período). O ponto de saciedade 
é demonstrado pela linha vertical indicando o cruzamento entre as linhas 
representando o comportamento de alimentação e de descanso. n=10 

 
Tabela 5. Parâmetros microestruturais da sequência comportamental de 
saciedade de ratos adolescentes (35 dias) que foram submetidos a 
separação materna neonatal 

 

Parâmetros Controle Separado 

Ingestão alimentar (g) 2.61±0.25 3.65±0.49 

Latência (s) 162.20±181.15 46.60±49.02 

Taxa alimentar (Kcal/min) 0.60±0.11 0.63±0.24 

Tamanho da refeição (kcal/kg pc) 84.09±25.94 103.07±37.42 

Duração da refeição (min) 15.71±3.82 20.67±5.63* 

Dados expressos em média ± DP (Teste t de Student). *vs C. p<0.05 

 
 

Aos 365 dias houve antecipação do ponto de saciedade no grupo separado 

comparado ao controle (Figura 14). Durante a SCS, houve menor ingestão alimentar 

(g), duração (min) e tamanho da refeição (kcal/kg de peso) no grupo separado 

comparado ao controle (Tabela 6). A taxa de alimentação (Kcal/min) e a latência 

(seg) para iniciar a alimentação não foram diferentes entre os grupos. A 
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administração de fluoxetina diminuiu a quantidade de dieta ingerida, a duração e o 

tamanho da refeição apenas no grupo controle (Tabela 6). 
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Figura 14. SCS em animais com 365 dias de vida submetidos à separação 
materna (B e D) ou controle (A e D). Os gráficos demonstram as frequências 
dos comportamentos alimentar e não-alimentares em cada período 
(5min/período). A e B demonstram a SCS 30min após a administração de 
solução salina e C e D 30min após a administração de fluoxetina. O ponto de 
saciedade é demonstrado pela linha vertical indicando o cruzamento entre as 
linhas representando o comportamento de alimentação e de descanso. 
Controle n=7, Separado n=6. 
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Tabela 6. Parâmetros microestruturais da sequência comportamental de saciedade 
de ratos aos 365 dias de vida que foram submetidos à separação materna neonatal 

 

Parâmetros Controle 
Salina 

Separado 
Salina 

Controle 
Fluoxetina 

Separado 
Fluoxetina 

Ingestão 

alimentar 

5.11±1,15 2.42±0.85** 2.26±1.09### 2.75±1.19 

Latência 49.0±27.25 104.86±104.97 204.83±294.41 285.0±373.05 

Taxa alimentar 0.98±0.24 0.87±0.18 0.67±0.20 0.66±0.22 

Tamanho 

refeição 

56.19±14.59 28.80±10.78* 25.29±12.40### 31.80±11.43 

Duração refeição 19.38±4,5 10.31±3,95*** 12.58±5.85# 16.12±6.62 

Latência (segundos), Taxa (Kcal/minuto), Tamanho (Kcal/Kg peso corporal), Duração 

(minutos). Dados expressos em média ± DP (Teste t de Student). *vs C. # vs C saline. 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005 #p<0.05, ###p<0.005 

 
 

Expressão gênica dos receptores hipotalâmicos, 5ht1b e 5ht2c, e do 

transportador de serotonina (Sert) 

A separação materna causou aumento da expressão gênica do 5ht1b no 

hipotálamo de ratos separados em comparação ao controle (C: 1,00 ± 0,11 vs S: 

1,96 ± 0,40) (Figura 15 A). Não houve diferença na expressão do 5HT2C (C: 1,02 ± 

0,26 vs S: 1,34 ± 0,23) (Figura 15 B) ou SERT (C: 1,00 ± 0,10 vs S: 1,09 ± 0,43) 

(Figura 15 C). 

 

 
Figura 15. Efeito da separação materna sobre a expressão dos receptores 
serotoninérgicos 5ht1b (A) e 5ht2c (B) e Sert (C). Ratos foram submetidos a 
separação materna do 2 ao 14 dias de lactação por 3 horas dia, ou mantidos com 
suas mães durante toda a lactação, formando os grupos separado ou controle, 
respectivamente. Na idade adulta (440 dias), foi avaliada a expressão gênica no 
hipotálamo. Teste t de Student. n=4-5. Dados expressos em média ± DP. *** vs C 
(p<0.001). 
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Experimento 3: Efeito da separação materna sobre o comportamento 

alimentar hedônico e sistema dopaminérgico 

Os resultados do experimento 3 encontram-se descritos no apêndice 1 no 

final desta tese em forma de artigo publicado na revista Appetite (ISSN: 0195-6663), 

volume 123, sob o título “Pre-weaning maternal separation increases eating later in 

life in male and female offspring, but increases brainstem dopamine receptor 1a and 

2a only in males”. 
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6 DISCUSSÃO 

