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APRESENTAÇÃO 

Esta dissertação está estruturada em 3 partes:  

  Parte I - Introdução, Revisão da Literatura, Justificativa, Hipótese e Objetivos; 

  Parte II - Materiais e Métodos, Resultados e Discussão na forma de dois artigos 

científicos: o primeiro demonstrando os efeitos da deprivação materna a curto e longo 

prazo por meio da análise comportamental dos animais (endireitamento postural, geotaxia 

negativa, campo aberto, elevated plus-maze, placa quente, tail-flick,); e o segundo 

avaliando os efeitos tardios da deprivação materna e a exposição à dieta hipercalórica após 

o desmame dos animas mediante análises bioquímicas (BDNF, NGF, TNF-α, IL-6, IL-10). 

 Artigo 1: Maternal deprivation alters neuromotor reflex, anxiety-like behavior and 

nociception in a gender dependent manner in rats. 

 Artigo 2: Gender and maternal deprivation affects rats’ neurotrophins and 

neuroinflammatory levels more than palatable food. 

  Parte III – Discussão Geral, Conclusões, Referências, Aprovação da Comissão de Ética e a 

Produção Acadêmica Durante o Período de Mestrado. 

 

Observação: Detalhes técnicos mais precisos sobre a metodologia empregada em cada um dos 

trabalhos apresentados podem ser encontrados nos artigos científicos. 
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RESUMO 

O consumo de dieta ocidental altamente palatável e hipercalórica expõe os indivíduos, 

desde a primeira infância, a uma alimentação obesogênica. Essa dieta aumenta o prazer 

relacionado ao consumo alimentar estimulando o sistema de recompensa e alterando vias de 

sinalização do sistema nervoso central (SNC). Esses eventos são relacionados à perda do controle 

adequado do apetite. Por outro lado, exposição ao estresse também tem importante relação com 

controle alimentar. Uma importante fonte de estresse é a deprivação materna (DM) no período 

neonatal, trazendo prejuízos ao indivíduo ao longo da vida. Estudos em animais têm demonstrado 

que o estresse induzido pela DM nesse período provoca alterações neuroquímicas. Essas alterações 

têm sido relacionadas a transtornos mentais como ansiedade e depressão, assim como, obesidade 

na idade adulta. Considerando a relevância do tema, nessa dissertação avaliamos o efeito da DM 

no período neonatal e/ou exposição à dieta hipercalórica (leite condensado) após o desmame sobre 

parâmetros de desenvolvimento neuromotor, ponderais, comportamentais e neuroquímicos em 

ratos Wistar adultos jovens machos e fêmeas. Foram utilizados 64 ratos Wistar machos e fêmeas 

distribuídos em quatro grupos: Controle (C) – sem DM e exposto à dieta padrão; Deprivação 

Materna (DM)- animais submetidos à DM (P1-P10) e exposto à dieta padrão; Dieta Hipercalórica 

(DH) - sem DM e exposto à dieta hipercalórica (alimento palatável/leite condensado); e 

Deprivação Materna e Dieta Hipercalórica (DMDH)- animais submetidos à DM (P1-P10) e 

expostos à dieta hipercalórica (alimento palatável/leite condensado). Os efeitos da DM nos padrões 

de reflexos iniciais nos filhotes foram avaliados por meio dos testes de geotaxia negativa e 

endireitamento postural, assim como seus efeitos sobre a resposta nociceptiva avaliada por meio 

do teste da Placa Quente (PQ) e do Tail-Flick (TFL). Avaliamos também o comportamento do tipo 

ansioso por meio do teste do Labirinto em Cruz Elevado - Elevated Plus Maze (EPM) e a atividade 

locomotora pelo teste de Campo Aberto (CA) antes do desmame (P21). A partir de P21, os animais 

dos grupos DH e DMDH foram expostos a uma dieta hipercalórica/alimento palatável (leite 
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condensado) por três semanas e novamente avaliados a resposta nociceptiva, o comportamento do 

tipo ansioso e a atividade locomotora. Salientamos que foi analisado o efeito do gênero sobre todos 

os parâmetros analisados. Após a segunda leva de testes comportamentais, os animais foram 

mortos (P44) e retirados córtex cerebral, hipocampo e hipotálamo para a realização de dosagens 

bioquímicas. Foram dosados níveis do fator de desenvolvimento neuronal do encéfalo (BDNF), 

fator de crescimento neuronal 1 (NGF-1) e de citocinas pro-inflamatórias (IL6 e TNF-α) e anti-

inflamatória (IL10). Nossos resultados demonstram que a exposição à DM induz, em curto prazo 

(entre P20 e P21), alterações no desenvolvimento motor inicial, resposta nociceptiva térmica 

(aumento do limiar nociceptivo –PQ e TFL-fêmeas), aumento da atividade locomotora de fêmeas 

devido ao maior número de cruzamentos externos e do tempo de grooming em machos, o que pode 

estar relacionado a alterações em sistema dopaminérgico (teste CA); aumento no tempo de 

permanência nos braços abertos dos animais deprivados sugerindo um efeito ansiolítico dessa 

intervenção, aumento no número de non-protected head dipping (NPHD) em machos, 

comportamentos relacionados à atividade exploratória e avaliação de risco (teste do EPM). Os 

efeitos tardios da DM, avaliados entre P42 e P43, foram observados na resposta nociceptiva 

(diminuição do limiar nociceptivo dos machos -TFL) e no teste EPM apenas os machos 

apresentaram maior número de rearings, indicativo de aumento na atividade exploratória 

dependente de gênero da DM. Quando expostos à DH, os machos apresentaram maior ganho de 

peso e índice de Lee. A DH induziu um aumento no peso relativo de tecido adiposo, independente 

do sexo. Foram observados efeitos tardios da DM e do gênero sobre os níveis de BDNF nas 

estruturas cerebrais avaliadas. Efeito da exposição à DH foi observado apenas nos níveis  

hipotalâmicos de NGF-1. Fêmeas apresentaram níveis mais elevados de BDNF e IL-6 em 

hipocampo e hipotálamo, e de TNF-α em hipotálamo. Em níveis corticais de IL10 houve interação 

entre gênero e DM. Concluindo, esses achados contribuem para um maior entendimento dos 

possíveis efeitos da exposição precoce a um estressor e/ou ao alimento palatável na 
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infância/adolescência, demonstrando diferentes respostas de acordo com gênero às intervenções 

propostas. Além disso, diferenças entre o gênero per se foram observadas, sugerindo a importância 

de incluir ambos os sexos nas investigações pré-clínicas a fim de trazer maior translacionalidade 

aos estudos. 

Palavras-chave: roedor, separação materna, leite condensado, alimento palatável, comportamento, 

interleucinas, neurotrofinas. 
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ABSTRACT 

 The consumption of a highly palatable and hypercaloric Western diet exposes individuals, 

from early infancy, to an obesogenic diet. This diet increases the pleasure related to food 

consumption by stimulating the reward system and altering Central Nervous System (CNS) 

signaling pathways. These events are related to loss of adequate appetite control. On the other hand, 

stress exposure also has important relation with food control. An important source of stress is 

maternal deprivation (MD) in the neonatal period, causing lifetime impacts.  Animal studies have 

shown that stress induced by MD causes neurochemical changes. These changes have been related 

to mental disorders such as anxiety and depression, as well as obesity in adulthood. Considering the 

relevance of this topic, in this dissertation we evaluated the effect of MD in neonatal period and / or 

exposure to hypercaloric diet (condensed milk) after weaning on neuromotor, ponderal, behavioral 

and neurochemical development parameters in young adult male and female Wistar rats. Sixty-four 

male and female Wistar rats were distributed into four groups: Control (C) - without MD and 

exposed to the standard diet; Maternal Deprivation (MD) - animals submitted to MD (P1-P10) and 

exposed to the standard diet; Hypercaloric (HD) diet - without MD and exposed to the hypercaloric 

diet (palatable food / condensed milk); and Maternal Deprivation and Hypercaloric Diet (MDHD) - 

animals submitted to MD (P1-P10) and exposed to the hypercaloric diet (palatable food / condensed 

milk). The effects of MD on the initial reflex patterns in the pups were evaluated by the negative 

geotaxis and righting reflex tests, as well as their effects on the nociceptive response assessed by the 

Hot Plate (HP) and Tail-Flick tests (TFL). We also evaluated the anxiety-like behavior through the 

Elevated Plus-Maze (EPM) test and the locomotor activity by the Open Field Test (OF) before 

weaning (P21). From P21, the animals from the HD and MDHD groups were exposed to a 

hypercaloric / palatable diet (condensed milk) for three weeks and the nociceptive response, 

anxious-like behavior and locomotor activity were evaluated once again. We emphasize that the 

effect of gender in all parameters was analyzed. After the second set of behavioral tests, the animals 
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were killed (P44) and the cerebral cortex, hippocampus and hypothalamus were removed for 

biochemical measurements. Levels of neuronal brain development factor (BDNF), neuronal growth 

factor 1 (NGF-1) and proinflammatory cytokines (IL6 and TNF-α) and anti-inflammatory cytokine 

(IL10) were measured. Our results demonstrate that the exposure to MD induces, in the short term, 

changes in the initial motor development, thermal nociceptive response (increase of the nociceptive 

threshold - PQ and TFL-females), increases locomotor activity of females due to the greater number 

of outter crossings and grooming time in males, which may be related to changes in dopaminergic 

system (OF test); increases time spent in open arms of deprived animals suggesting an anxiolytic 

effect of this intervention, increases the number of non-protected head dipping (NPHD) in males, 

behaviors related to exploratory activity and risk assessment (EPM test). The late effects of DM, 

evaluated between P42 and P43, were observed in the nociceptive response (decrease males’ 

nociceptive thresholds in the TFL) and in the EPM test males presented a greater number of 

rearings, indicative of an increase in exploratory activity dependent on gender. When exposed to 

HD, males showed greater weight gain and Lee index. HD induced an increase in the relative 

adipose tissue weight, regardless of sex. Late effects of MD and gender on the BDNF levels were 

observed in the brain structures evaluated. Effect of HD exposure was observed only on the 

hypothalamic levels of NGF-1. Females presented higher levels of BDNF and IL-6 in hippocampus 

and hypothalamus, and TNF-α in the hypothalamus. At cortical levels of IL-10 there was interaction 

between gender and MD. In conclusion, these findings contribute to a better understanding of the 

possible effects of early exposure to a stressor and / or palatable food in childhood / adolescence, 

demonstrating different responses according to gender to the proposed interventions. In addition, 

gender differences per se were observed, suggesting the importance of including both genders in 

preclinical investigations in order to bring greater translationality to the studies. 

Keywords:  rodent, maternal separation, condensed milk, palatable food, behavior tets, interleukins, 

neurotrophins.
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1 INTRODUÇÃO 

O número de crianças de 6 a 11 anos com sobrepeso e obesidade vem 

aumentando drasticamente, passando de 7% em 1980 para 18,8% em 2004 (Ogden et 

al. 2016). Acredita-se que o padrão alimentar obesogênico que caracteriza a 

alimentação conhecida como Western Style Diet, ou dieta ocidental altamente 

palatável e hipercalórica, contribua com as alarmantes taxas de sobrepeso e obesidade 

vigentes (Varlamov 2016). Sobrepeso e obesidade induzem graves problemas de 

saúde, elevando o risco do desenvolvimento de doenças como diabetes, cardiopatias, 

depressão, doenças neurodegenerativas, doenças musculoesqueléticas e alguns tipos 

de câncer (de Wit et al. 2010; Luppino et al. 2010; Keller et al. 2011; WHO, 2015). 

Sabe-se que o controle alimentar pode ser influenciado pela exposição a um 

fator estressante, uma vez que a ativação do eixo HHA (hipotálamo-hipófise-adrenal) 

induz a liberação de glicocorticóides que alteram a sinalização do apetite (Ulrich-Lai 

et al. 2015). O descontrole alimentar e o consumo desenfreado de dieta obesogênica 

altamente palatável estão relacionados ao aumento de obesidade em diversos países. 

O aumento da prevalência de sobrepeso e de obesidade em crianças e adolescentes é 

ainda mais preocupante. Modelos animais que mimetizam o ganho de peso que ocorre 

em humanos vêm sendo amplamente utilizados nos últimos anos, com a finalidade de 

aperfeiçoar abordagens terapêuticas em quadros de compulsão por alimentos 

palatáveis (Corwin et al. 2011; Segni et al. 2014). 

O estresse da vida diária aliado ao consumo excessivo de desses alimentos 

hipercalóricos, associados ao sedentarismo e pré-disposição genética, desencadeiam 

um balanço energético positivo onde o consumo supera o gasto (Kanoski e Davidson 

2011).  Ademais, o consumo de dieta palatável aumenta o prazer relacionado ao 

consumo alimentar, estimulando o sistema de recompensa e alterando vias de 
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sinalização do Sistema Nervoso Central (SNC). Esses eventos estão relacionados à 

perda do controle adequado do apetite (Blundell et al. 1995; Erlanson-Albertsson 

2005; Bessesen 2011; Kenny 2011). Estudo experimental demonstrou que animais 

com comportamento do tipo ansioso buscam mais esse tipo de alimento a fim de 

reduzir sintomas relacionados à ansiedade (Machado et al. 2013). 

Fatores estressantes no início da vida, como a deprivação materna (DM), 

podem gerar alterações comportamentais que são capazes de perdurar ao longo do 

tempo.  A DM é entendida como uma fonte de estresse no período neonatal (Benetti et 

al. 2009) capaz de induzir alterações no processo de neuroplasticidade, estando 

relacionado a comportamentos do tipo depressivo, ansioso, compulsão alimentar e 

déficits em diferentes tarefas comportamentais cognitivas (Levine et al. 1988; Maciag 

et al. 2002, Aisa et al. 2009, Benetti et al. 2009). 

O período neonatal, fase em que o modelo de DM é aplicado, compreende 

desde o nascimento da prole até o final da lactação, e nesse período ocorre maturação 

funcional e ganho de peso corporal dos filhotes. Nessa época, a progenitora é 

responsável pela sobrevivência da prole, sendo a primeira fonte de alimentação, 

limpeza e alento térmico, interferindo diretamente no desenvolvimento dos sistemas 

fisiológicos de modulação do comportamento nesses animais. Modificações nessa 

relação mãe-filhote podem influenciar o comportamento emocional e as respostas ao 

estresse na vida adulta (Huot et al. 2004). Um estresse neonatal, como a DM, ativa o 

eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA) levando à liberação de hormônio liberador de 

corticotropina (CRH) por neurônios do núcleo paraventricular (PVN) do hipotálamo 

no sistema porta hipofisário. CRH liga-se aos seus receptores na hipófise e desencadeia 

a secreção do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) na corrente sanguínea, que por 

sua vez estimula a síntese e liberação de glicocorticóides a partir da medula da 
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glândula adrenal (cortisol em humanos e corticosterona em roedores). O controle do 

eixo HHA ocorre por retroalimentação negativa sobre hipotálamo, hipófise e por ação 

de hormônios secretados no próprio eixo (Bear et al. 2017). Ao mesmo tempo, o 

estresse também desencadeia a ativação do sistema nervoso simpático com liberação 

das catecolaminas epinefrina e norepinefrina da medula adrenal (Chrousos 2009). 

Além disso, respostas neuroquímicas desencadeadas pelo estresse podem levar a 

alterações comportamentais, imunológicas, metabólicas, bem como doenças 

cardiovasculares e sintomas depressivos (Gobinath et al. 2014; Contoreggi 2015). 

Como a DM é capaz de causar alterações no eixo HHA e acarretar em sintomas 

de depressão e ansiedade, testes como o labirinto em cruz elevado (Plus-Maze–EPM) 

vem sendo aplicado em estudos pré-clínicos a fim de avaliar o comportamento do tipo 

ansioso nos animais submetidos a esse modelo de estresse precoce (Cao et al. 2016; 

Wang et al. 2017). Essa ferramenta também é utilizada em estudos para avaliar o 

comportamento do tipo ansioso em animais expostos a dietas hipercalóricas, uma vez 

que alimentos palatáveis podem influenciar esse parâmetro (Kim et al. 2017). Além 

disso, o comportamento locomotor e exploratório de animais também é impactado pela 

exposição à DM neonatal ou pela oferta de alimento palatável (Jaimes-Hoy et al. 2016; 

Xu et al. 2018). Essas variáveis, em roedores, são comumente avaliadas pelo teste do 

campo aberto (CA) (Aya-Ramos et al. 2017; MacKay et al. 2017; Lockie et al. 2017).  