Experimento 1. Separação materna neonatal e comportamento 

alimentar 

O presente estudo demonstrou que a separação materna nas duas primeiras 

semanas de vida programa a resposta ao estresse em longo prazo com 

consequências diretas sobre o comportamento alimentar. No grupo que 

experimentou a soma de exposição precoce (separação materna) e tardia 

(eslimentar) ao estresse houve maior ingestão de alimento rico em carboidratos  

após estresse agudo e menor ingestão após a exposição crônica. Com relação à 

ingestão de dieta padrão durante o período de estresse tardio, os animais separados 

diminuem a sua ingestão após exposição crônica ao estresse. A diminuição na 

ingestão após estresse crônico foi acompanhada por perda de peso nos animais 

separados. Também foi demonstrado, com outra dieta palatável, rica em lipídios e 

carboidratos, que se a exposição ocorrer na ausência de um estressor os animais 

separados não demonstram preferência pela dieta palatável. Além disso, o estressor 

só tem efeito se a dieta for palatável, uma vez que a privação alimentar por 8h não 

alterou a ingestão de dieta padrão no grupo separado. E mais, não foi observada 

diferença quanto à ingestão de dieta padrão na ausência de um estressor. Também 

foi demonstrado que a separação materna está associada a maiores níveis de 

ansiedade. Esses efeitos comportamentais podem estar associados a disfunções do 

sistema serotoninérgico uma vez que a separação materna produziu um fenótipo do 

comportamento alimentar resistente à ação da fluoxetina na dose utilizada. 

O estresse alimentar é um estresse moderado baseado na perda de controle 

sobre as circunstâncias, uma vez que permite ao animal o acesso a informações 

olfativas e visuais sem, contudo, permitir o acesso ao alimento (CIFANI et al., 2009). 

Uma vantagem desse modelo de estresse é que a privação alimentar não é 
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requerida para induzir a alimentação. Assim, pode-se dizer que o animal aumentou a 

ingestão não porque estivesse com fome, mas devido ao estresse. As mudanças 

observadas no grupo separado durante a lactação demonstram que a exposição ao 

estresse nesse período da vida é um importante fator na determinação da habilidade 

tardia em lidar e superar o estresse. Os achados presentes com relação à ingestão 

de cookies nos dias 3 e 21 sugerem uma inabilidade do grupo separado em 

distinguir entre estresse agudo e crônico. No dia 3 os animais separados ingeriram, 

no período de 1h, quase duas vezes a quantidade consumida pelos animais 

controle. A resposta aguda ao estresse inclui a supressão da ingestão alimentar 

(YAU e POTENZA, 2013). Após a exposição a um agente estressor a ativação do 

sistema nervoso simpático inicialmente e, posteriormente, a liberação de 

glicocorticoides promove mobilização energética e alterações cardiovasculares que 

favorecem a reação de luta ou fuga. A ingestão alimentar neste momento não é 

compatível com essa resposta e, portanto, é inibida (YAU e POTENZA, 2013). 

Contudo, a exposição crônica ao estresse tende a aumentar a ingestão alimentar em 

situações de estresse agudo, especialmente se o alimento é palatável, ou seja, rico 

em gordura e açúcar (YAU e POTENZA, 2013). Portanto, esses dados sugerem que 

a separação materna produziu um fenótipo de comportamento alimentar, no dia 3 

(estresse agudo), similar àquele que se observa após exposição crônica ao  

estresse. 

Talvez o fator determinante para a geração de consequências negativas neste 

modelo é a imposição ao agente estressor durante o período de desenvolvimento e 

o tipo de estresse que a separação materna representa. Tem sido proposto que há 

um período durante as duas primeiras semanas de vida, em ratos, no qual os 

animais são hiporresponsivos ao estresse. Nesse período, os ratos apresentam 

capacidade de secreção da corticosterona reduzida em resposta a vários estímulos 

estressores (SAPOLSKY e MEANEY, 1986). As consequências deletérias da 

corticosterona no período de desenvolvimento, tais como a hipertensão e a diabetes 

em longo prazo, justificam esta resposta reduzida a vários agentes estressores 

(VARGA, 2013). A presença da mãe é essencial para a manutenção dessa resposta 

suprimida uma vez que provê estimulação tátil, alimentação e contato passivo ao 

filhote, fatores importantes para essa inibição (LEVINE, 2002). Os achados 

presentes indicam que a separação materna durante os primeiros dias de vida pode 

ter submetido os animais ao estresse precocemente modulando a resposta tardia à 
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uma situação estressora. De fato, vários estudos têm demonstrado a necessidade 

de uma segunda exposição a um agente estressor mais tarde para que os efeitos 

deletérios do estresse experimentado durante o desenvolvimento sejam vistos (HILL, 

KISS VON SOLY, et al., 2014; LESSE, 2016). 

Após 21 dias de exposição ao estresse, a separação materna não alterou a 

ingestão alimentar dos animais, ao contrário do grupo controle, o qual mais do que 

duplicou a quantidade consumida no dia 3. A ativação do eixo HPA por um agente 

estressor produz um aumento na gliconeogênese, na glicogenólise, na lipólise e na 

proteólise e suprime as ações anabólicas do hormônio do crescimento, da insulina e 

dos esteroides sexuais nos seus órgãos-alvo, ou seja, repostas adaptativasà 

situação estressora. A persistência do agente estressor, no entanto, torna essas 

respostas prejudiciais. Há aumento da adiposidade, supressão da atividade 

osteoblástica, declínio da massa magra e desenvolvimento de resistência à insulina 

(CHROUSOS, 2000). Portanto, o aumento da ingestão no dia 21 no grupo controle 

sugere um aumento do catabolismo gerado pela exposição crônica ao estresse. Ao 

contrário, o grupo separado demonstrou uma inabilidade de ajustar o 

comportamento alimentar no sentido das demandas energéticas aumentadas. Isso 

se refletiu na diminuição da ingestão alimentar e consequente perda de peso a partir 

do dia 15 de estresse. 

O alimento ofertado no estresse alimentar é rico em carboidratos, 

macronutrientes que conferem sabor doce ao alimento. Estudos que avaliam o 

consumo e/ou a preferência por soluções de sabor doce têm demonstrado que a 

separação materna influencia a percepção desse sabor que é naturalmente  

palatável para os animais (MICHAELS e HOLTZMAN, 2007). As variações na 

ingestão das soluções adocicadas oferecidas a esses animais podem representar 

prejuízos na quantidade e/ou atividade de receptores para o sabor doce como 

também no próprio limiar para a percepção desse sabor. Muitos camundongos que 

parecem não preferir o doce o fazem quando a concentração de sacarose é 

aumentada (SCLAFANI, 2006). A qualidade na percepção do sabor doce envolve a 

proteína heterodimérica T1R2/T1R3, um quimioreceptor para a percepção dos 

açúcares e adoçantes presentes na cavidade oral, intestino, pâncreas, fígado, tecido 

adiposo e estruturas do sistema nervoso central (MUROVETS et al., 2014). Sua 

distribuição difusa permite a integração das informações referentes à percepção 

gustatória àquelas referentes ao estado energético (MUROVETS et al., 2014). Ainda 
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não se sabe se o estresse precoce modifica os níveis dessas proteínas ou sua 

atividade, mas o fenótipo observado em animais knockout para o gene que codifica  

o T1R3, com desaparecimento da preferência pela sacarose (MUROVETS et al., 

2014), sugere que possíveis alterações nessas proteínas poderiam influenciar a 

maior ou menor preferência por alimentos ricos em carboidratos nos animais 

separados. 

Vale a pena ressaltar que o aumento na ingestão alimentar observado tanto 

para o alimento palatável (Cookies) quanto para a dieta padrão após estresse 

crônico no grupo controle sugere que o aumento ocorreu de maneira a compensar 

uma maior demanda energética. O grupo separado, por outro lado, aumentou 

apenas a ingestão do alimento palatável após o estresse agudo sugerindo que o 

Cookie foi ingerido visando trazer conforto para a ansiedade causada pelo estresse 

alimentar. Como citado anteriormente, o alimento ofertado no estresse alimentar é 

rico em carboidratos. Dietas ricas em carboidratos aumentam a proporção 

triptofano/LNAA (Large Neutral Aminoacids) (LYONS e TRUSWELL, 1988) e 

aumentam a absorção de triptofano, precursor da serotonina, pelo cérebro 

(FERNSTROM e WURTMAN, 1972). Considerando que a serotonina melhora o 

humor (YOUNG, 2007), a maior ingestão do alimento rico em carboidratos após o 

estresse alimentar pode representar uma tentativa de aliviar os efeitos negativos do 

estresse. Isso justificaria a ausência de efeitos com relação à dieta padrão. Por não 

oferecer atrativos, a saber, grandes quantidades de açúcares e gorduras, a dieta 

padrão não foi ingerida em quantidades maiores. No presente estudo, no entanto, o 

mecanismo pelo qual o alimento palatável aliviaria os efeitos negativos do estresse 

não foi investigado. Por outro lado, evidências de outros trabalhos sugerem a 

possibilidade do cookie ter sido ingerido com essa finalidade. Foi sugerido que, em 

situações de estresse, alimentos palatáveis são ingeridos não como alimentos, ou 

seja, supridores de nutrientes essenciais à sobrevivência. Ao contrário, esses 

alimentos são ingeridos para trazerem conforto (ORTOLANI et al., 2014), uma 

função similar àquela exercida por algumas drogas. Portanto, a maior ingestão de 

cookies após o estresse alimentar sugere que o alimento foi ingerido para aliviar o 

estresse e justifica a ausência de diferenças na ingestão de dieta padrão. 