 Dentre as alterações neuroquímicas ocasionadas pelo modelo de DM em ratos e 

camundongos, podem ser citados diminuição da expressão de fatores neurotróficos 

derivados do encéfalo (BDNF) (Fumagalli et al. 2004; Lippmann et al. 2007) e 

alteração na expressão de receptores glutamatérgicos em hipocampo (Pickering et al. 

2006) interferindo na neurogênese (Kikusui et al. 2009).  Além disso, os níveis do fator 

de crescimento neural 1 (NGF-1) também parece estar alterado em animais submetidos 
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ao modelo de estresse neonatal, especialmente em hipocampo, hipotálamo e córtex 

cerebral (Cirulli et al. 2000; Roceri et al. 2004; Cirulli et al. 2007). Outros importantes 

biomarcadores, como citocinas pró-inflamatórias, tem suas expressões alteradas em 

animais deprivados no período neonatal: o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) 

apresenta níveis aumentados no hipocampo e córtex pré-frontal (Pinheiro et al. 2015), 

assim como os níveis de interleucina 6 (IL-6) em córtex pré-frontal e hipocampo 

(Audet et al. 2010, 2011; Sukoff Rizzo et al. 2012). 

Outro ponto a ser considerado, é de que a maioria dos estudos experimentais 

que avaliam a relação entre exposição ao estresse e parâmetros de obesidade são 

realizados em animais machos (Michopoulos 2016). Investigações utilizando-se 

fêmeas parecem ser de fundamental importância, a fim de avaliar se as respostas frente 

às intervenções variam de acordo com o gênero, promovendo maior translacionalidade 

aos estudos pré-clínicos. Assim sendo, o entendimento das alterações neuroquímicas e 

comportamentais ocasionadas pela DM e sua relação com a exposição a um alimento 

palatável durante a infância/adolescência, avaliando possíveis diferenças de gênero, 

auxiliarão a busca de abordagens terapêuticas mais específicas para o tratamento 

nessas situações. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1Estratégias para localizar e selecionar informações 

 Para realização desta revisão de literatura buscou-se apresentar os principais 

aspectos relacionados à deprivação materna e dieta hipercalórica, relacionando-os com 

os principais achados do nosso estudo. A estratégia de busca envolveu as seguintes 

bases de dados: MEDLNE (PubMed), LILACS e SciELO. Somente estudos com 

animais e publicações nos últimos 15 anos foram selecionadas (2003 a 2018), sendo que 

livros e monografias também foram consultadas para esclarecimentos de assuntos de 

interesse. 

 Nos sites PubMed, LILACS e SciELO foram realizadas buscas utilizando-se as 

seguintes palavras-chave: maternal deprivation, hypercaloric diet, nociception, NGF e 

IL-6. 

 Utilizando-se o termo maternal deprivation foram encontrados 1507 artigos no 

PubMed, 6 no LILACS e 4 no SciELO. Já com o descritor hypercaloric diet foram 

encontrados 169 artigos no PubMed, 13 no LILACS e 2 no SciELO.  Enquanto que para 

nociception foram encontrados 5619 artigos no PubMed, 98 no LILACS, 20 no 

SciELO. Quanto à pesquisa de artigos utilizando como descritores a neurotrofina NGF e 

a interleucina IL-6, foram encontrados 5058 e 38451 artigos no PubMed, 15 e 216 no 

LILACS, 3 e 30 no SciELO, respectivamente. 

 Refinando-se a busca por meio de cruzamentos entre as palavras-chave acima, 

foram encontrados um número reduzido de publicações, conforme demonstrado na 

Figura 1. 
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Figura 1. Fluxograma das pesquisas realizadas nas principais bases de dados. 

PALAVRAS-CHAVE: 

1 MATERNAL DEPRIVATION 

2 HYPERCALORIC DIET  

3 NOCICEPTION 

4 NGF 

5 IL-6 

PubMed 

1 = 1507 

2 = 169 

3 = 5619 

4 = 5058 

5 = 38451 

 

 

 

LILACS 

1 = 6 

2 = 13 

3 = 98 

4 = 15 

5 = 216 

 

 

SciELO 

1 = 4 

2 = 2 

3 = 20 

4 = 3 

5 = 30 

 

 

 

 
1 e 2 = 1 

1, 2 e 3 = 0 

1, 2, 3 e 4 = 0 

1, 2, 3, 4 e 5 =0 

 

 

 

1 e 2 = 0 

1, 2 e 3 = 0 

1, 2, 3 e 4 = 0 

1, 2, 3, 4 e 5 = 0 

 

1 e 2 = 0 

1, 2 e 3 = 0 

1, 2, 3 e 4 = 0 

1, 2, 3, 4 e 5 = 0 
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2.2 Controle Alimentar 

O controle alimentar é um comportamento que sofre influência do comportamento 

motivado, somos motivados a comer para manutenção das reservas energéticas do nosso 

organismo (Bear et al. 2017). Desta forma, a motivação é necessária para que um 

comportamento ocorra, porém não garante que o mesmo aconteça. A ingestão de alimento é 

estimulada quando neurônios do hipotálamo localizados na zona paraventricular detectam 

queda dos hormônios liberados por adipócitos. Envolvido na homeostase corporal, o 

hipotálamo além da manutenção do controle energético, regula o balanço de fluidos e a 

temperatura corporal, sendo que neurônios que estimulam o comportamento alimentar 

encontram-se no hipotálamo lateral (Bear et al. 2017). 

Historicamente, acreditava-se que a ―teoria periferalista‖ do comportamento alimentar 

fosse responsável pelo controle da fome. Essa teoria considerava que a fome seria resultado 

de sensações periféricas oriundas de contrações do estômago. Desta forma, a saciedade só 

ocorreria quando as contrações estomacais fossem cessadas, por meio da total distensão do 

órgão pela ingestão de alimentos (de Oliveira 2005).  

Porém, surgiram evidências contrárias a essa teoria: animais com estômagos extirpados 

apresentavam consumo regular de alimentos e a injeção de insulina provocava aumento da 

ingesta de alimentos mesmo em animais vagotomizados. A partir desse momento, passou-se 

a acreditar que o controle da fome pudesse estar relacionado ao SNC, ficando conhecido 

como ―teoria centralista‖, baseada no papel do hipotálamo sobre o comportamento alimentar 

(de Oliveira 2005). 

Portanto, a ingestão de alimentos é realizada por um sistema complexo, relacionando 

sinais periféricos (hormonais) e centrais (neuroquímicos) que atuam em conjunto a fim de 

detectar e integrar informações provenientes de estímulos internos e externos ao organismo
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 (Berthoud e Morrison 2008; Barrett et al. 2014). 

Em 1940, A.W. Hetherington e S.W. Ranst, da Universidade Northwestern, 

descobriram que lesões no hipotálamo lateral (HL) de ratos causavam anorexia, enquanto 

que lesões no hipotálamo ventromedial (HVM), obesidade. Esse fato também é aplicado 

para humanos. Anorexia causada por lesão no hipotálamo lateral é conhecida como 

síndrome hipotalâmica lateral enquanto que o quadro de obesidade, gerado por lesões no 

hipotálamo ventromedial é conhecido como síndrome hipotalâmica ventromedial (Figura 2) 

(Bear et al. 2017). 

 

                                                                                                                 

 
 

 
 

 

 

Figura 2. Comportamento alimentar e peso corporal alterados por lesões 

bilaterais do hipotálamo de ratos. (a) síndrome hipotalâmica lateral – caracterizada por 

anorexia- lesões no HL. (b) síndrome hipotalâmica vendromedial- caracterizada por obesidade- 

lesões no HVM. Fonte: (A autora, adaptado de Bear et al. 2017).  

Dois grandes grupos de neurônios no núcleo arqueado do hipotálamo exercem 

importantes funções na regulação da ingesta alimentar que expressam: neuropeptídios 
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orexígenos – que estimulam a ingestão alimentar – e neuropeptídios anorexígenos - que 

reduzem a ingestão alimentar (Nelson e Cox 2006; Maior 2012). Neurônios orexígenos 

expressam o neuropeptídeo Y (NPY) e o peptídeo relacionado à Agouti (AgRP) - 

antagonista dos receptores de melanocortina. Enquanto que os neurônios anorexígenos 

expressam pró-opiomelanocortina (POMC) e o transcrito relacionado à cocaína e à 

anfetamina (CART) (Grill 2006). 

NPY e AgRP estimulam a ingestão de alimentos por meio da ativação de receptores 

Y1/5 nos neurônios de segunda ordem. Ao passo que POMC e CART aumentam o gasto 

energético e a perda de peso por meio da produção do hormônio anorexígeno estimulante de 

α-melanócitos (α-MSH) e ativação de receptores de melanocortina 3 e 4 (MC3/MC4) em 

neurônios de segunda ordem (Bear et al. 2017).  

A regulação periférica (hormonal) do comportamento alimentar envolve basicamente 

três principais sistemas: hormônios produzidos pelo tecido adiposo (leptina, adiponectina e 

resistina), pelo pâncreas (insulina e polipeptídio pancreático–PP) e pelo trato gastrointestinal 

(peptídeo YY, grelina, peptídeo semelhante ao glucagon 1 – GLP-1, oxitomodulina e 

colecistocinica – CCK) (Dornelles 2010). 

Dentre os hormônios gastrointestinais, destaca-se a grelina: peptídeo com ação 

orexígena, formado por 28 aminoácidos e ação mediada pelo aumento das vias NPY/AgRP e 

inibição dos neurônios POMC. Sua síntese ocorre principalmente no estômago, na mucosa 

oxíntica, apresentando picos de secreção antes da refeição, com queda significativa 

imediatamente após a ingestão alimentar (Maior 2012; Cavalcanti e Lins 2017). Além de 

estimular a ingestão de alimentos, a grelina é capaz de aumentar a motilidade gástrica e 

reduzir a secreção de insulina (Cavalcanti e Lins 2017). Outro importante peptídeo é a 

colecistoquinina (CCK): sintetizada no duodeno e jejuno, assim como no cérebro e no 
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sistema nervoso entérico (Cavalcanti e Lins 2017), sendo o principal hormônio responsável 

pela sensação de saciedade pós-prandial (Hojo et al. 2007). Já o peptídeo semelhante ao 

glucagon (GLP-1) além de agir como incretina, apresenta ação anorexígena e é expresso no 

cérebro, trato gastrointestinal e pâncreas. Seus níveis aumentam após a refeição e reduzem 

no estado de jejum. Possui efeito sobre a liberação de insulina e exerce efeitos tróficos nas 

células β pancreáticas (Alvarez-Leite et al. 2016). 

Importantes hormônios sintetizados pelo tecido adiposo também estão ligados ao 

comportamento alimentar e o peso corporal, como a leptina. Esse hormônio exerce suas 

ações anorexígenas por meio da inibição de neurônios NPY/AgRP e ativação dos 

POMC/CART. Sua ação age principalmente sobre a massa de gordura corporal e aumento 

do gasto energético. Camundongos deficientes desse hormônio (ob/ob) ou de seus receptores 

(db/db) não apresentam adequada percepção do armazenamento de gordura resultando em 

quadros de hiperfagia, resistência insulínica e obesidade (Alvarez-Leite et al. 2016). Já 

dentre os hormônios sintetizados pelo pâncreas que influenciam o controle alimentar, 

destaca-se a insulina: assim como a leptina, estão relacionadas ao balanço energético sendo 

responsáveis pela regulação dos estoques de energia em longo prazo. A liberação da insulina 

está diretamente relacionada ao consumo alimentar (sendo rapidamente liberada após a 

refeição) e sua ação dá-se pela capacidade de ativar neurônios POMC no núcleo arqueado 

do hipotálamo ( Alvarez-Leite et al. 2016). 

No que tange sobre o comportamento hedônico do controle alimentar, o sistema de 

recompensa exerce um papel fundamental sobre a ingesta de alimentos. Alimentos 

palatáveis, ricos em açúcar e gordura, são capazes de modular sinais metabólicos de fome e 

saciedade, prolongando a ingestão, ativando o sistema de recompensa, aumentando a 

motivação para obtenção desses alimentos (Colantuoni et al. 2001; Sclafani e Ackroff 2003; 

Ribeiro e Santos 2013). Essa motivação, em alguns indivíduos, pode se sobrepor aos sinais 
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homeostáticos, promovendo o aumento de peso e obesidade (Zheng et al. 2009; Ribeiro e 

Santos 2013). O mecanismo hedônico do controle alimentar, diferentemente do mecanismo 

homeostático, ainda é pouco esclarecido (Ribeiro e Santos 2013). 

No sistema de recompensa mesolímbico, mensageiros químicos (dopamina, serotonina, 

GABA, acetilcolina e encefalina) atuam em conjunto a fim de promover a liberação de 

dopamina no núcleo accumbens (NAc). Alimentos palatáveis são capazes de ativar esse 

circuito, caracterizando fenômenos relacionados à adição (Morton et al. 2006; Ribeiro e 

Santos 2013). As principais zonas cerebrais que fazem parte desse sistema são o NAc e a 

área tegmental ventral (VTA) (Kelley e Berridge 2002). Entretanto, outras áreas parecem 

estar envolvidas nos processos de recompensa: o estriado ventral (EV), a substância nigra 

(SN), o córtex orbito frontal (COF), o córtex cingulado anterior (CCA), o pallidum ventral 

(PV), a amígdala, o hipocampo e estruturas específicas do tronco cerebral (Haber e Knutson 

2010; Ribeiro e Santos 2013). 

A recompensa alimentar é composta basicamente por 3 principais elementos:  o 

componente hedônico (liking), a motivação (wanting) e a aprendizagem (learning), que 

permite fazer associações e predições (Berridge 2009). O liking se manifesta no 

comportamento hedônico da ingestão alimentar e deriva da sinalização de sistemas cerebrais 

subcorticais. O wanting é um elemento motivacional ativado por estímulos de recompensa 

visuais e/ou olfativos, que induz a busca por alimentos, relacionado a comportamentos do 

tipo craving. O wanting está relacionado aos sistemas mesolímbicos cerebrais, 

especialmente os que envolvem a dopamina (Mela 2006). Porém, o comportamento de 

recompensa pode ocorrer na ausência de prazer, como ocorre em indivíduos com adição a 

drogas. Sabe-se que indivíduos obesos em situação de estresse psicológico apresentam um 

aumento do wanting e da ingestão de alimentos mesmo na ausência de fome (Lemmens et 

al. 2011). O estresse é capaz de induzir a ingestão de alimentos por meio do aumento do 
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wanting e da redução do liking após as refeições. Em situações de estresse, parâmetros de 

liking pós-prandiais foram significativamente menores em obesos do que em indivíduos 

normoponderais (Bellisle et al. 2012). Isso sugere que possa haver uma alteração no 

processo de recompensa nesses indivíduos, o que pode levar a uma procura excessiva pela 

recompensa e aumento dos parâmetros ponderais (Born et al. 2010). 

 A dopamina, principal neurotransmissor envolvido na recompensa alimentar, parece 

promover a motivação para a busca de alimento, ou seja, está relacionada ao wanting 

(Berridge 2009). Alimentos palatáveis são capazes de estimular a liberação desse 

neurotransmissor no núcleo estriado dorsal e, o nível dessa indução é diretamente 

proporcional ao prazer obtido por meio do consumo do alimento (Small et al. 2003). Em 

indivíduos obesos parece existir uma menor capacidade de sinalização da dopamina, seja por 

redução na disponibilidade de receptores D2 (Wang et al. 2001) e/ou redução da ativação da 

dopamina no estriado em resposta os estímulo gerado pelo alimento palatável (Stice et al. 