Nesse contexto, foi conduzida a análise da ingestão de dieta padrão após 

estresse agudo representado pela privação alimentar de 8h. Não foi observado 

aumento na ingestão do grupo separado após o período de jejum sugerindo que o 
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estresse só está associado à maior ingestão se o alimento for palatável ou se a 

exposição ao agente estressor for crônica e intensa. Algumas análises da ingestão 

de dieta padrão têm sido associadas a manipulações prévias. Alguns exemplos 

incluem a análise do consumo durante ciclos de alimentação e jejum, ou após 23 

horas de jejum, ou após 22 horas de jejum associadas a exercício físico (PENKE, 

2002; HANCOCK e GRANT, 2009; RYU et al., 2009; YOO et al., 2011). Nesses 

estudos evidencia-se que a separação materna induz modificações do 

comportamento alimentar quando há exposição a situações adversas na vida adulta. 

Foi observado que durante os ciclos de alimentação e jejum os animais separados 

consumiram mais que seus controles nos dias de realimentação (RYU et al., 2009). 

Por outro lado foi observado que não houve diferenças na ingestão após 23 horas  

de jejum associado ou não ao exercício físico (HANCOCK e GRANT, 2009). Essas 

diferenças podem ser devido à gravidade e ao período de exposição ao agente 

estressor. Observando-se as diferenças na ingestão entre o grupo separado e 

controle, submetidos aos ciclos de alimentação e jejum, foi demonstrado que, a  

partir do quarto dia de realimentação, houve maior consumo de dieta padrão pelos 

animais separados (RYU et al., 2009), sugerindo que a gravidade das 24h de jejum  

é reforçada pela exposição repetida a ela. Níveis aumentados do neuropeptídeo 

orexigênico NPY foram observados apenas ao final do experimento demonstrando 

que esse aumento também parece ter sido desenvolvido pela exposição repetida 

aos ciclos de jejum e alimentação (RYU et al., 2009). Deve-se salientar que no 

estudo que não observou influência da separação sobre a ingestão as avaliações 

foram realizadas cerca de 24h após o insulto, o que pode ter sido muito cedo 

(HANCOCK e GRANT, 2009). Em outro estudo a hiperfagia foi observada apenas 

após 6 dias de restrição alimentar (hiperfagia de rebote), durante o período de 

restrição não foram observados efeitos da separação sobre o consumo (IWASAKI et 

al., 2000). Assim, as 8h de jejum a que os animais foram submetidos no presente 

estudo sugerem que o estresse leve e agudo não promove alterações do consumo 

de dieta padrão. 

Portanto, o alimento palatável pode representar uma tentativa dos animais 

separados de aliviar a ansiedade (PECORARO, NORMAN et al., 2004). A ansiedade 

é uma reação normal ao estresse, caracterizada por sentimentos de preocupação e 

medo (WALF, 2007). A aversão exagerada pelos braços abertos, no grupo controle, 

sugere que este grupo vivencia a ansiedade excessivamente. É interessante notar 
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que essa resposta aparece sem nenhum estímulo antes do teste de ansiedade no 

labirinto. Assim, a maior ansiedade apresentada pelo grupo separado está 

diretamente relacionada à experiência vivenciada no início da vida. A separação 

materna também está associada a expressão exagerada do comportamento 

denominado, em inglês, licking-groming (LG), que significa lamber o filhote 

demonstrando cuidado. Esse comportamento se exacerba nas horas sucessivas à 

reunião da mãe aos filhotes após o período de separação (MACRI et al., 2004). Essa 

alteração comportamental por parte das mães sugere que a separação materna 

também é um estressor para as mães. De fato, foi demonstrado que as mães de 

filhotes separados apresentam maiores níveis de corticosterona, de RNAm para o 

Hormônio Liberador de Corticotrofina (CRH) e expressão reduzida de RNAm para o 

receptor de glicocoticoide (GR) no hipocampo sugerindo alteração no eixo mediador 

da resposta ao estresse. Essas mães apresentaram maiores níveis de ansiedade 

sugerindo que mães ansiosas devido à separação aumentam os cuidados 

direcionados aos filhotes representado pelos maiores níveis do LG (MACRI et al., 

2004). O mesmo grupo de pesquisa observou que os filhotes separados apresentam 

as mesmas alterações observadas nas mães com relação aos níveis de 

corticosterona, CRH, GR e ansiedade sugerindo que o binômio mãe-filhote é afetado 

da mesma forma pela separação. O cuidado exagerado ofertado pelas mães aos 

filhotes, embora possa contribuir para mitigar os efeitos do estresse, também pode 

contribuir para desenvolver filhotes mais ansiosos. Foi sugerido que a mãe, sendo 

aquela que sai do ninho para procurar alimentação, experimenta o ambiente com 

todas as suas adversidades de maneira que, naqueles ambientes mais adversos, o 

maior cuidado direcionado por essas mães aos filhotes é uma maneira de traduzir o 

ambiente para eles tornando-os mais cautelosos na vida adulta, na interação com 

este ambiente (CHAMPAGNE e MEANEY, 2001). Assim, a maior ansiedade 

demonstrada pelos animais pode sugerir uma maior precaução com relação ao 

estímulo negativo que a permanência nos braços abertos representa, ou seja, 

exposição ao precipício. 