2008). Nesses indivíduos, não há uma adequada resposta da recompensa por meio da 

ingestão (redução do liking) e um aumento na sensibilidade gerada pelos alimentos 

(aumento do wanting) (Ribeiro e Santos 2013). 

Além da dopamina, o sistema opiodérgico também parece estar envolvido na 

regulação da ingesta alimentar (Bodnar 2004; Macedo et al. 2016). Estímulos de 

recompensa (naturais ou por drogas de adição) são capazes de estimular peptídeos opióides 

endógenos que atuam em receptores do tipo μ, k e δ, acarretando um aumento na percepção 

hedônica, ou seja, do liking (Barbano e Cador 2007). Alguns estudos têm demonstrado que 

antagonistas opioidérgicos reduziram seletivamente a ingestão de alimentos palatáveis, 

principalmente os hipercalóricos, ricos em gordura e açúcar (Yeomans e Gray 2002; Nathan 

et al. 2012). Destacamos ensaios clínicos que mostraram que os antagonistas de opióides, 

naloxona e a naltrexona, são capazes de reduzir a ingestão alimentar de obesos e de 
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indivíduos normoponderais (Trenchard and Silverstone 1983; Fantino et al. 1986; Bertino et 

al. 1991; Drewnowski et al. 1992). Por outro lado, morfina, um agonista opioide, é capaz de 

aumentar a frequência de disparo de neurônios dopaminérgicos mesolímbicos no VTA, 

confirmando a influência do sistema opióide sobre o sistema dopaminérgico (Matthews e 

German 1984; Sclafani e Ackroff 2003).  

De forma geral, é possível concluir que a regulação do comportamento alimentar 

humano envolve um sistema complexo, havendo interação entre o SNC e periferia (por meio 

de hormônios). Além disso, fatores psicológicos e ambientais não podem ser deixados de 

lado, pois também exercem um papel fundamental sobre esse parâmetro. 

2.3 Modelos de Dietas Hipercalóricas em Roedores 

Nos últimos anos, dietas hipercalóricas ou hiperlipídicas vêm sendo utilizadas para 

indução da obesidade em roedores (Macedo et al. 2015; Damanaki et al. 2018). Esses 

modelos animais possuem semelhanças às respostas metabólicas decorrentes da obesidade 

em humanos (Rosini et al. 2012). A ingestão de alimentos hipercalóricos em ratos também é 

capaz de induzir comorbidades associadas à obesidade, mimetizando o que ocorre em 

humanos (Dobrian et al. 2000; Petry et al. 2000, 2000; Nascimento et al. 2008). 

A capacidade do alimento palatável em alterar os níveis de interleucinas pró-

inflamatórias, como a interleucina 6, já foi descrita em estudos (Zeeni et al 2015; Collins et 

al. 2016; Vaidya et al. 2017). A leptina é uma adipocina secretada por adipócitos maduros, 

que é capaz de regular a produção de citocinas pró-inflamatórias (Paz-Filho et al. 2012). 

Esse hormônio regula o comportamento alimentar e o metabolismo energético, e suas 

concentrações circulantes se correlacionam diretamente com o conteúdo de gordura corporal 

(Zhang et al. 1994; Frederich et al. 1995). 

 Para aplicação do modelo de indução de obesidade por meio da dieta hipercalórica é 
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desejável que o número de animais por caixa não seja superior a quatro, e se a estrutura do 

biotério permitir, o aumento da temperatura ambiente e do ciclo escuro também podem 

facilitar a obtenção do resultado. Isso porque o aumento da temperatura ambiente diminui o 

gasto energético que o animal necessitaria para manter sua temperatura corporal, gerando 

um balanço energético positivo. Além disso, o aumento no ciclo escuro favorece a ingesta 

de alimentos, já que roedores são mais ativos durante esse ciclo (Rosini et al. 2012). A idade 

do animal no início do protocolo experimental é outro fator que pode influenciar no ganho 

de peso: animais jovens apresentam metabolismo que favorece o ganho de massa magra. Por 

este motivo, animais mais velhos (em torno de 100 dias de idade) são mais utilizados para 

aplicar o modelo de indução de obesidade utilizando dietas hipercalóricas (Tschöp e Heiman 

2001; Rosini et al. 2012). 

 A composição da dieta varia de acordo com o estudo. Alguns autores utilizam a dieta 

de cafeteria, composta basicamente por wafler, bolachas recheadas, salsichas, salgadinhos, 

leite condensado e refrigerante (de Oliveira et al. 2014; Oliveira et al. 2015). Porém, há 

estudos que adaptam a dieta de cafeteria e utilizam outros alimentos, como: bacon, salame, 

manteiga, queijo, patê e batata frita (de Schepper et al. 1998; López et al. 2003). Dietas 

hipercalóricas citadas na literatura incluem a utilização de alimentos como: amendoim, 

chocolate, biscoito de milho ou amido, leite condensado, sacarose, batata frita, macarrão 

instantâneo, queijo ralado e wafler  (Naderali et al. 2001; Burneiko et al. 2006; de Moraes et 

al. 2007, 2008; Nascimento et al. 2008; Zambon et al. 2009). Enquanto que em dietas 

hiperlípidicas são adicionadas maiores concentrações de gorduras, por meio da utilização de 

óleo de soja, amendoim ou banha de porco (Estadella et al. 2004; Guerra et al. 2007; da 

Silva et al. 2010). 

De qualquer forma, independentemente dos alimentos que fazem parte da dieta, a 

composição da dieta hipercalórica ofertada aos animais deve apresentar quantidades de 
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calorias superiores à ração padrão ―controle‖. Há no mercado rações hipercalóricas 

padronizadas como a ―WESTERN RD‖ fabricada pela empresa Special Diets Services (Saint 

Gratien/França), composta por 21,4 % de lipídeos, 17,5 % proteínas e 50 % carboidratos, 

totalizando 4,6 g/kcal. Essa dieta vem sendo utilizada em alguns estudos pré-clínicos 

(Auberval et al. 2014; Lozano et al. 2016). 

O leite condensado, um dos alimentos utilizados nas dietas hipercalóricas, é  

composto por leite integral, açúcar e lactose, sendo composto 55% por carboidratos, 13% 

por lipídeos, 5% por proteínas e 0,1% por sódio. Vinte gramas (20g) de leite condensado 

equivalem a 3,3 kcal/g. Como sua composição é semelhante à dieta de cafeteria (que inclui 

vários alimentos) e apresenta valor energético cerca de 14% superior à ração padrão 

―controle‖ (Tabela 1), este produto parece ser uma alternativa de oferta de alimentação 

hipercalórica aos animais por meio de um único alimento.  

Ração Padrão (Nuvilab CR-1) Leite Condensado 

4,5 % lipídios 13% lipídios 

22% proteínas 5 % proteínas 

55% carboidratos 55% carboidratos 

  

Total: 2,9 kcal/g Total: 3,3 kcal/g 

Tabela 1. Comparação entre a composição nutricional da ração padrão Nuvilab 

e o leite condensado. 

 

Estudos utilizando apenas o leite condensado como alimento palatável e 

hipercalórico vêm sendo realizados nos últimos anos (Hume et al. 2016, 2017; Marshall et 

al. 2017; Matzeu et al. 2017) e apresentam resultados promissores como alternativa à dieta 

de cafeteria, dado sua fácil manipulação e praticidade. Sendo assim, nesse estudo os animais 

foram expostos após o desmame à dieta hipercalórica composta somente por leite 
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condensado. 

2.4 Parâmetros de Desenvolvimento Ponderais 

A obesidade caracteriza-se por ser uma doença crônica, abrangendo fatores sociais, 

comportamentais, ambientais, culturais, psicológicos, metabólicos e genéticos. É definida 

pelo acúmulo de gordura corporal resultante do desequilíbrio energético prolongado, que 

pode ser causado pelo excesso de consumo de calorias e/ou inatividade física (WHO 2000; 

HHS 2000). 

Fatores ambientais e de estilo de vida, como hábitos alimentares inadequados e 

sedentarismo, levam a um balanço energético positivo favorecendo o surgimento de 

sobrepeso e obesidade (HHS 2001; WHO 2015).  

O excesso de peso corporal pode ser estimado por diferentes métodos, como pregas 

cutâneas e relação cintura-quadril. Entretanto, devido a simplicidade de execução, baixo 

custo e correlação com a gordura corporal, o índice de massa corporal (IMC) é amplamente 

utilizado e aceito para estudos epidemiológicos em humanos (Figura 3) (Anjos 1992; 

Andrade et al. 2003).  Valores de IMC acima de 25,0 kg/m
2
 indicam excesso de peso, 

valores de 25,0 kg/m
2
 a 29,9 kg/m

2 
correspondem a sobrepeso e valores de IMC ≥ 30,0 

kg/m
2
 caracterizam obesidade (NIH 1998). Porém essa metodologia apresenta limitações, já 

que esse indicador pode superestimar a gordura em indivíduos musculosos e subestimar 

gordura corporal de pessoas que tiveram redução da massa muscular. 

 

 

 

Figura 3.  Fórmula para cálculo do índice de massa corporal (IMC). 

Peso(kg) 

Altura x Altura(m) 
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Em animais, especialmente em roedores, é possível estimar o IMC calculado em 

humanos por meio do índice de Lee.  Esse parâmetro é calculado baseado na razão da raiz 

cúbica do peso corporal (g), sobre o comprimento nasoanal (cm) do animal, multiplicado 

por 100 para obtenção do calculo em porcentagem (Figura 4) (Moura et al. 2008). 

 

 

 

Figura 4.  Fórmula para cálculo do índice de Lee. 

 Outro parâmetro ponderal que pode ser utilizado em modelos animais é a dissecação 

e pesagem do tecido adiposo (gordura retroperitoneal, mesentérica, subcutânea e 

perigonadal), relacionando com o peso corporal, obtemos o peso relativo de tecido adiposo. 

Esse indicador parece ser um parâmetro mais fidedigno para determinar a presença de 

obesidade. 

 2.5 Deprivação Materna em Roedores 

 Deprivação materna (DM) trata-se de um modelo animal de estresse precoce, que 

vem sendo utilizada a fim de investigar seus efeitos sobre parâmetros comportamentais, 

neuroendócrinos, neuroquímicos e emocionais. Animais submetidos à deprivação materna, 

seja por meio de um evento único ou repetitivo, apresentam alterações relacionadas a 

transtornos de humor, ansiedade, memória ou até mesmo motivação para adição de drogas 

(Millstein e Holmes 2007; Martini e Valverde 2012; Fuentes et al. 2014; Bian et al. 2015; 

Gracia-Rubio et al. 2016; Wearick-Silva et al. 2017). Além disso, nosso grupo de pesquisa 

demonstrou recentemente que ratos submetidos a DM nos primeiros 10 dias de vida 

apresentam hipersensibilidade em testes térmicos nociceptivos, atraso em testes de 

desenvolvimento neuromotor (como na geotaxia negativa) e aumento nos níveis de NGF em 

córtex e tronco cerebral (de Oliveira et al. 2017). 

 (g) 

Comprimento naso-anal (cm) 
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 O modelo de DM varia de acordo com o estudo: há trabalhos em que os animais são 

deprivados do cuidado materno por 3 a 6 horas/dia nos primeiros 10 dias de vida 

(MacQueen et al. 2003; Romeo et al. 2003; Venerosi et al. 2003; Parfitt et al. 2004; Benetti 

et al. 2007; Kikusui et al. 2009; Mello et al. 2009; de Oliveira et al. 2017) ou por apenas 10-

15 minutos/dia (Cabib et al. 1993; D’Amato et al. 1998, 1999; Moles et al. 2004; Craft et al. 

2006); além de protocolos onde os animais são submetidos a uma única separação de 24 

horas do cuidado materno dentro das duas primeiras semanas de vida (Schmidt et al. 2002; 

Macrì and Laviola 2004; Schmidt et al. 2005; Martini e Valverde 2012). 

 Apesar das variações dos tempos em que os filhotes são deprivados do cuidado 

materno, todas as metodologias são aplicadas nas primeiras duas semanas pós-natal. Nesse 

período inicial da vida, os animais apresentam resposta adrenal ao estresse mínima ou 

inexistente, resultando em níveis baixos estáveis de glicocorticóides circulantes, conhecido 

como ―período hiporresponsivo ao estresse‖ (Levine 2002). Sabe-se, porém, que a 

deprivação materna nessa fase é capaz de alterar o eixo HHA desses animais, alterando os 

níveis de glicocorticóides, causando alterações comportamentais e neuroquímicas ao longo 

da vida (Lee et al. 2001; Huot et al. 2004; Plotsky et al. 2005; Aisa et al. 2009; Amini-Khoei 

et al. 2015), incluindo aumento do comportamento do tipo ansioso (Renard et al. 2005, 

2007). 

 A nocicepção também é influenciada pela deprivação materna (Iijima e Chaki 2005; 

Dickinson et al. 2009). Eventos estressantes no início da vida causam alterações sob a 

regulação do sistema endógeno opiordérgico (Troisi et al. 2012). Estudos também 

demonstram que a DM é capaz de reduzir o limiar de dor dos animais (Bernardi et al. 1986; 

Kwok et al. 2014). Em contrapartida, estressores, como a DM, podem contribuir para o 

aumento do limiar nociceptivo, devido ao estabelecimento de um fenômeno conhecido por 

―analgesia induzida pelo estresse‖ (AIS) (Butler and Finn 2009). Esse fenômeno pode estar 
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relacionado a ativação da via nociceptiva inibitória descendente e pela inibição da 

transmissão ascendente da informação nociceptiva (Butler and Finn 2009). Além disto, ratos 

adultos deprivados do cuidado materno no início da vida demonstram alterações estruturais 

em nível central, devido ao aumento na apoptose neuronal e redução no número de 

neurônios hipocampais (Huot et al. 2004; Mirescu et al. 2004). A capacidade da DM em 

alterar a resposta nociceptiva pode ser decorrente do estresse no início da vida causar 

mudanças duradouras no desenvolvimento de sistemas somatossensoriais e de dor 

(Schwaller and Fitzgerald 2014). O sistema nervoso imaturo em humanos e roedores é 

altamente responsivo à estimulação tátil e nociva nesse período podendo causar alterações 

duradouras na nocicepção (Schwaller and Fitzgerald 2014).  

Portanto, conforme o exposto, o modelo de DM em animais mimetiza uma exposição 

precoce a um evento estressante e permite a investigar alterações neuroquímicas e 

comportamentais acarretadas por esse estressor ao longo da vida do animal.  

2.6 Avaliação do Comportamento Exploratório e do Tipo Ansioso  

 Um dos métodos de avaliação comportamental mais utilizado é o teste do campo 

aberto (CA), publicado por Hall and Ballachey (1932), sendo o primeiro teste a monitorar 

comportamentos do tipo ansioso, exploratório e emocional em ratos (Sestakova et al. 2013). 

Atualmente existe uma grande variabilidade nas metodologias empregadas nos estudos, 

variando desde o formato da arena de campo aberto (quadrado, retangular ou circular) 

(Figura 5), cor, iluminação e o modo de registro (Sestakova et al. 2013). Esse teste vem 

sendo empregado em muitos estudos para investigar o comportamento de roedores sob a 

influência de vários fatores (Sestakova et al. 2013) e animais de diferentes espécies (como 

ratos espontaneamente hipertensos (SHR), Wistar-Kyoto (WKY), Brown Noruega e Wistar 

Furth) e de gêneros distintos, podem apresentar comportamento locomotor e exploratório 
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diferenciado frente ao aparato (Ramos et al. 1997; Sestakova et al. 2013).    

 

     

 

Figura 5. Desenho esquemático das arenas de Campo Aberto (CA). (A) arena quadrada; 

(B) arena retangular; (C) arena circular. (fonte: a autora) 

 No âmbito experimental, o teste do CA continua sendo empregado para a avaliação 

do comportamento exploratório de ratos expostos a eventos estressantes, incluindo à 

deprivação materna neonatal (Aya-Ramos et al. 2017; Xu et al. 2018). Assim como, esse 

instrumento é empregado em investigações que buscam avaliar a atividade locomotora e 

exploratória de animais expostos a alimentos palatáveis (MacKay et al. 2017; Lockie et al. 

2017). 

Uma importante ferramenta utilizada em investigações pré-clínicas validada para 

medir o comportamento do tipo ansioso é o teste do labirinto em cruz elevado (Elevated 

Plus-Maze-EPM) (Schmitt e Hiemke 1998). Esse aparato apresenta formato de cruz e 

elevado do chão, constituído por dois braços com paredes (fechados) e dois braços com 

plataformas abertas (braços abertos) (Figura 6). Como o aparato apresenta um conflito de 

motivação para explorar os braços abertos contra a motivação de permanecer seguro nos 

braços fechados, acredita-se que a proporção de tempo que um animal gasta em um versus o 

outro, seja capaz de indicar o nível de ansiedade do animal (Doremus-Fitzwater et al. 2009). 

(A) (B) (C) 
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Figura 6. Desenho esquemático do aparato de Elevated Plus-Maze (EPM). (fonte: a 

autora) 

O teste de EPM, hoje amplamente utilizado nos estudos em animais, foi aplicado 

primariamente para observação de efeitos ansiolíticos de fármacos (Handley and Mithani 

1984; Pellow et al.1985). Porém seu emprego se estendeu para a compreensão das bases 

biológicas da emocionalidade, aprendizagem e memória emocional; além de modelos de 

ansiedade generalizada, fobia e estresse pós-traumático (Adamec et al., 1998; Bannerman et 

al., 2004; Carobreza e Bertogliob, 2005).  

Os efeitos da deprivação materna em roedores sob o comportamento do tipo ansioso 

têm sido avaliados pelo teste de EPM (Cao et al. 2016; Wang et al. 2017), assim como os 

possíveis efeitos ansiolíticos da exposição a alimentos palatáveis (Rabasa et al. 2016; Kim et 

al. 2017). O aumento no tempo de permanência nos braços abertos em animais deprivados, 

que representa uma medida confiável de ansiedade, já foi demonstrado por Weiss et al. 

Braço aberto 

Braço aberto 

Braço fechado 

Braço fechado 
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2011, sugerindo um efeito ansiolítico da DM.  Nesse sentido, outros estudos também 

demonstraram que a exposição a eventos estressantes no início da vida induziu efeitos 

ansiolíticos (Farkas et al. 2009; Xiong et al. 2014; Zhang et al. 2014). 

Tento em vista a importância e emprego dos testes de CA e EPM, essas ferramentas 

foram utilizadas em nosso estudo a fim de avaliar os possíveis efeitos sob a atividade 

locomotora/exploratória e comportamento do tipo ansioso nos animais submetidos à 

deprivação materna neonatal e/ou expostos à dieta hipercalórica após o desmame. 

2.7 Biomarcadores 

Os biomarcadores são ferramentas para a confirmação de diagnóstico, identificação 

de gravidade e evolução de doenças, além da efetividade da intervenção proposta. Podem ser 

encontrados na periferia ou centralmente e suas dosagens, em grande parte, são de fácil e 

rápida execução (Mayeux 2004). 

Dentre os biomarcadores, o fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF), 

neurotrofina amplamente expressa em várias estruturas do SNC, estando presente em 

elevados níveis em hipocampo (Davies 1994), tem tido sua ação neuromoduladora avaliada 

em processos de aprendizado, memória, depressão e dependência química (Grimm et al. 

2003; McGough et al. 2004; Filip et al. 2006). Essa neurotrofina possui ação em receptores 

de tirosina quinase B (Adachi et al. 2014) e exerce um importante papel sob a regulação da 

plasticidade sináptica, crescimento e sobrevivência neuronal (Huang e Reichardt 2001; 

Teixeira et al. 2010). 

Tem sido descrito um aumento dos níveis BDNF nos dendritos apicais (CA1) em 

neurônios piramidais em cultura de cortes hipocampais de ratos no período pós-natal (Tyler 

e Pozzo-Miller 2001, 2003). E, situações estressantes no início da vida, como a DM, é capaz 

de alterar a expressão de BDNF hipocampal (Daskalakis et al. 2015). Além disto, repetidas 
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exposições a períodos de DM diminuem a expressão dessa neurotrofina em hipocampo de 

ratos adultos, demonstrando efeitos em longo prazo da DM (MacQueen et al. 2003; Aisa et 

al. 2009; Solas et al. 2010). 

Outra relevante neurotrofina essencial para o desenvolvimento, sobrevivência e 

diferenciação dos neurônios é o fator de crescimento neural (NGF). Assim como o BDNF, 

níveis alterados dessa neurotrofina são encontrados em animais submetidos ao modelo de 

DM, especialmente no hipocampo, hipotálamo e córtex cerebral (Cirulli et al. 2000; Roceri 

et al. 2004; Cirulli et al. 2007). De modo geral, esses resultados indicam que, especialmente 

em protocolos longos de exposição a  DM, modificações na relação mãe-filhote podem 

alterar a expressão de NGF em várias regiões do encéfalo, não sendo restrito somente à zona 

hipocampal (Cirulli et al. 2000).  

Outros importantes biomarcadores, como as citocinas, são polipeptídios ou 

glicoproteínas extracelulares, hidrossolúveis, produzidas por diferentes tipos de células do 

sistema imune por meio da ativação de proteinoquinases ativadas por mitógenos (Oliveira et 

al. 2011). Na maioria das vezes são formadas em cascata, isto é, uma citocina estimula suas 

células-alvo a produzir mais citocinas (Zhang e An 2007). Essas substâncias influenciam 

atividade, diferenciação, proliferação e sobrevida de células imunológicas. Assim como, 

regulam a produção e a atividade de outras citocinas, podendo causar aumento (pró-

inflamatórias) ou redução (antiinflamatórias) da resposta inflamatória (Oliveira et al. 2011).  

O fator de necrose tumoral alfa (TNFα) e a interleucina 6 (IL-6) são exemplos de 

citocinas imunomodulatórias do tipo pró-inflamatória. O TNFα age diretamente no adipócito 

regulando acúmulo de gordura e interferindo diretamente em diversos processos 

dependentes de insulina, além de inibir a lipogênese e estimular a lipólise (Sethi e 

Hotamisligil 1999; Fonseca-Alaniz et al. 2006). A expressão e secreção dessa citocina estão 
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elevadas em animais e humanos obesos, correlacionada positivamente com aumento do 

volume de adipócitos (Fonseca-Alaniz et al. 2006). Já IL-6, assim como TNFα, é secretada 

por monócitos e adipócitos, e é capaz de promover a lipólise, independentemente da 

modulação de catecolaminas, glucagon e insulina. Embora esteja expressa em indivíduos 

normoponderais, seus níveis estão comumente mais elevados na obesidade, como ocorre 

com o TNFα (Fonseca-Alaniz et al. 2006). 

A exposição à DM pode influenciar nas respostas do sistema imune (Loram et al. 

2011; Painsipp et al. 2011). Fator estressante, como a DM neonatal, é capaz de elevar os 

níveis de citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α, em hipocampo e córtex pré-frontal 

(Pinheiro et al. 2015). Além disso, outros estudos em modelos animais demonstraram que a 

exposição ao estresse psicossocial, como a derrota social, ocasionou aumento nos níveis 

plasmáticos de interleucinas pro-inflamatórias, como a IL-6, em córtex pré-frontal e 

hipocampo de ratos (Audet et al. 2010, 2011; Sukoff Rizzo et al. 2012).  

Já dentre as citocinas com ação antiinflamatória, destaca-se a interleucina 10 (IL-10). 

Ela é capaz de inibir citocinas pró-inflamatórias e estimular a produção endógena de outras 

citocinas antiinflamatórias (Oliveira et al. 2011). Resultados dos efeitos da DM sobre essa 

interleucina são controversos: níveis elevados de IL-10 são encontrados no hipocampo de 

animais expostos ao modelo (Pinheiro et al. 2015), enquanto que Réus et al. (2017) 

demonstraram  redução nos níveis de IL-10 no soro e em estruturas cerebrais na infância, 

adolescência e idade adulta (P20, P30, P40 e P60) de ratos que sofreram DM neonatal. 

De modo geral, é possível verificar que fatores estressantes no inicio da vida, como a 

DM, é capaz de alterar a produção e liberação de citocinas envolvidas no sistema imune. 

Isso, por sua vez, pode contribuir para desregulação do eixo HHA e promover alterações no 

processo de plasticidade neural, incluindo redução do suporte neurotrófico e prejuízo da 
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neurogênese (Gracia-Rubio et al. 2016). A liberação dessas substâncias também está 

relacionada a quadros de sobrepeso e obesidade. Devido à sua importância, dosagens desses 

biomarcadores em diferentes estruturas cerebrais foram realizadas nesse trabalho, a fim de 

investigar os efeitos da deprivação materna neonatal e da exposição ao alimento palatável 

durante a infância/adolescência de ratos Wistar machos e fêmeas. 

2.8 Diferenças entre Gêneros 

 A maioria dos estudos pré-clínicos utiliza apenas animas machos em suas 

investigações. Isso porque se acredita que os ciclos hormonais das fêmeas podem causar 

variabilidade e ser um viés nos resultados dos estudos (Rohden 2008). Por exemplo, no que 

diz respeito aos níveis de citocinas pró-inflamatórias, já foi demonstrado que os hormônios 

sexuais podem exercer um papel fundamental na sua síntese: as fases do ciclo ovariano 

podem modificar os níveis de citocinas pró-inflamatórias, uma vez que a produção de TNF-

α aumenta durante a fase lútea (baixo estrogênio) e reduz com a fase folicular (alto 

estrogênio) (Bouman et al. 2005; Fish 2008). 

 Porém, a fim de trazer maior translacionalidade aos estudos pré-clínicos, nos últimos 

anos, pesquisas utilizando fêmeas vêm sendo incentivadas. De fato, estudos têm utilizado 

animais machos e fêmeas em suas investigações e comparando as diferenças nos resultados 

obtidos, quando existentes, entre os gêneros (Jaimes-Hoy et al. 2016; Mela et al. 2016; Aya-

Ramos et al. 2017). Pesquisas utilizando-se o modelo de DM, por exemplo, comparando 

resultados obtidos em animais machos com fêmeas, observaram que animais machos que 

sofreram DM neonatal apresentaram aumento da glicose sanguínea e hiperatividade após 

serem expostos a soluções de sacarose e aspartame de P26 a P50 (Aya-Ramos et al. 2017). 

Outros estudos, utilizando DM em machos em fêmeas, também apenas encontraram 

diferenças nos desfechos investigados em animais machos (Derks et al. 2016; Lundberg et 



Efeito da exposição à deprivação materna e/ou dieta hipercalórica  

em parâmetros de desenvolvimento neuromotor, ponderais, comportamentais e neuroquímicos em ratos 

 

47 

 

al. 2017).  

 Em vista disso, esse estudo buscou avaliar além dos os efeitos da DM neonatal e da 

exposição à dieta hipercalórica (leite condensado) após o desmame de ratos Wistar, o efeito 

do gênero (sexo) sobre os parâmetros avaliados. 
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__________________________________________________________________________

JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 
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3 JUSTIFICATIVA 

Esse estudo busca avaliar o efeito da deprivação materna no período neonatal 

e/ou exposição à dieta hipercalórica após o desmame sobre parâmetros de 

desenvolvimento neuromotor, ponderais, comportamentais e neuroquímicos em ratos 

machos e fêmeas Wistar adultos jovens. Além disso, investigações com ratos machos e 

fêmeas, como o que foi desenvolvido nesse estudo, são escassos na literatura. 

Adicionalmente, espera-se contribuir com um melhor entendimento da relação da 

exposição à deprivação neonatal e à dieta hipercalórica na infância e alterações 

neuroquímicas e comportamentais no início da idade adulta, e demonstrar as diferentes 

respostas de acordo com gênero às intervenções propostas, trazendo maior 

translacionalidade para os estudos pré-clínicos. 

4 HIPÓTESE 

Ratos machos e fêmeas Wistar, adultos jovens, submetidos à deprivação materna 

neonatal e/ou exposição à dieta hipercalórica após desmame, desenvolvem alterações 

neuromotoras, ponderais, comportamentais e neuroquímicas no início da vida adulta, 

podendo essas alterações serem distintas entre machos e fêmeas. 
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5 OBJETIVOS 

5.1 Objetivo geral 

Essa dissertação teve como objetivo geral submeter ratos machos e fêmeas Wistar à 

deprivação materna no período neonatal e/ou exposição à dieta hipercalórica após o 

desmame e avaliar os efeitos destas intervenções sobre parâmetros de desenvolvimento 

neuromotor, comportamentais, ponderais e neuroquímicos em ratos adultos jovens. 

5.2 Objetivos específicos 

Verificar os efeitos da deprivação materna no período neonatal e/ou exposição à 

dieta hipercalórica após o desmame em ratos adultos jovens machos e fêmeas sobre: 

● padrões de reflexos iniciais por meio dos testes de geotaxia negativa e 

endireitamento postural em P8 a P20; 

● parâmetros ponderais por meio do índice de Lee e peso de tecido adiposo relativo 

em P44; 

● a atividade nociceptiva por meio da medida da resposta ao estímulo térmico 

nocivo (placa quente e Tail-Flick) em P21 e P43; 

● a atividade exploratória e locomotora por meio do teste do Campo Aberto (Open 

Field) em P20 e P42; 

● o comportamento do tipo ansioso por meio do teste do labirinto em cruz elevado ( 

(Elevated Plus-Maze) em P20 e P42; 

● os níveis dos marcadores neuroquímicos BDNF, NGF-1, citocinas pró-

inflamatórias (IL-6 e TNF-α) e anti-inflamatória (IL-10) em córtex, hipocampo e 

hipotálamo em P44. 
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7.1 ARTIGO I 

―Maternal Deprivation Alters Neuromotor Reflex, Anxiety-Like Behavior and Nociception 

in a Gender Dependent Manner in Rats‖ 
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ABSTRACT 

 

Maternal deprivation (MD) is a potent stressor during development and it can trigger long-

lasting neurobiological alterations. We aimed to investigate early and long-term effects of 

MD and gender on neuromotor reflexes (righting reflex and negative geotaxis tests), 

behavior (open field and elevated plus-maze tests) and thermal nociceptive responses (hot 

plate and tail-flick tests). Animals submitted to MD showed a delayed reflex response at P8 

in the negative geotaxis test. Open field test at P20 showed effect of gender in outer 

crossings and grooming, and interaction between gender x MD in latency. Elevated plus-

maze test at P20, effect of MD was found in open and closed arms and effect of gender in 

protected head-dipping and non-protected  head-dipping. At P42, effect of gender was found 

in latency and interaction between gender x MD in rearing. Effect of MD was found at P21 

in hot plate test, where deprived animals showed an analgesic behavior.  At the same age, 

deprived females also presented higher thermal thresholds in tail-flick test. When applied at 

P43, deprived male rats presented lower thermal thresholds, characterizing hyperalgesia. 

Maternal deprivation altered thermal thresholds according to the time after exposure to this 

stressor, short time induced analgesia while long time hyperalgesia (in a gender specific-

manner). Future investigations evatuating the role of HPA axis and sexual hormones 

(estrogen, for exemple) over animals submitted to MD should be carried out in order to 

elucidate the mechanisms of this intervention and perform translational studies. 

Keywords: analgesia; development; female; male; maternal separation; rodent.
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1 INTRODUCTION 

Environmental alterations during the neonatal period seem to play a fundamental 

role in the establishment of neurobiological factors controlling behavior and stress 

responsiveness (Marco et al. 2009). In relation of postnatal stressor events, it is well 

known that postnatal maternal deprivation is one of the most potent stressors during 

development, and it can trigger long-lasting neurobiological effects (Fuentes et al. 2014; 

Gracia-Rubio et al. 2016; de Oliveira et al. 2017). Studies have documented that the 

appearance of effects by maternal deprivation is highly age-dependent (Lehmann et al. 

2002; Loi et al. 2014). However, there are scarce data regarding possible sex-dependent 

effects of an adverse neonatal episode such as maternal deprivation. 