Diferente do grupo que foi submetido ao estresse em dois períodos distintos 

da vida, o estudo do comportamento alimentar também foi conduzido em animais 

que experimentaram o estresse apenas no início da vida, pela separação materna. 

Neste grupo é possível observar a ação direta do estresse precoce sobre o 

comportamento alimentar tardio. Foi demonstrado que a exposição a uma dieta 
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palatável na ausência de um agente estressor associado não altera a preferência 

dos animais pela dieta palatável. E mais, não foi observada diferença quanto à 

ingestão de dieta padrão na ausência de um estressor. Esses efeitos 

comportamentais podem estar associados a disfunções do sistema serotoninérgico 

uma vez que a separação materna produziu um fenótipo resistente à ação da 

fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptação de serotonina (ISRS), nesses animais. 

Estudos têm demonstrado que a separação materna promove 

hiperresponsividade ao estresse aumentando a resposta da corticosterona 

(KALINICHEV et al., 2002; LUNDBERG et al., 2017). Assim, parece que esses 

animais são mais reativos ao estresse, na sua ausência, no entanto, se comportam 

como os animais controle. Níveis basais de corticosterona foram semelhantes entre 

os animais separados no início da vida e aqueles que permaneceram com suas 

mães (EILAND, 2012) sugerindo que esses animais só demonstram alterações 

durante uma segunda exposição a uma situação adversa. Esses achados reforçam  

a ideia de que há a necessidade de uma segunda experiência com o estresse para 

que a “programação” ocorrida na lactação apareça (HILL, KLUG, et al., 2014). 

Assim, a ausência de diferenças significativas na ingestão durante o teste de 

preferência alimentar pode ser devido à ausência de um estressor simultâneo 

durante o período de teste. No entanto, embora não tenha havido maior ingestão de 

dieta palatável quando comparado ao grupo controle, a recepção da dieta palatável 

foi diferente entre os grupos. A comparação entre a preferência alimentar entre os 2 

primeiros dias (período de adaptação à dieta) e os 3 últimos demonstra que os 

animais separados, inicialmente, ingerem mais dieta palatável e vão diminuindo 

paulatinamente até o 5º dia. Os animais controles ingerem quantidades semelhantes 

de dieta palatável em todos os dias. Num primeiro momento, a dieta palatável 

parece ser mais atrativa para o grupo separado do que para o grupo controle. Foi 

demonstrado que animais separados são mais impulsivos (GONDRÉ-LEWIS et al., 

2016). A impulsividade pode ser definida como “uma predisposição para reações 

rápidas e não planejadas a estímulos internos ou externos sem levar em conta as 

conseqüências negativas dessas reações ao indivíduo impulsivo ou a 

outros”(MOELLER et al., 2001). A alta impulsividade aumenta a propensão ao 

desenvolvimento de ingestão descontrolada de alimentos palatáveis (VELAZQUEZ- 

SANCHEZ et al., 2014). Assim, a maior ingestão no período de adaptação 

comparado aos outros dias pode indicar uma maior impulsividade com relação ao 
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estímulo da dieta palatável em animais separados. Em contrapartida, a dieta padrão, 

por não apresentar atrativos em sua composição, não esteve associada a nenhuma 

alteração no seu padrão de consumo como demonstrado nos 3 dias de análise da 

ingestão de 24h. 

Essas alterações comportamentais parecem estar associadas a disfunções do 

sistema serotoninérgico. A serotonina está associada à mediação da resposta ao 

estresse em longo prazo (DANIELS et al., 2004). A fluoxetina, um inibidor seletivo da 

recaptação de serotonina, possui efeitos anorexigênicos (WONG, 1989), mas o 

grupo separado demonstrou hiporresponsividade aos efeitos da droga após estresse 

de privação alimentar. Embora o estresse de privação alimentar não tenha causado 

hiperfagia em relação à dieta padrão, ele demonstra que os animais são resistentes 

à ação anorética da fluoxetina e, portanto, eles comem mais do que deveriam comer 

após a administração da droga. Mais uma vez, os achados sugerem que o estresse 

promove o aumento da ingestão de alimentos com características que proporcionam 

conforto, como açúcares e gordura (ORTOLANI et al., 2014), e a dieta padrão não 

se encaixa nesse perfil. A resistência à ação anorética da droga, por outro lado, 

sugere que a separação promove alterações nos circuitos que regulam o 

comportamento alimentar e o gasto energético e essas alterações podem levar a um 

estado de resistência à inibição da ingestão alimentar e ao balanço energético 

positivo, sobretudo em situações adversas, como a privação alimentar. Projeções do 

núcleo arqueado hipotalâmico (ARC) para o núcleo dorsomedial (DMH), importantes 

na regulação da ingestão alimentar, se desenvolvem cedo e já estão presentes no 

dia 6 pós-natal enquanto que as projeções do núcleo paraventricular já são 

identificadas no dia 8 (BOURET et al., 2004). Em roedores, há um aumento dos 

níveis de leptina por volta do 5º dia pós-natal atingindo um pico entre os dias 9 e 10 

(GRANADO et al., 2012). Nessa idade, a leptina parece agir mais como um fator 

trófico para o desenvolvimento hipotalâmico, incluindo o aumento da densidade e 

tamanho dos axônios do núcleo arqueado (GRANADO et al., 2012). Níveis 

circulantes de leptina diminuídos foram encontrados após 4 horas de separação 

materna intensificando-se após 8 horas de separação no 8º dia, somado a níveis 

aumentados de corticosterona (SCHMIDT et al., 2006). Isso sugere que a separação 

materna antes do dia 14 pós-natal pode afetar o desenvolvimento das vias 

reguladoras do comportamento alimentar, envolvendo os núcleos arqueado, 

dorsomedial e paraventricular, colocando as duas primeiras semanas em roedores 
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como um período crítico para a ação de um estressor sobre o comportamento 

alimentar. 

Em conjunto, estes achados indicam que o estresse por separação materna 

apresenta consequências duradouras sobre o comportamento alimentar. Além disso, 

os efeitos tardios do estresse no início da vida são mais bem observados após uma 

segunda exposição ao estresse. 

Experimento 2: Efeito da separação materna sobre o comportamento alimentar 

homeostático e sistema serotoninérgico 

Este estudo demonstrou que a separação materna antecipa o disparo da 

saciedade avaliado na Sequência Comportamental de Saciedade (SCS) em ratas. 

Esses efeitos foram observados apenas em animais com idade avançada. E mais, 

apenas o receptor serotoninérgico 5ht1b apresentou maior expressão gênica 

enquanto que o receptor 5ht2c e o transportador serotoninérgico (Sert) não 

apresentaram alterações na sua expressão. 

Inicialmente, é importante ressaltar que o estudo do comportamento alimentar 

através da SCS permite avaliá-lo em seus diferentes aspectos que sobrepujam a 

ingestão alimentar. Um comportamento tão complexo quanto esse não pode ser 

estudado de maneira simplista, por exemplo, considerando apenas a ingestão 

alimentar. Fatores sociais, idade, período do dia dentre outros fatores influenciam a 

ingestão alimentar e a saciedade (SCHWARTZ et al., 2000). Estudos em animais 

permitem avaliar aspectos diversos como motivação para comer, frequência de 

refeições, momento da saciação, dentre outros. A SCS é um bom instrumento para 

alcançar esse propósito. Animais privados de alimentação apresentam uma 

sequência de comportamentos na qual a saciação conduz a uma transição da 

alimentação para a limpeza, desta para a exploração do ambiente e, finalmente, 

para o descanso. Assim, a SCS pode prover informações referentes ao processo de 

saciedade, se ele ocorre por um processo fisiológico, a saciação, um distúrbio 

fisiológico, como a diminuição da atividade física ou contaminação alimentar 

(RODGERS et al., 2010). Portanto, a utilização da SCS no presente estudo pôde 

caracterizar os efeitos da separação materna sobre a saciedade como um processo 

fisiológico além de oferecer informações importantes associadas ao consumo 

alimentar como a latência para iniciar a alimentação, o tamanho e duração da 

refeição e a taxa de alimentação. 
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A separação materna não alterou o peso corporal em nenhuma das idades 

avaliadas. De modo semelhante, outros autores não observaram mudanças no peso 

corporal dos animais separados após o desmame (RYU et al., 2009; ZIMMERBERG 

e SAGESER, 2011). Aparentemente, uma possível exposição ao hormônio 

catabólico corticosterona, durante o período de desenvolvimento, não afeta 

significativamente a evolução ponderal dos animais. A separação materna está 

associada a expressão exagerada do comportamento denominado, em inglês, 

licking-groming (LG), que significa lamber o filhote demonstrando cuidado. Esse 

comportamento se exacerba nas horas sucessivas à reunião da mãe aos filhotes 

após o período de separação (MACRI et al., 2004). Portanto, uma possível 

compensação da mãe no cuidado direcionado aos filhotes pode ter mitigado os 

efeitos do estresse. Por outro lado, tem sido demonstrado que a associação de um 

segundo agente estressor, como o isolamento social, promove o ganho ponderal 

associado à hiperfagia de rebote sugerindo que esses animais podem ter alguma 

alteração na taxa metabólica que apenas aparece após uma segundo experiência 

com o estresse (RYU et al., 2009). Portanto, embora as fêmeas separadas não 

apresentem mudanças no peso corporal, não é possível descartar completamente o 

impacto da separação materna sobre parâmetros que influenciam o peso corporal, 

como a taxa metabólica. 