Maternal stress during pregnancy, like stressors after birth, can affect the correct 

development of the offspring (Relier 2001; Weinstock 2008; Charil et al.2010).Among 

postnatal stressors in rats, early maternal deprivation has been studied for years, and it is 

used to investigate the effects of stress on offspring’s behavior and physiology 

(Aguggia et al. 2013). Commonly, offspring exposed to alterations on mother–

pup interaction shows long-lasting modifications on behavior and developmental 

parameters (Pryce and Feldon 2003). It is important to note that long-lasting functional 

and structural modifications induced by postnatal stress (Kaufman  et al. 2000) occur in 

several levels of developmental, such as growth (Kuhn and Schanberg 1998), regulatory 

systems maturation (Ladd et al. 2000), and  learning process (McEwen  2001). 

In this way, postnatal maternal deprivation is considered as an early life stressor 

and has been shown to have lasting effects as nociceptive response, since rats’ 

nociceptive system matures during the first three postnatal weeks (Bernardi et al. 1986; 

Kwok et al. 2014; Amini-Khoei et al. 2015). It is well documented that animals or 
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humans submitted to stressors exhibit higher pain thresholds (Butler and Finn 2009; 

al’Absi et al. 2013). The establishment of this phenomenon known as stress-induced 

analgesia (SIA) may be by the activation of the descending inhibitory pain pathway and 

also inhibiting the ascending transmission of nociceptive information (Butler and Finn 

2009). 

Stressors at neonatal period also may affect animals’ locomotor activity and 

anxiety-like behavior (Kikusui and Mori 2009). Studies using rodents showed an 

anxiogenic effect of maternal deprivation (Huot et al. 2001; Romeo et al. 2003; Rentesi 

et al. 2010; Li et al. 2013), while others found the opposite effect (Farkas et al. 2009; 

Xiong et al. 2014; Zhang et al. 2014). In humans, adults who experienced childhood 

parental loss exhibit sensitize response to stress and increased risk of depression and 

anxiety (Harris et al. 1986; Agid et al. 1999; Tyrka et al. 2008). 

 In addition, the majority of animal studies evaluate the relation of stressors 

only in male rats (Kikusui and Mori 2009). Besides that, investigations of differences in 

the neuromotor reflexes, behavior and nociceptive responses between males and 

females rats subjected to maternal deprivation in early life have never been approached. 

In this way, we aimed to investigate early and long-term effects of maternal deprivation 

on neuromotor reflexes, nociceptive and behavior responses, considering in all 

assessments the possible effect of gender. 

2 MATERIAL AND METHODS 

2.1 Animals 

A total of 64 Wistar pup rats (32 males / 32 females) were utilized in this study. 

They were kept in polypropylene cages (49 × 34 × 16 cm), with the floor covered in 

sawdust, with their mothers, maintained on a standard 12h dark/light cycle, in a 
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temperature-controlled environment (22 ± 2 °C), and had access to water and food, ad 

libitum. At birth, pups were standardized according to Silveira et al. (2010; 2011), with 

minor modifications, containing 8 pups per dam (4 males and 4 females). Importantly, 

assessing the development of offspring during lactation is the current procedure of 

adjusting litter in the first days of birth, in order to homogenize nutritional conditions 

for all pups (Tanaka 2004). All experiments and procedures were approved by the 

Institutional Committee for Animal Care and Use (GPPG/HCPA protocol N
o
 160558), 

and conducted in compliance with Brazilian laws (Brazil 2008; MCTI 2013a; MCTI 

2013b). As also, complied with the National Centre for the Replacement Refinement & 

Reduction of Animals in Research (NC3Rs) and National Institutes of Health guide for 

the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023 revised 1978). The 

animals’ husbandry followed Law No. 11794 (Brazil), which regulates the scientific use 

of animals. Vigorous attempts were made to minimize animal suffering, and decrease 

external sources of pain and discomfort, as well as to use the minimum number of 

animals required to produce reliable scientific data. 

2.2 Maternal Deprivation 

From post-natal day 1 (P1), litters were deprived of their mother for 3h daily for 

the first 10 days of life (Benetti et al. 2009). Deprivation consisted in removing the 

mother from the home cage. Four animals per litter were submitted to the maternal 

deprivation protocol. Pups were maintained in the original home cage, and grouped in a 

nest in the presence of maternal odor; they were transferred to a different room where 

the temperature was maintained at 30–32 °C to compensate for the mother’s body heat 

(Renard et al. 2005). Non-deprived rats remained undisturbed in the home cage with 

their mothers. Deprivation was carried out between 09:00 a.m. and 12:00 p.m. The first 

bedding was changed only on P11 both the groups (non-deprived and deprived rats). 
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2.3 Experimental design 

Animals were divided into 2 groups: control group (C), in which pups did not 

receive any intervention (n= 16 males / 16 females); and maternal deprivation group 

(MD), in which pups were subjected to maternal deprivation (n= 16 males / 16 females) 

(Figure 1 – Panel A). Neurobehavioral testing was performed in a blinded manner, and 

tests were always performed at the same time, each day (14:00 h). Righting reflex (P8 to 

P10), negative geotaxis (P8, P10, P14, P16, P18 and P20) were the tests chosen to 

evaluate postural parameters as an index of neuromotor reflexes. At P20, right before 

the weaning, the rats were exposed to the open field apparatus to evaluate locomotor 

and exploratory activity, and anxiety-like behavior was evaluated in a plus-maze. At 

P21, animals’ nociceptive responses were evaluated by hot plate and tail-flick tests. To 

evaluate maternal deprivation long effects, open field and plus-maze tests were 

performed at P42 and hot plate and tail-flick tests at P43. (Figure 1 – Panel B). 

______________________________________________________________________ 

INSERT FIGURE 1-PANELS A AND B 

______________________________________________________________________ 

2.4 Neuromotor reflexes 

2.4.1 Righting reflex 

The righting reflex test was applied to evaluate pups’ neurological reflexes. It 

was performed from P8 to P10. Pups were placed in a supine position, and the latency 

time to turn over their longitudinal axis to restore a normal prone position was 

measured. This was considered fully achieved when the pups turned 180° around their 

longitudinal axis, and their four paws were in contact with the plane surface within the 
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observed 120-s timeframe (Karalis et al. 2011; de Oliveira et al. 2017). 

2.4.2 Negative geotaxis 

The negative geotaxis test evaluated pups’ vestibular function and 

proprioception. It was carried out at P8, P10, P14, P16, P18 and P20. Pups were placed 

on a 35-cm-long inclined platform (45° slope), facing downwards. The latency time to 

turn around 180° to face upwards, and climb up the board with their forepaws reaching 

the upper edge of the board was measured. The results of the test were considered 

negative if the pups did not succeed this task in 120s (Horvath et al. 2013; de Oliveira et 

al. 2017). 

2.5. Exploratory behavior and general activity measurements 

2.5.1 Open Field Test (OFT) 

The OFT was used to evaluate the locomotor activity and anxious behavior state 

of the rats at P20 and P42. The open field apparatus test was a varnished wood cage (60 

cm x 40 cm x 50 cm) with a glass front wall. The floor was covered with linoleum and 

divided by dark lines into 12 squares of 13 x 13 cm each. Rats were gently placed one at 

a time in the left back corner and allowed to explore the apparatus for 5 min (Bianchin 

et al. 1993; Carlini et al. 2002). The following behaviors were evaluated: latency time 

(in seconds) to leave the first quadrant (Britton and Britton 1981; Lister 1990), number 

of outer and inner crossings (Roesler et al. 1999), number of rearing behaviors (Silveira 

et al. 2005) and grooming (time in seconds) (Spruijt et al. 1992). After each evaluation, 

the apparatus was cleaned with 70% alcohol to remove any animal scent. 

2.6Anxiety-like behavior assessments 

2.6.1 Elevated Plus-Maze Test (EPM) 
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The EPM was used to evaluate anxiety-like behavioral state at P20 and P42. 

The apparatus was elevated to a height 50 cm above floor level, with two open arms 

and two closed arms (50 cm x 40 cm x 10 cm), which extended from a common 

central platform (10 cm  x 10 cm). Animals were placed one at a time in the central 

area of the EPM, facing one of the closed arms, allowed to explore surroundings for 5 

minutes. The following behavioral measures were evaluated: number of protected and 

non-protected head-dipping movements (PHD and NPHD, respectively), time spent 

in open and closed arms (in seconds), time of grooming (in seconds) and number of 

rearings. Then, as in OFT, the apparatus was cleaned with 70% alcohol to remove any 

animal scent. 

2.7 Nociceptives responses 

2.7.1 Hot Plate Test (HP) 

HP was performed at P21 and P43. This test is used as an indicator of the 

supraspinal pain process (Ossipov et al. 1995) and thermal hyperalgesia evaluation. 

Twenty-four hours before the test, animals were habituated to the apparatus for 5 min, 

avoiding the analgesia induced by novelty (Netto et al. 1987). The licking or jumping 

responses are considered to be the result of supraspinal sensory integration (Caggiula et 

al. 1995; Rubinstein et al. 1996). The temperature of the plate was 55 ± 0.1 °C. Animals 

were placed in glass funnels on the heated surface, and the time (s) between placement 

of the rat and the first response (foot licking, jumping, or rapid removing of paws) was 

recorded as the latency of nociceptive response. A cutoff time of 20 seconds was used to 

avoid tissue damage (Woolfe and Macdonald 1944). 

2.7.2 Tail-Flick Test (TFL) 

Rats were tested for evaluated the nociceptive response using the TFL at P21 



Efeito da exposição à deprivação materna e/ou dieta hipercalórica  

em parâmetros de desenvolvimento neuromotor, ponderais, comportamentais e neuroquímicos em ratos 

 

63 

 

and P43. Each animal was placed on the apparatus and its tail was laid across a 

nichrome wire coil that was then heated using an electric current. The equipment was 

calibrated to obtain three consecutive baseline tail-flick latencies between 3s and 5s. If 

at any time the animal failed to flick its tail before the temperature reached 75◦C, the tail 

was removed from the coil to prevent damage to the skin (a cut-off time of 10s was used 

to avoid tissue damage). The groove system for the tail and the adjustment of response 

sensitivity ensure optimum repeatability and reliability of results. Three tail-flick 

latency baselines were taken at 3 min intervals. The animals were exposed to the tail-

flick apparatus to acclimate to the procedure 24h prior to the test session because the 

novelty of the apparatus can itself induce antinociception. This test was chosen because 

it has been related to supra-spinal activation (Castilho et al. 2002). 

2.8 Statistical analysis 

Neuromotor reflexes tests were analyzed using repeated measures ANOVA. To 

highlight negative geotaxis test result at P8, two-way ANOVA was performed. Open 

field and elevated plus-maze tests were evaluated using multivariate analysis 

(MANOVA). The nociceptive behavioral tests were evaluated using two way ANOVA. 

To confirm effect of maternal deprivation inside the gender, one-way ANOVA/SNK 

was performed. Results were considered statistically significant if P≤ 0.05. Data were 

expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). The SPSS 20.0 program was 

used for all statistical analysis and for the confirmation of outliers animals, which were 

excluded from the study. 

3 RESULTS 

3.1 Neuromotor Reflexes 

3.1.1 Righting Reflex 
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 At P8, P9 and P10 pups were subjected to righting reflex tests. Only effect of 

age was found (repeated measure ANOVA, F(2,60)=102.53; P<0.05). There were not 

effects of maternal deprivation or gender in this test, only animals’ improvement 

overtime along of the evaluations, showing the developmental (growth) effect (Figure 

1). 

______________________________________________________________________ 

INSERT FIGURE 2 – PANEL A 

______________________________________________________________________ 

3.1.2 Negative Geotaxis 

 At P8, P10, P14, P16, P18 and P20 pups were subjected to negative geotaxis 

tests. Effect of age was presented, showing the developmental (growth) effect, as also 

interaction between age x maternal deprivation (repeated measure ANOVA, 

F(5,60)=116.35; F(5,60)=3.64, respectively, P<0.05) (Figure 2). Maternal deprived animals 

showed a delayed reflex response at the first day of the experiment (P8), which can be 

better seen in the highlighted image at Figure 2-Panel B (two-way ANOVA,F(1,60)=5.05, 

P<0.05).  

_____________________________________________________________________ 

INSERT FIGURE 2 – PANEL B 

_____________________________________________________________________ 

3.2 Exploratory behavior and general activity measurements 

3.2.1 Open Field Test (OFT) 

In the OFT at P20, the analysis of data showed effect of gender in outer 

crossings and grooming (MANOVA, F(1,60)=13.39; F(1,60)=6.138, respectively, P<0.05). 
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Interaction between gender x maternal deprivation was found in latency (MANOVA, 

F(1,60)= 4.93, P<0.05). (Table 1 – Panel A). There were not effects of maternal 

deprivation or gender in the OFT at P42 (MANOVA, P>0.05). (Table 1-Panel B). 

_____________________________________________________________________ 

INSERT TABLE 1 – PANELS A AND B 

_____________________________________________________________________ 

3.3 Anxiety-like behavior assessments  

3.3.1 Elevated Plus-Maze (EPM) Test 

 In the EPM test at P20, the effect of maternal deprivation was found in open 

and closed arms (MANOVA, F(1,60)= 4.10; F(1,60)= 4.05, respectively, P<0.05). Effect of 

gender was presented in PHD and NPHD (MANOVA, F(1,60)= 3.93; F(1,60)= 6.75, 

respectively, P<0.05) (Table 2 – Panel A). At P42, effect of gender was found in the 

latency (MANOVA, F(1,28)=6.01, P<0.05), and there was interaction between gender x 

maternal deprivation in rearing (MANOVA, F(1,28)= 4.40, P<0.05) (Table 2 – Panel B). 

_____________________________________________________________________ 

INSERT TABLE 2 – PANELS A AND B 

_____________________________________________________________________ 

3.4 Nociceptives responses 

3.4.1 Hot Plate Test (HP) 

 In HP test at P21 was found a maternal deprivation effect (two-way ANOVA, 

F(1,60)=10.25, P<0.05). Maternal deprived animals showed higher thermal thresholds 

comparing to control group (one-way ANOVA, F(1,30)= 6.65 (males); F(1,30)= 3.97        

(females), P≤0.05) (Figure 4-Panel A). There were not effects of gender or maternal 
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deprivation in this test at P43 (two-way ANOVA, P>0.05) (Figure 3- Panel B). 

______________________________________________________________________ 

INSERT FIGURE 3 –PANELS A AND B 

______________________________________________________________________ 

3.4.2 Tail-flick test (TFL) 

 At P21animals were subjected to TFL and the effect of maternal deprivation was 

found (two-way ANOVA, F(1,22)= 10.25, P<0.05). Maternal deprived female rats 

presented higher thermal thresholds (one-way ANOVA, F(1,12)= 11.79, P<0.05) (Figure 

3-Panel C). At P43, there was effect of maternal deprivation (two-way ANOVA, F(1,28)= 

11.25, P<0.05). Maternal deprived male rats showed lower thermal latency thresholds 

(one-way ANOVA, F(1,14)= 10.17, P<0.05) (Figure 3- Panel D). 

_____________________________________________________________________ 

INSERT FIGURE3 - PANELS C AND D 

_____________________________________________________________________ 

4 DISCUSSION 

This study showed the maternal deprivation effect in the neuromotor reflexes 

tests only at the first day of negative geotaxis performance, indexed by a delayed 

response. The negative geotaxis reflex is necessary for rodents’ to be able to adapt to the 

environment (Golan and Huleihel 2006), and it is related to vestibular and 

proprioceptive functions (Motz and Alberts 2005). On the other hand, the righting reflex 

test is mediated beyond motor neurons, vestibular pathways, spinal inter neurons and 

proprioceptive afferents (Bignall 1974; Bose et al. 1998). As observed through the 

negative geotaxis assessment in this study, and suggested by our group previously 
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results (de Oliveira et al. 2017), maternal deprivation may trigger a developmental 

delay, affecting negatively rats’ brain development. 