A separação materna não teve efeitos sobre o disparo da saciedade avaliado 

pela SCS (momento em que o animal diminui a ingestão e aumenta o descanso), 

nem sobre a latência para iniciar a alimentação, ou a taxa de alimentação ou o 

tamanho da refeição na análise realizada aos 35 dias de idade. Estudos apontam o 

efeito do tempo nos resultados da separação materna, de maneira que, em algumas 

situações, os efeitos do estresse no início da vida aparecerão apenas em longo 

prazo (MILLER et al., 2011; SOUSA et al., 2014). Nesse sentido, 35 dias poderia ser 

muito cedo para os efeitos da separação materna serem observados. Contudo, 

mesmo nessa idade, os animias separados despenderam um maior tempo se 

alimentando durante a SCS. Foi demonstrado que apenas fêmeas, em oposição aos 

machos, são mais propensas a desenvolver hiperfagia de rebote após um período 

de restrição alimentar e que esse efeito rebote apareceu apenas a partir da sexta 

semana de vida (IWASAKI et al., 2000). Isso poderia explicar a ausência de efeitos 

aos 35 dias. Assim, a maior duração da refeição sugeriria uma tendência a maior 

ingestão alimentar mais tarde. No entanto, a hiperfagia observada no estudo citado 
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foi observada após um longo período de restrição alimentar (IWASAKI et al., 2000). 

Uma vez que a restrição alimentar antes da realização da SCS foi apenas de 4h, os 

efeitos podem não ter sido evidentes. Por outro lado, os resultados demonstrados 

aos 365 dias indicam que a senescência está associada ao decréscimo do consumo 

alimentar ao invés de aumento. 

O presente estudo demonstrou que a separação materna diminui a ingestão 

alimentar e antecipa o ponto de saciedade apenas em fêmeas aos 365 dias. Parece 

contraditório, uma vez que o esperado seria que os animais ingerissem uma 

quantidade maior de dieta considerando o período de 4h de jejum antes da SCS. Na 

literatura tem sido descrito que o jejum aumenta os níveis plasmáticos de grelina 

(MULLER et al., 2002), conhecido como o hormônio da fome (PRADHAN et al., 

2013). Portanto, os achados deste experimento sugerem que a separação materna 

afeta os mecanismos responsáveis pela regulação da fome e da saciedade, como os 

níveis de grelina. Altos níveis de grelina aumentam a expressão dos receptores 

serotoninérgicos 5ht1b e 5ht2c no hipotálamo e drogas que aumentam a 

concentração de serotonina, como a fenfluramina, diminuem os níveis plasmáticos 

do hormônio. Assim, tem sido sugerido que há um feedback negativo via ação 

desses receptors sobre os níveis plasmáticos de grelina (NONOGAKI et al., 2006). É 

interessante observar que os animais separados demonstraram maior expressão do 

receptor 5ht1b no hipotálamo. Além disso, a realimentação após o período de jejum 

é capaz de promover a liberação de serotonina levando à diminuição da ingestão 

alimentar (NECTOW et al., 2017). Portanto, esses achados sugerem que a maior 

expressão do 5ht1b no hipotálamo observada neste estudo poderia estar envolvida 

tanto no feedback negativo sobre a grelina quanto numa possível hiperatividade na 

liberação de serotonina após a realimentação. Ambos os efeitos explicariam a 

hipofagia observada nos animais separados. Ademais, a análise de 24h não 

demonstrou alterações na ingestão alimentar indicando que o decréscimo do 

consumo pode ter ocorrido em resposta ao jejum e realimentação durante o período 

anterior e durante a SCS. 

A análise dos parâmetros da SCS demonstram que a menor ingestão 

alimentar ocorreu devido à menor duração da refeição com uma consequente 

diminuição do tamanho da refeição. Como mencionado no parágrafo anterior, uma 

possível liberação de serotonina após a realimentação agindo sobre uma grande 

concentração de receptores 5ht1b explicaria um menor tempo despendido no 
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comportamento de alimentação. Ademais, um possível aumento nas concentrações 

de grelina após o período de jejum poderia ter disparado o feedback negativo via 

ação do receptor 5ht1b (NONOGAKI et al., 2006) e agido sinergisticamente para 

inibir a ingestão. Essa ideia é reforçada pela observação da taxa de alimentação e 

da latência para iniciar a refeição, as quais não diferiram entre os grupos. A taxa de 

alimentação, definida como as calorias ingeridas por minuto (LIRA et al., 2014), 

demonstra que esses animais não têm uma fome voraz e a latência demonstra que 

ele não são mais ansiosos pela dieta mas se comportam de maneira semelhante ao 

grupo controle. 

A administração de fluoxetina antes da SCS demonstrou que não há 

diferenças entre os grupos quanto à ação da droga. A análise intragrupo, no entanto, 

revelou que apenas os animais controle diminuíram sua ingestão após a 

administração da fluoxetina comparado à administração de solução de NaCl a 0,9%. 