In exploratory behavior assessment at P20, effect of gender was presented in 

outer crossings and grooming. Female rats presented an increase in locomotor activity, 

indexed by higher number of outer crossings; whereas male rats spent higher time in 

grooming behavior, reflecting possible emotional alterations mediated by dopaminergic 

mechanisms (Chesher and Jackson 1980; Magaji et al. 2017). Higher intensity of 

exploration in females may be important from the evolutionary perspective, as potential 

mothers, they should get more familiarized with the unknown environment than males, 

as to secure a quiet course of pregnancy, delivery and care of offspring (Dubovicky et 

al.1999). Interaction between gender x maternal deprivation was found in latency. 

Deprived females presented higher latency time to leave the first quadrant, observing 

the opposite for males. Other studies also noticed divergent responses between genders 

to early-life stress exposure (Jaworska et al. 2018; Aya-Ramos et al. 2017). Despite 

there are other ways to evaluate anxiety, too long latency time to leave the first 

quadrant, as observed in deprived females, can suggest anxiety-like behavior (Andersen 

and Tufik 2015). We did not observe effects of maternal deprivation or gender at P42. 

In this way, we suggest that gender per se can increase exploratory behavior to a novel 

environment in females, and increase grooming behavior in males at P20. Maternal 

deprivation suggested anxiety-like behavior in gender-specific manner, increasing time 

latency in females and reducing in males. These alterations provoked by gender and 

maternal deprivation did not persist until P42.  

Concerning about anxiety-like behavior evaluation at P20, maternal deprived 

animals presented more anxiolytic-like behaviors. This result was indexed by more time 

spent in open arms at EMP test, and consequently, less time in closed arms. Our result 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Magaji%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27878417
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corroborates previous study that showed that deprived male animals presented increase 

in time spent in the open arms compared to no-deprived (Weiss et al. 2011). In fact, 

anxiolytic effect induced by stressors early life exposure has been reported in others 

studies (Farkas et al. 2009; Xiong et al. 2014; Zhang et al. 2014). In addition, at this 

same age, effect of gender was presented in PHD and NPHD, showing that male 

animals had lower numbers of PHD and higher NPHD movements, which can be 

related to exploratory behavior, risk assessment and anxiety-like behaviors (Sorregotti 

et al. 2018). When animals were submitted to EPM test at P42, female rats showed 

lower latency time to start exploring the apparatus. Also, in this same age, there was 

interaction between gender x maternal deprivation in rearing behavior. It was observed 

an increase the number of rearing in deprived males and opposite effect in females.  

Rearing is related to exploratory behavior (Pellow et al. 1985), therefore, maternal 

deprivation increased males’ exploratory activity and reduced this behavior in females, 

suggesting that this intervention altered animals’ exploratory behavior in a gender-

dependent manner. 

In relation to nociceptive response, there was effect of maternal deprivation in 

HP test only at P21. The maternal deprived animals presented higher thermal 

thresholds, demonstrating an analgesic effect induced by this intervention. This same 

response was found in TFL at P21, but only for female rats. The TFL evaluates phasic 

pain, a short-duration nociceptive thermal stimulus related to nociceptive threshold, and 

it is applied in a minimal surface. It involves the stimulation of Aδ fibers (Le Bars 

2001), which are known to be present at birth (P0). On the other hand, HP test involves 

tonic pain, a long-duration stimulus triggering a nociceptive response mainly involving 

C-fibers (Le Bars 2001). These fibers are still undergoing maturation during the first 

three weeks of life (Fitzgerald 2005). In this period, there is an increase in the number 
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of C-fibers connecting to the spinal cord and a gradual decrease in the number of Aδ 

fibers. Therefore, in the first three weeks of life, both fiber populations take up the same 

space in the spinal cord (Fitzgerald 2005). TFL involves reflex descending supraspinal 

inhibitory control that travels through the dorsolateral funiculus (Necker and Hellon 

1978). This control plays a significant modulatory role, which is accentuated by the 

stimuli of the heat intensity, and by visual and auditory cues provided during the test 

(King et al. 1997).  In addition, the TFL latency can be altered according to the tail and 

room temperature (Berge et al. 1988). All of our experiments were performed in a 

temperature-controlled environment (22±2°C), with high coil temperatures (up to 75°C) 

and avoiding any visual or auditory cues, hence making our observations reliable. It is 

important highlight that descending inhibitory modulation becomes apparent between 

the 15
th 

(Guy and Abbott 1992; Weber et al. 1977) and the 21
st
 postnatal days (Van 

Praag and Frenk 1991) due to the delay in receptors maturation in the dorsal horn, and 

the time-dependent myelination of Aδ fibers (involved with thermal sensitivity) 

(Fitzgerald 1991).  So, in according with growing of rats the receptors reach to maturity 

and Aδ fibers, become myelinated, it promotes faster conduction velocities and 

nociceptive response. Although conduction speed of this type of fibers increases with 

the increased age due to myelination (Fitzgerald 1991), such increment in the 

conduction velocities is not necessarily correlated with the withdrawal behavior latency 

assessed in the hot plate test. In neonates and young rats there is a lack of keratin in 

paws skin as well as high penetration of nerve fiber in the epidermis (Fitzgerald 1966), 

leaving neuronal terminals and non-neuronal cells more exposed to the plate thermal 

insult. Thus, HP test evaluates supraspinally-integrated responses, represented by the 

behavior of paw licking and jumping, while the TFL test is more related to spinal reflex 

(Le Bars et al. 2001). In this way, these results suggest that the maternal deprivation 
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may alter supraspinally and spinal pain pathways, principally after a short-time 

exposure to the stressor (at P21).  

The maternal deprivation ability to alter nociceptive response may be for the 

reason that pain and injury in early life can cause lasting changes to developing 

somatosensory and pain systems. The immature nervous system in both humans and 

rodents is highly responsive to tactile and noxious stimulation at this period (Schwaller 

and Fitzgerald 2014). The dorsal horn of the spinal cord in the newborn rat is 

characterized by large cutaneous mechanoreceptive fields, a predominance of A-fibre 

synaptic inputs, and diffuse primary afferent A-fibre projections, all of which are 

gradually reduced and refined over the first postnatal weeks (Beggs et al. 2002). The C-

fiber-evoked activity matures after the first postnatal week, and from P10, repetitive C-

fiber stimulation produces a classical ―wind-up‖ (Fitzgerald and Beggs 2001). Wind up 

refers to the progressive increase in the magnitude of C-fiber evoked responses of dorsal 

horn neurons produced by repetitive activation of C-fibers (Li et al. 1999). Also, 

stressors may contribute to the SIA development, by the activation of the descending 

inhibitory pain pathway and inhibiting the ascending transmission of nociceptive 

information (Butler and Finn 2009). In this way, we propose that maternal deprivation 

was able to reduce the wind-up classical scenario produced by repetitive activation of 

C-fibers and to supply SIA establishment, altering animals’ nociception at P21 

promoting an analgesic episode. So far, this is the first study showing analgesic effect in 

this early-stress animal model. 

The TFL test at P43 showed that maternal deprivation caused the opposite effect 

found at P21 reducing male animals’ thermal thresholds. This hyperalgesic effect of 

maternal deprivation was found in male rats, as already reported to some studies 

(Bernardi et al. 1986; Kwok et al. 2014; Yasuda et al. 2016). Early-life stressful events 
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can result in dysregulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, which 

regulates the stress response (Heim et al. 2001). Maternal deprivation can lead to 

lifelong HPA axis dysfunction, resulting in increased corticosterone serum levels, and 

its increase has been related to decrease in the nociceptive threshold (Kim et al. 2008; 

Marais et al. 2008; Esquivel et al. 2009). Even though corticosterone levels were not 

measured in our study, we can suggest that male rats hyperalgesia presented at P43 may 

be related to the HPA axis dysfunction, due to the already known long-term effects of 

maternal deprivation over this axis.  

5 CONCLUSION 

Maternal deprivation, an early life stressor, may trigger a developmental delay, 

affecting brain maturing. In a short time (P21), this intervention surprisingly promoted 

thermal analgesia, while following a long time after MD exposure (P43), it promoted 

hyperalgesia in male rats, possibly due to the HPA axis dysfunction. It also altered 

animals’ exploratory behavior in a gender-dependent manner. In this manner, we 

presume that future investigations evatuating the role of HPA axis and sexual hormones 

(estrogen, for exemple) over animals submitted to maternal deprivation could elucidate 

the mechanisms of this early-life stress animal model. Besides that, we suggest that is 

important to include male and females in researches to be able to perform translational 

studies. 
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LEGENDS 

Figure 1 – Experimental design illustration.  

PANEL A - Study groups divisions.  

PANEL B - Study timeline. 

MD=maternal deprivation. HP=Hot plate test. TFL=Tail-flick test. OF=Open Field test. 

EMP=Elevated plus-maze test. 

Figure 2 - Neuromotor reflexes results.  

PANEL A - Righting reflex tests at P8, P9 and P10. Data expressed as mean ± 

standard error of the mean (SEM). Effect of age (repeated measure ANOVA, 

F(2,60)=102.530; P < 0.05). n= 16animals/group.  

C= control group. MD= maternal deprivation group. 

PANEL B - Negative Geotaxis tests at P8, P10, P14, P16, P18 and P20. Data 

expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). Effect of ageand interaction 

between age x maternal deprivation (repeated measure ANOVA, F(5,60)=116.351; 

F(5,60)=3.641, respectively P < 0.05). n= 16animals/group.  

C= control group. MD= maternal deprivation group. 

Highlighted image: Maternal deprivation effect at P8 (two way ANOVA, F(3,60)=5.055, 

P<0.05). 

Figure 3–Nociceptives responses results.  

PANEL A - Hot plate test at P21. Data expressed as mean ± standard error of the 

mean (SEM). Effect of maternal deprivation (two way ANOVA, F(1,60)=10.252, 

P<0.05). Effect of maternal deprivation in males and females (one-way ANOVA, 

F(1,30)= 6.653(males); F(1,30)= 3.976(females), P≤0.05). n= 16animals/group.  

C= control group. MD= maternal deprivation group. 

*Statistically significant difference of P≤0.05, effect of maternal deprivation. 

PANEL B - Hot plate test at P43. Data expressed as mean ± standard error of the 

mean (SEM). No effects of maternal deprivation or gender were found (two way 

ANOVA, P>0.05). n= 8animals/group.  

C= control group. MD= maternal deprivation group. 

PANEL C - Tail-flick test at P21. Data expressed as mean ± standard error of the 

mean (SEM). Effect of maternal deprivation (two way ANOVA, F(1,22)= 10.255, 

P<0.05). Maternal deprived female rats presented higher nociceptive’s thresholds (one-
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way ANOVA, F(1,12)= 11.799) P<0.05). n= 5-6animals/group.  

C= control group. MD= maternal deprivation group 

*Statistically significant difference of P<0.05, effect of maternal deprivation. 

PANEL D - Tail-flick test at P43. Data expressed as mean ± standard error of the 

mean (SEM). Effect of maternal deprivation (two way ANOVA, F(1,28)= 11.259, 

P<0.05). Maternal deprived male rats presented lower nociceptive’s thresholds (one-

way ANOVA, F(1,14)= 10.174, P<0.05). n= 8animals/group.  

C= control group. MD= maternal deprivation group. 
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LEGENDS 

Table 1- Exploratory behavior and general activity results.  

PANEL A - Open Field Test at P20. Data expressed as mean ± standard error of the 

mean (SEM). Effect of gender in outer crossings and grooming (MANOVA, 

F(1,60)=13.396; F(1,60)=6.138, respectively, P<0.05). Interaction between maternal 

deprivation and gender in latency (MANOVA, F(1,60)= 4.932, P<0.05).  

n=16animals/group.  

MD= maternal deprivation group.
  

a
Statistically significant difference of P <0.05, effect of gender in grooming.  

b
Statistically significant difference of P <0.05, effect of gender in outer crossings.  

PANEL B - Open Field Test at P42. Data expressed as mean ± standard error of the 

mean (SEM). No effect of maternal deprivation or gender were found (MANOVA, 

P>0.05). n= 8animals/group. MD= maternal deprivation group. 

Table 2 - Anxiety-like behavior results. PANEL A -Elevated Plus-Maze Test at 

P20. Data expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). Effect of deprivation 

in open and closed arms (MANOVA,F(1,60)= 4.109 ; F(1,60)= 4.050, respectively, 

P<0.05). Effect of gender in PHD and NPHD (MANOVA,F(1,60)= 3.937; F(1,60)=6.757, 

respectively, P<0.05). n= 16animals/group.  

MD= maternal deprivation group. PHD=Protected head-dippingmovements. NPD=Non-

protected head-dipping movements. 

a
Statistically significant difference of P<0.05, effect of maternal deprivation in open 

arms. 

b
Statistically significant difference of P<0.05, effect of maternal deprivation in closed 

arms. 

c
Statistically significant difference of P<0.05, effect of gender in PHD. 

d
Statistically significant difference of P<0.05, effect of gender in NPHD. 

PANEL B - Elevated Plus-Maze Test at P42. Data expressed as mean ± standard error 

of the mean (SEM). Effect of gender in latency (MANOVA, F(1,28)= 6.016, P<0.05). 

Interaction between gender x maternal deprivation in rearing(MANOVA, F(1,28)=4.403, 

P<0.05). n= 8animals/group. MD= maternal deprivation group.  

a
Statistically significant difference of P<0.05, effect of gender in latency. 
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TABLE 1 

 

 
 

PANEL A 
 

Open Field at P20 

Gender Latency Time  Rearing Grooming Inner Crossings Outer Crossings 

Males  
Control 9.06 ± 1.17 20.19 ± 2.12 13.49

a ± 1.84 3.38 ± 1.03 47.93
b
 ± 4.80 

MD  5.05 ± 0.43 20.75 ± 2.23 11.69
a
 ± 1.73 3.06 ± 0.82 46.25

b
 ± 2.93 

Females 
Control 6.92 ± 1.26 23.69 ± 2.50 9.00 ± 0.84 2.44 ± 0.48 65.56 ± 3.66 

MD  7.78 ± 1.29 20.88 ± 1.34 9.15 ± 0.99 3.00 ± 0.56 58.13 ± 4.46 
 

 

 

 

PANEL B 
 

Open Field at P42 

Gender Latency Time  Rearing Grooming Inner Crossings Outer Crossings 

Males 
Control 5.87 ± 0.86 45.13 ± 5.46 2.01 ± 0.73 7.13 ± 2.02 91.25 ± 13.95 

MD  4.83 ± 1.24 43.88 ± 4.53 1.65 ± 0.85 5.75 ± 1.05 88.88 ± 8.14 

Females 
Control 4.99 ± 0.56 37.75 ± 2.52 2.95 ± 1.36 8.38 ± 1.86 84.50 ± 3.31 

MD 3.76 ± 0.76 40.25 ± 3.65 2.17 ± 0.83 7.00 ± 0.73 92.13 ± 8.09 
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TABLE 2 

 
 

 

PANEL A 
 

Elevated Plus-Maze at P20 

Gender Latency Time  Rearing Grooming Open Arms Closed Arms PHD NPHD 

Male  
Control 3.20 ± 0.36 19.69 ± 3.19 18.42 ± 2.46 7.76 ± 2.13 273.32 ± 6.65 0.19

c
 ± 0.10 1.13

d
 ± 0.36 

MD  2.67 ± 0.22 19.19 ± 1.00 21.54 ± 3.70 12.52
a
 ± 4.17 264.77

 b
 ± 9.29 0.31

c
 ± 0.15 1.50

d
 ± 0.54 

Female 
Control 2.98 ± 0.37 23.81 ± 2.44 14.96 ± 1.31 1.71 ± 0.98 290.04 ± 2.58 0.44 ± 0.16 0.25 ± 0.14 

MD  3.13 ± 0.39 22.75 ± 2.68 19.68 ± 3.03 8.67
 a

 ± 3.25 266.59
b
 ± 10.75 0.75 ± 0.25 0.56 ± 0.20 

 

 

 

PANEL B 
 

Elevated Plus-Maze at P42 

Gender Latency Time  Rearing Grooming Open Arms Closed Arms PHD NPHD 

Male  
Control 3.33

a
 ± 0.73 28.13 ± 1.03 0.38 ± 0.26 50.07 ± 20.52 222.36 ± 20.79 4.75 ± 1.01 1.88 ± 0.58 

MD  4.34
a
 ± 1.44 32.63 ± 1.74 2.46 ± 0.99 17.35 ± 6.85 264.79 ± 10.89 5.25 ± 1.22 2.13 ± 0.97 

Female 
Control 1.86 ± 0.37 30.38 ± 2.72 3.04 ± 1.78 18.15 ± 5.67 242.29 ± 22.09 3.13 ± 0.88 2.00 ± 0.68 

MD  1.71 ± 0.22 27.63 ± 0.68 2.37 ± 1.11 24.27 ± 11.56 255.66 ± 13.16 4.13 ± 1.25 1.75 ± 0.82 
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7.2 ARTIGO II 

Gender and Maternal Deprivation Affect Rats’ Neurotrophins  

and Neuroinflammatory Levels More Than Palatable Food 

 

Periódico: Revista Developmental Neurobiology 

Situação: Submetido 
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ABSTRACT 

 

Maternal deprivation (MD) exposure in pup rodents are used to simulate human-infant 

early life stress, which leads in neural, hormonal and behavioral alterations, also 

reported in humans. Palatable food (PF) can reduce stress response, and individuals 

have used it as self-stress relief. This study evaluated the association of an early-life 

stressor and PF consumption over neuroplasticity (BDNF/NGF levels) and 

neuroinflammatory parameters (TNF-α, IL-6, IL-10 levels) in males and females rats 

submitted to MD in early life (P1-P10), and PF exposure after weaning for three weeks. 

Condensed milk consumption and weight parameters (weight gain, Lee Index and 

relative adipose tissue weight) were evaluated, observing gender different  responses. 

PF exposure increased relative adipose tissue weight, but was not able to modify 

animals’ weight. MD reduced hypothalamic BDNF and NGF levels, as also 

hippocampal TNF-α levels in male and female rats. PF only reduced hypothalamic NGF 

levels in both genders. Analyzing interactions found in neuroinflammatory markers, 

MD reduced cortical IL-10 levels whereas PF increased IL-6 levels in male rats, 

showing that these animals are more susceptible to the interventions applied. There 

were gender differences in the Lee index, BDNF, TNF-α and IL-6 levels. Female rats 

showed higher BDNF and IL-6 levels at hippocampus and hypothalamus, as also 

hypothalamic TNF-α levels. Sex hormones may have an important role for the 

differences found between genders in our study. There were more noticeable effects of 

MD than PF in the assessments applied. Investigations evaluating the role of hormones, 

especially estrogen, in animals submitted to MD and/or PF should be conducted in order 

to perform translational studies. 

Key-words: BDNF, Condensed milk, IL-6, IL-10, Maternal separation, NGF, TNF.  
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1 INTRODUCTION 

Prolonged periods of maternal deprivation (MD) exposure in pup rodents are 

used to simulate human-infant early life stress, which leads in neural, hormonal and 

behavioral alterations, also reported in humans (Kikusui and Mori 2009; Macri et al. 

2011; Berman et al. 2014).  Previous study of our research group showed that repeated 

treatment with morphine and exposure to early maternal deprivation triggered a 

developmental delay, negatively affecting brain development, and led to the increased 

risk of the occurrence of behavioral alterations (de Oliveira et al. 2017). The prolonged 

MD protocols result in propensity for higher ethanol consumption in adult male 

offspring (Nylander and Roman 2013). In addition, the exposure to this stressor during 

the first 2 weeks of life has been demonstrated to be able to develop depression-like and 

anxiety-like behaviors, as also hyperphagia throughout life in rats (Jahng 2011). 

 Rats that experienced neonatal maternal deprivation and had prolonged access 

to high palatable food during adolescence and youth had partly improvement of anxiety-

related, but not depressive symptoms, possibly due to the improved function of the 

hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis (Lee et al. 2014). Palatable food is able to 

disrupt appetite regulation, induce pleasure and activate the reward system (de 

Macedo et al. 2016). Condensed milk has been applied in animal studies as a palatable 

solution to evaluate reward pathways (Hume et al. 2016; Marshall et al. 2017; Martin-

Fardon and Weiss 2017). Palatable food can also reduce stress responses (phenomenon 

known as ―comfort eating‖), and individuals have used it as self-stress relief (Dallman 

et al. 2003; Schellekens et al. 2013). Thus, may be interesting to evaluate the effect of 

the exposition to a comfort food in animals submitted to this early-life stress model.  

Chronic stressful events, including early-life stress exposure, can also promote 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martin-Fardon%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26864474
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martin-Fardon%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26864474
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3757321/#B42
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ongoing intake of palatable foods (Machado et al. 2013). Kim et al. (2015) also verified 

that palatable food access during adolescence in animals submitted to an early-life 

stressor improved anxiety/depression-like behaviors and increased BDNF levels in the 

nucleus accumbens. Neurotrophins such brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and 

the nerve growth factor (NGF) are among the most prominent factors required in brain 

development and plasticity; since, they are involved in synaptic and morphological 

plasticity with maximal levels at times of neuronal growth, differentiation and 

synaptogenesis (de Thoenen 2005). Early-life stressors, as maternal deprivation, can 

alter these cerebral neurotrophins expressions, in different brain regions (Roceri et al. 

2004; Cirulli et al. 2007; Wang et al. 2015, de Oliveira et al. 2017).   

Cytokines are polypeptides or extracellular glycoproteins produced by different 

cells from immune system, and they are able to influence the activity, differentiation, 

proliferation and survival of these cells (de Oliveira et al. 2011). They regulate the 

production and activity of other cytokines, both pro-inflammatory and anti-

inflammatory cytokines (de Oliveira et al. 2011). Animals submitted to maternal 

deprivation exhibit alterations through some of these neuroinflammatory markers, 

including increased levels of pro-inflammatory cytokines in brain structures and serum, 

as interleukin-1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor alpha (TNFα) 

(Pinheiro et al. 2015; Réus et al. 2017). Palatable food, as hypercaloric diets, can also 

alter neuroinflammatory parameters (Hansen et al. 1998), and the relationship between 

obesity and inflammation has received extensive support across pre-clinical and clinical 

studies (see Kanneganti and Dixit 2012, for review). 

 Gender-specific responses to an intervention, as palatable food exposure or 

early-life stressors, have been investigated in the pre-clinical studies offering greater 

translationality to human’s scenario (Krolowet al. 2010; Marshall et al. 2017; Cabbia et 
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al. 2018). Considering this, the present study evaluated the association of an early-life 

stressor and palatable food consumption over neuroplasticity (BDNF/NGF levels) and 

neuroinflammatory parameters (TNF-α, IL-6, IL-10 levels) in males and females rats 

submitted to MD in early life (P1-P10), and palatable food exposure after weaning 

(P21) for three weeks. Also, condensed milk consumption and weight parameters (as 

weight gain, Lee Index and relative adipose tissue weight) were evaluated.  

2 MATERIAL AND METHODS  

2.1 Animals 

A total of 64 Wistar pups (32 males / 32 females) were utilized in this study. 

They were kept in polypropylene cages (49 × 34 × 16 cm), with the floor covered in 

sawdust, with their mothers, maintained on a standard 12h dark/light cycle, in a 

temperature-controlled environment (22 ± 2 °C), and had access to water and food, ad 

libitum. At birth, pups were standardized according to de Oliveira et al. (2017), with 

minor modifications, containing 8 pups per dam (4 males and 4 females). Importantly, 

assessing the development of offspring during lactation is the current procedure of 

adjusting litter in the first days of birth, in order to homogenize nutritional conditions 

for all pups (Tanaka 2004). All experiments and procedures were approved by the 

Institutional Committee for Animal Care and Use (GPPG/HCPA protocol No. 160558). 

The animals’ husbandry followed Law No. 11794 (Brazil), which regulates the 

scientific use of animals. Vigorous attempts were made to minimize animal suffering, 

and decrease external sources of pain and discomfort, as well as to use the minimum 

number of animals required to produce reliable scientific data. 

2.2 Maternal Deprivation (MD) 
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From postnatal day 1 (P1), litters were deprived of their mother for 3h daily for 

the first 10 days of life (Benetti et al. 2009). Deprivation consisted in removing the 

mother from the home cage. Four animals per litter were used in each experimental 

group. Pups were maintained in the original home cage, and grouped in a nest in the 

presence of maternal odor; they were transferred to a different room where the 

temperature was maintained at 30–32 °C to compensate for the mother’s body heat 

(Renard et al. 2005). Non-deprived rats remained undisturbed in the home cage with 

their mothers. Deprivation was carried out between 09:00 a.m. and 12:00 p.m. The first 

bedding was changed only on P11 both the groups (non-deprived and deprived rats). 

2.3 Palatable Food (PF) Exposure 

After weaning (P21), rats were separated by sex into cages (4 animals/cage) and 

animals from palatable food (PF) groups received 25g of condensed milk/rat per day, 

resetting daily, until P44. All animals, including groups from PF, received water and 

food (standard chow) ad libitum.  

2.4 Experimental design 

Firstly, animals were divided into 2 groups: control group (C), in which pups did 

not receive any intervention (n= 16 males / 16 females); and maternal deprived group 

(MD), in which pups were subjected to maternal deprivation (n= 16 males / 16 females). 

After weaning (P21) animals were subdivided in two more groups: one was exposed to 

standard chow and the other group received palatable food (condensed milk) until P44, 

totaling four study groups (Figure 1). All manipulations were performed in at the same 

time (9 a.m.). Condensed milk consumption and animals’ weight were measured weekly 

during the palatable food exposure. After euthanasia (P44), adipose tissues were 

collected and cerebral structures removed for biochemical analyses (Figure 2). 
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______________________________________________________________________ 

INSERT FIGURE 1 

_____________________________________________________________________ 

______________________________________________________________________ 

INSERT FIGURE 2 

______________________________________________________________________ 

2.5 Palatable Food (condensed milk) estimated consumption 

 The standard diet and the experimental diet were replaced daily by fresh 

ingredients. Rats fed with palatable food also had free access to standard chow and 

water. The amount of palatable food consumed in each cage was evaluated by weighing 

each day the condensed milk remaining in the feeders on a digital scale, and by 

calculating the consumption per cage (grams of condensed milk intake/box). This 

parameter is only illustrative, since we followed this variable only at the end of the 

experiment, and there were not enough data to perform statistical analysis. 

2.6. Weight parameters 

2.6.1Body weight and Lee Index 

Animals were weighed (g) weekly using a semi-analytical scale, in order to 

follow animals’ body weight during condensed milk exposition. At the end of the 

experiment, it was measured the naso-anal length (cm), always by the same 

experimenter, to perform Lee Index estimation, using the follow index: 
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Data were expressed as grams per centimeter (g/cm). 

2.6.2 Relative adipose tissue weight 

The retroperitoneal, mesenteric, perirenal and perigonadal adipose tissues were 

dissected manually and weighed together using a semi-analytical balance. Data were 

expressed as grams of tissue per 100 grams of body weight (g /100g body weight). 

2.7 Cerebral structures collection 

Rats were killed by decapitation at P44 having cerebral cortex, hippocampus and 

hypothalamus removed and stored in independent slots (without buffer solution), frozen 

at −80 °C until analysis. 

2.8 Biochemical assays 

Cerebral structures were homogenized with Cocktail (Sigma
®
 #P8340) in the 

proportion of 1:100 in phosphate buffered saline (PBS), at pH 7.2. The homogenate was 

centrifuged for 5 min at 10.000 rpm. The resultant supernatant was applied in all 

biochemical assays performed in this study. Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), 

Nerve growth factor (NGF), Tumor necrosis factor alpha (TNFα), Interleukin 6 (IL6) 

and Interleukin 10 (IL10) levels were carried out by sandwich ELISA using monoclonal 

antibodies specific for each measurement (R&D Systems, Minneapolis, United States). 

Procedures were performed in accordance with the manufacturer’s protocol. Optical 

density was measured using an ELISA reader at the wavelength of 450 nm. All data 

were expressed in pg/mg of protein. Total protein was measured by Bradford’s method 

 (g) 

nose-to-anus length (cm) 
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using bovine serum albumin as standard. 

2.9 Statistical analysis 

Body weight results were analyzed by repeated measure ANOVA. For Lee index 

and relative adipose tissue weight, univariate analysis were performed. For biochemical 

assays, multivariate analysis of variance (MANOVA) was performed. Results were 

considered statistically significant if P<0.05. Data were expressed as mean ± standard 

error of the mean (SEM). The SPSS 20.0 program was used for the statistical analysis 

and for the outliers verification, which were excluded from the study. 

3 RESULTS 

3.1 Palatable Food (condensed milk) estimated consumption 

 The estimated consumption of condensed milk by the groups, which were 

exposed to this intervention, shows that maternal deprivation did not influence its 

consumption, but it seems that male animals (deprived and non-deprived) consumed 

more condensed milk than females (Figure 3).  

______________________________________________________________________ 

INSERT FIGURE 3 

______________________________________________________________________ 

3.2 Weight parameters 

3.2.1 Body weight and Lee Index 

Body weight follow-up showed effect of age (growth) and gender (repeated 

measure ANOVA, F(1,56)= 7405.00; F(1,56)= 76.89, respectively,  P<0.05); male animals 
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(deprived and non-deprived) gained more weight when exposed to the palatable food 

(Figure 4). 

______________________________________________________________________ 

INSERT FIGURE 4 

_____________________________________________________________________ 

After three weeks of palatable food exposure, there was interaction between 

gender and palatable food and gender effect in the Lee Index at P43 (univariate analysis, 

F(1,56)=103.00; F(1,56)= 3.69,respectively, P>0.05) (Figure 5). 

______________________________________________________________________ 

INSERT FIGURE 5 

______________________________________________________________________ 

3.2.2 Relative adipose tissue weight 

In terms of adipose tissue relative weight, there were effects of gender and 

palatable food (univariate analysis, F(1,48)=10.42; F(1,48)= 107.80, respectively, P<0.05). 

Also, there was an interaction between palatable food x gender (univariate analysis, 

F(1,48)=5.92, P<0.05). Animals exposed to the palatable food (males and females) 

showed higher relative adipose tissue weight (one-way ANOVA, F(1,22)= 42.42 (males); 

F(1,30)=80.09 (females), P<0.05) (Figure 6). 

______________________________________________________________________ 

INSERT FIGURE 6 

______________________________________________________________________ 
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3.3 Biochemical analyses 

 3.3.1 Neurotrophins 

In relation to BDNF levels, effect of gender was found in hippocampus 

(MANOVA, F(1,48)= 8.30, P<0.05) and hypothalamus (MANOVA, F(1,48)= 9.38; 

P<0.05); in both brain structures, females presented higher BDNF levels. Maternal 

deprivation effect was also presented at hypothalamus, reducing the BDNF levels at this 

structure (MANOVA, F(1,48)= 4.09; P<0.05). No effects of gender, maternal deprivation 

or palatable food were found in BDNF levels at cerebral cortex (MANOVA, P>0.05) 

(Table 1). 

Concerning to NGF levels, there was interaction between maternal deprivation 

and gender in the cerebral cortex NGF levels (MANOVA, F(1,48)= 4.15; P<0.05). At 

hippocampus, there was interaction between maternal deprivation x palatable food x 

gender (MANOVA, F(1,48)= 5.74, P<0.05).  At hypothalamus, deprived animals showed 

lower NGF levels (MANOVA, F(1,48)= 11.00, P<0.05), as the same result for animals 

from palatable food (MANOVA, F(1,48)= 4.49, P<0.05). Moreover, there was interaction 

between maternal deprivation and palatable food (MANOVA, F(1,48)= 5.58, P<0.05) 

(Table 1). 

______________________________________________________________________ 

INSERT TABLE 1 

______________________________________________________________________ 

3.3.2 Inflammatory cytokines 

Among TNFα levels, interaction of maternal deprivation x palatable food was 

found at cerebral cortex (MANOVA, F(1,48)= 12.65, P<0.05). At hippocampus, deprived 
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animals showed lower levels of this cytokine (MANOVA, F(1,48)= 10.82, P<0.05). At 

hypothalamus was only observed effect of gender (MANOVA, F(1,48)= 35.30, P<0.05), 

the females presented higher TNFα levels in this structure (Table 2). 