Portanto, esses resultados demonstram que as fêmeas separadas expostas a 

elevados níveis de serotonina, por ação da fluoxetina, não alterarão a resposta que 

elas demonstram antes da aplicação da droga, ou seja, a separação materna 

promove um fenótipo semelhante àquele que os animais controle apenas 

demonstram após a administração da droga anorética fluoxetina. A fluoxetina age 

inibindo a recaptação de serotonina pelo seu transportador. Assim, a serotonina 

permanece por mais tempo na fenda sináptica para agir nos receptores pós- 

sinápticos (UMEHARA et al., 2016). Neste estudo, nenhuma alteração foi observada 

na expressão do transportador serotoninérgico. Portanto, infere-se que a ação da 

fluoxetina foi similar em ambos os grupos de maneira que tanto os animais controle 

quanto os separados foram expostos a níveis similares de serotonina em reposta à 

inibição de sua recaptação pelo fármaco. Por outro lado, foi relatado que a ativação 

farmacológica do autorreceptor 5ht1b na rafe dorsal aumenta a atividade do SERT 

demonstrando a modulação deste receptor sobre a atividade do transportador 

(HAGAN et al., 2012). Portanto, não é possível descartar completamente uma 

influência da maior expressão do 5ht1b no hipotálamo sobre a atividade do SERT 

mesmo que a sua expressão gênica não tenha sido diferente entre os grupos. 

Foi proposto que a ativação do 5ht1b no hipotálamo envolve a 

hiperpolarização dos neurônios que sintetizam os neuropeptídeos orexígenos NPY e 

AgRP com a consequente inibição da liberação desses neuropeptídeos levando à 

diminuição da ingestão alimentar (HEISLER et al., 2006). Assim, seria esperado que 
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a ação da fluoxetina resultasse em maior inibição da ingestão considerando a maior 

expressão do 5ht1b no grupo separado. A ausência de alterações comparado ao 

grupo controle enfatiza a função do 5ht1b como um autorreceptor. Junto ao 5ht1a, o 

5ht1b tem sido descrito como um autorreceptor, com o 5ht1a agindo no corpo celular 

e o 5ht1b no terminal nervoso (HAGAN et al., 2012). Portanto, a maior expressão do 

autorreceptor 5ht1b poderia modular a ação do SERT aumentando-a (HAGAN et al., 

2012) e inibindo a ação da fluoxetina. 

Os níveis cerebrais de serotonina não foram determinados neste estudo, no 

entanto foi demonstrado que a separação materna aumenta os níveis cerebrais de 

serotonina em fêmeas (ARBORELIUS e EKLUND, 2007). Esta monoamina tem sido 

descrita como fundamental à ativação do eixo HPA (HEISLER et al., 2007), 

responsável por mediar a resposta ao estresse (SMITH e VALE, 2006). Essa 

ativação ocorre via 5ht2c (HEISLER et al., 2007). Além disso, foi demonstrado que 

os efeitos do estresse causado pela separação materna sobre o comportamento 

emocional são mediadas pela ação serotoninérgica via receptor 5ht2c durante a 

separação materna (SARKAR et al., 2014). Assim, embora neste estudo não tenha 

sido demonstrada nenhuma alteração na expressão gênica nas fêmeas na vida 

adulta, uma possível ação desse receptor durante a separação materna modulando 

os efeitos do estresse no início da vida sobre o comportamento alimentar em longo 

prazo não pode ser descartada. 

Em resumo, o presente experimento demonstrou que a separação materna 

durante a lactação afeta o comportamento alimentar em fêmeas de forma tardia,, na 

vida adulta. Esses efeitos sobre o consumo alimentar podem ser observados apenas 

numa idade mais avançada. Precisamente, aos 365 dias de vida quando comparado 

aos 35 dias. A nível molecular, o estresse por separação promove aumento da 

expressão do receptor serotoninérgico 5ht1b, mas não do 5ht2c ou do Sert no 

hipotálamo de animais adultos. Juntos, esses achados associam os efeitos da 

exposição ao estresse no início da vida sobre o comportamento alimentar em longo 

prazo ao aumento da expressão do receptor serotoninérgico 5ht1b, sugerindo que o 

sistema serotoninérgico medeia as alterações da separação materna sobre o 

comportamento alimentar. 
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Experimento 3: Efeito da separação materna sobre o comportamento alimentar 

hedônico e sistema dopaminérgico 

A discussão do experimento 3 encontra-se descrita no apêndice 1 no final 

desta tese em forma de artigo publicado na revista Appetite (ISSN: 0195-6663), 

volume 123, sob o título “Pre-weaning maternal separation increases eating later in 

life in male and female offspring, but increases brainstem dopamine receptor 1a and 

2a only in males”. 
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7 CONCLUSÃO 

 
A Separação materna neonatal promove ajustes de mecanismos do controle 

homeostático e hedônico do comportamento alimentar na vida adulta de ratos, 

envolvendo os sistemas de neurotransmissão serotoninérgico e dopaminérgico. 
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