 In IL6 levels, interaction between maternal deprivation x gender (MANOVA, 

F(1,48)= 8.00, P<0.05), maternal deprivation x palatable food (MANOVA, F(1,48)= 5.45, 

P<0.05) and maternal deprivation x palatable food x gender (MANOVA, F(1,48)=  11.04, 

P<0.05) were found at cerebral cortex. Effect of gender was found in IL6 levels at 

hippocampus (MANOVA, F(1,48)= 8.40, P<0.05) and hypothalamus (MANOVA, F(1,48)= 

5.77, P<0.05), showing that females presented higher levels of this interleukin in these 

both structures (Table 2). 

 Referring to IL10 levels, only interaction between maternal deprivation x 

gender was found at cerebral cortex (MANOVA, F(1,48)= 4.95, P<0.05). There was not 

effect of maternal deprivation, palatable food or gender at hippocampus or 

hypothalamus in the IL10 levels (MANOVA, P>0.05 for all) (Table 2). 

______________________________________________________________________ 

INSERT TABLE 2 

______________________________________________________________________ 

4 DISCUSSION 

This study showed that the neonatal rats MD did not influence condensed milk 

consumption. Besides that, the consumption showed difference according to the gender, 

as reported in other studies (Arganini et al. 2012; Manippa et al. 2017). Over body 

weight follow-up, our results showed effect of age and gender, where male animals 

(deprived and non-deprived) gained more weight when exposed to the palatable food. In 



Efeito da exposição à deprivação materna e/ou dieta hipercalórica  

em parâmetros de desenvolvimento neuromotor, ponderais, comportamentais e neuroquímicos em ratos 

 

102 

 

fact, male animals consumed more condensed milk, which may have affected their 

weight gain. Male animals presented higher Lee Index, demonstrating the gender effect 

in this parameter. Typically, adult male rats are larger than female rats, due to a 

difference in the growth rate from puberty onward (Slob et al. 1975). Also, it was 

observed that the effect of palatable food exposure was influenced according to the 

gender: the Lee index was higher for females, whereas it was decreased for male rats. 

Despite Lee index has been used as an obesity parameter, its limitations in correlation 

with the percentage of fat mass has been reported; it is possible that the length is a 

relatively weak predictor of fat free mass in animals of a similar age and nutritional 

history (Stephens 1980).   

Considering Lee Index limitations, animals’ relative adipose tissue weight was 

evaluated. In this analysis, rats exposed to the palatable food (males and females) 

showed higher relative adipose tissue weight. Although body weight gain of the animals 

exposed to the condensed milk did not differ from animals subjected to standard chow. 

The higher presence of relative adipose tissue weight in animals from palatable food 

group shows the effect this intervention. Another point that should be considered to 

explain the non-weight gain during the palatable food exposure is the age of the 

animals. The animals’ age at the begging of the experiment may have influenced the 

weight gain, since young animals have metabolism that favors lean body mass (Tschöp 

and Heiman 2001). The condensed milk exposure in our study was conducted from day 

21 (P21) until P44, considered a time where rats exhibit adolescent-typical 

neurobehavioral characteristics, and the peak of growth spurt occurs at 4-5 weeks of 

age, which may have contributed for our result (Spear and Brake 1983; Spear 2000). 

In addition, MD did not alter weight parameters in our study. But, it is well 

established that the duration, type and severity of stress may change the animal’s 
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responses to diets (Maniam and Morris, 2012). Severe stressors usually decrease food 

intake when animals are exposed to either standard or hypercaloric diet (Pucilowski et 

al., 1993). For example, chronic stress increases the activity of corticotrophin-releasing 

hormone (CRH), causing anorexic effects (Pasquali, 2012), and reduces the orexigenic 

peptide (NPY) expression in the hypothalamus (Heinrichs et al., 1993). Early-life 

stressful events, as MD, can alter HPA axis, which regulates the stress response (Heim 

et al. 2001), interfering in the food intake and, consequently, in animals’ weight. 

In relation to BDNF levels, female rats presented higher levels of this 

neurotrophin at hippocampus and hypothalamus. These results corroborate data from 

Bakos et al. (2009) which showed similar gender-specific alterations. Estrogen 

modulates BDNF expressions through different mechanisms (Chan and Ye 2017), 

which may have contributed for the increased levels observed in females. Also, MD 

reduced BDNF levels at hypothalamus. In this way, we can suggest that this early-life 

stressor can induce long-term responses, including the activation of the HPA axis 

(Levine et al. 1991; Smith et al. 1997; Schmidt et al. 2006). Since glucocorticoids can 

interfere at hypothalamic BDNF mRNA expression (Jeanneteau et al. 2012), it is 

possible that stress response induced by the MD is contributing for the reduction in 

hypothalamic BDNF levels observed in this study. It is important to highlight that 

BDNF is a neurotrophin that plays a critical role in numerous neuronal activities and its’ 

lower concentrations has been implicated in various neurological disorders, as 

Alzheimer's and Parkinson's disease (Chan and Ye 2017). 

The interactions found in cortical and hippocampal NGF levels showed a 

gender-specific response to the interventions proposed. These results corroborate 

another study where divergent behaviors of male and female rats were found in animals 

submitted to early-life stress (Jaworska et al. 2008). Male rats seem to be more 
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susceptible to maternal care modifications, due the mother licks and grooms male pups 

more than females (Champagne 2012). At hypothalamus, MD and PF decreased NGF 

levels in the male and female rats. The capacity of stressful events, as maternal 

deprivation, reducing NGF levels has been showed (Réus et al. 2011; Dimatelis et al. 

2014; Zugno et al. 2015). It is important to note that this neurotrophin is essential to 

promote neuronal survival, differentiation, and function, including during development 

(Cirulli et al. 2000). In controversy, some studies show the opposite: MD or PF 

increasing NGF levels (Cirulli et al. 1998, 2000; Leffa et al. 2013). Our research group 

already observed that animals exposed to morphine and MD during early postnatal 

period presented increased levels of this neurothophin in brainstem and cerebral cortex 

in rats at 21 days old (de Oliveira et al. 2017). 

 Concerning about TNF-α levels, interaction showed that MD and PF isolated 

were able to increase this pro-inflammatory cytokine cortical levels, but when the 

interventions were associated, it had a reduction. Pinheiro et al. (2015) also found 

increased TNF-α levels at hippocampus and prefrontal cortex in adult rats submitted to 

MD during the neonatal period. In addition, Réus et al. (2017) also showed TNF-α 

levels increased in hippocampus and pre-frontal cortex in deprived rats at P20, P30 and 

P40. On the other hand, at hippocampus we observed that deprived animals presented 

lower TNF-α levels. In fact, previous studies demonstrated the impact of 

glucocorticoids in suppressing production of the pro-inflammatory cytokines, including 

TNF-α (Waage and Bakke 1988; Zuckerman et al. 1989). MD can activate HPA axis 

altering glucocorticoids production, which may have contributed for the decreased 

hippocampal levels of this interleukin found in our study. At hypothalamus female rats 

presented higher TNF-α levels. Sex hormones may have an important role in differences 

found in this pro-inflammatory cytokine. Ovarian cycle phases can modify pro-
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inflammatory cytokines levels: TNF-α production is increased during the luteal phase 

(low estrogen) compared with the follicular phase (high estrogen) (Bouman et al. 2005; 

Fish 2008). Inflammation process is regarded as a constant component of obesity and it 

contributes to the development of many chronic conditions, as type 2 diabetes and 

liver disease (Gregor and Hotamisligil 2011; Osborn and Olefsky 2012). Particularly, 

TNF-α has already been associated to insulin resistance (Tzanavari et al. 2010). This 

interleukin can also impact food behavior: Brebner et al. (2000) observed that palatable 

food consumption (chocolate milk) was reduced by dose-dependently and 

synergistically systemic interleukin 1β and TNF-α administration.  

Observing the interactions found in IL-6 cortical levels, palatable food was able 

to increase this pro-inflammatory cytokine in males and decrease in females. When MD 

was associated with condensed milk, only males’ cortical IL-6 levels decreased. At 

hippocampus and hypothalamus, female rats presented higher levels of this interleukin. 

Other studies showed differences in IL-6 levels between women and men (Fernandez-

Real et al. 2001; Huang et al. 2012). Sex hormones, especially estrogen and 

progesterone, may influence not only TNF-α, but also IL-6 levels (Angstwurm et al. 

1997; Konecna et al. 2000; Bouman et al. 2005). The capacity of palatable food in alter 

IL-6 levels was already described (Zeeni et al 2015; Collins et al. 2016; Vaidya et al. 

2017). It is important to consider that leptin is an adipokine secreted by mature 

adipocytes, which regulates the production of pro-inflammatory cytokines, such as 

TNF-α and IL-6 (Paz-Filho et al. 2012). This hormone regulates feeding behavior and 

energy metabolism, and its circulating concentrations correlate directly with body fat 

content (Zhang et al. 1994; Frederich et al. 1995). Although leptin levels were not 

evaluated in our study, literature shows that diets high in fat and carbohydrate are able 

to increase circulating glucose, insulin, and leptin levels (Surwit et al. 1988, 1995, 
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1997). Therefore, we can suggest that the modifications in IL-6 levels presented in 

animals submitted to the palatable food in our study may involve leptin modulation. 

In relation to IL-10 levels at cerebral cortex, MD reduces this interleukin levels 

only in male rats. Dimatelis et al. (2012) verified that neonatal stress promotes down-

regulation of IL-10 expression. In addition, Wang et al. (2017) found decreased IL-10 

levels at ventral hippocampus in male adult offspring mice. IL-10 is a potent anti-

inflammatory cytokine, preventing death of glial cells, increasing cerebellar neuron 

survival, and modulating the HPA axis avoiding depressive behaviors (Roque et al. 

2009). Previous studies showed that this interleukin has role in diabetes, and in vivo 

administration of IL-10 prevented the development of lipid-induced insulin resistance 

(Kim et al. 2004), and muscle-specific transgenic overexpression of IL-10 increased 

whole-body insulin sensitivity (Hong et al. 2009). 

 Due to the possible contribution of hormones, as corticosterone and estrogen,   

over the results based on what has already been stated in the literature, we believe that 

their not assessment may be of the limitations of our study. As well, the fact that we did 

not evaluated the effect of MD and of early palatable food exposure at older ages, as 60 

days or more (considered adult rats, with slower metabolism). 

5 CONCLUSION 

Our findings showed that palatable food exposure from P21 to P44 increases 

relative adipose tissue weight, but is not able to modify animals’ weight. Gender effect 

was observed in Lee index, as also in neuroinflammatory cytokines levels 

(hypothalamic TNF-α, hippocampal and hypothalamic IL-6 levels) and neurotrophins 

levels (hippocampal and hypothalamic BDNF). We can state that there were more 

noticeable effects of MD than PF in all assessments evaluated, demonstrating that this 
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early-life stress animal model is able to impact long-lasting modifications. In addition, 

in order to clarify the effects of gender found in our study, investigations evaluating the 

role of hormones, especially estrogen, in animals submitted to MD and/or PF should be 

conducted. 
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LEGENDS 

 

Figure 1. Study groups divisions. 

Figure 2. Study timeline.  

MD=maternal deprivation. PF=palatable food.  

Figure 3. Palatable food (condensed milk) estimated consumption. 

PF=palatable food. MD+PF= maternal deprivation and palatable food. 

Figure 4.Body weight results. Data expressed as mean ± standard error of the mean 

(SEM). There was effect of gender (three-way ANOVA, P<0.05). n= 8animals/group. 

C= Control. MD= maternal deprivation. PF=palatable food. MD+PF = maternal 

deprivation andpalatable food. 

*There was effect of gender on body weight (P<0.05). 

Figure 5. Lee Index at P43. Data expressed as mean ± standard error of the mean 

(SEM). Effect of gender (three-way ANOVA, P<0.05). n= 8animals/group.  

C= Control. MD= maternal deprivation. PF= palatable food. MD+PF = maternal 

deprivation and palatable food.   

*There was effect of gender on Lee Index (P<0.05). 

Figure 6. Relative adipose tissue weight. Data expressed as mean ± standard error of 

the mean (SEM). Effect of gender and PF (Univariate analysis, P<0.05 for both), there 

was interaction between PF x gender (Univariate analysis, p<0.05). n= 6-8 animals/ 

group.  

C= Control. MD= maternal deprivation. PF= palatable food. MD+PF = maternal 

deprivation and palatable food. 

*There waseffect of palatable food on relative adipose tissue weight (P<0.05).  

#There was effect of genderon relative adipose tissue weight (P<0.05).  
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LEGENDS 

 

Table 1. Neurotrophins levels results. Data presented as the mean ± standard error of 

the mean (n= 6-8 animals/group).  

BDNF levels: Effect of gender at hippocampus and hypothalamus (MANOVA, F(1,48)= 

8.305; F(1,48)= 9.386, respectively, P<0.05). Effect of MD at hypothalamus (MANOVA, 

F(1,48)= 4.098; P<0.05). There are not effects of gender, MD or PF in BDNF levels at 

cerebral cortex (MANOVA, P>0.05 for all). 

a
There was effect of gender at hippocampus (P<0.05).  

b
There was effect of gender at hypothalamus (P<0.05).  

c
There was effect of MDat hypothalamus (P<0.05).   

NGF levels: There was an interaction between MD x gender at cerebral cortex 

(MANOVA, F(1,48)= 4.158; P<0.05). There was an interaction between MD x PF x 

gender at hippocampus (MANOVA, F(1,48)= 5.748, P<0.05). There was effect of MD 

(MANOVA, F(1,48)= 11.001, P<0.05), PF (MANOVA, F(1,48)= 4.498, P<0.05) and an 

interaction  between MD x PFat hypothalamus (MANOVA, F(1,48)= 5.589, P<0.05). 

d
There was effect of MD at hypothalamus (P<0.05).  

e
There was effect of palatable food at hypothalamus (P<0.05). 

C= Control. MD= maternal deprivation. PF= palatable food. MD+PF = maternal 

deprivation and palatable food. 

Table 2. Inflammatory cytokines levels results. Data presented as the mean ± 

standard error of the mean (n= 6-8 animals/group).  

TNFα levels: There was an interaction between MD x PF at cerebral cortex 

(MANOVA, F(1,48)= 12.651, P<0.05); effect of MD at hippocampus (MANOVA, F(1,48)= 

10.823, P<0.05) and effect of gender at hypothalamus (MANOVA, F(1,48)= 35.306, 

P<0.05).  

a
There was effect of MD at hippocampus (P<0.05).   

b
There was effect of gender at hypothalamus (P<0.05).   

IL-6 levels: There was an interaction between MD x gender (MANOVA, F(1,48)= 8.007, 

P<0.05), MD x PF (MANOVA, F(1,48)= 5.451, P<0.05) and MD x PF x gender 

(MANOVA, F(1,48)=  11.049, P<0.05) at cerebral cortex; there was effect of gender at 

hippocampus (MANOVA, F(1,48)= 8.405, P<0.05) and at hypothalamus (MANOVA, 
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F(1,48)= 5.770, P<0.05). 

c
There was effect of gender at hippocampus (P<0.05). 

 

d
There was effect of gender at hypothalamus (P<0.05). 

IL-10 levels: There wasan interaction between MD x gender (MANOVA, F(1,48)= 4.954, 

P<0.05).  

C= Control. MD= maternal deprivation. PF= palatable food. MD+PF = maternal 

deprivation and palatable food. 
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FIGURE 1 
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FIGURE 2 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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FIGURE 5 
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FIGURE 6 
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TABLE 1 

 

 

 

 

 

 

      

BDNF Levels 

 (mg/pg protein) 

NGF Levels  

(mg/pg protein) 

Cerebral Cortex 

Males 

C 2.66 ± 0.20 3.36 ± 0.37 

MD 2.96 ± 0.15 3.16 ± 0.25 

PF 3.44 ± 0.17 3.23 ± 0.26 

MD+PF 2.91 ± 0.10 2.64 ± 0.22 

Females 

C 2.71 ± 0.17 2.81 ± 0.27 

MD 3.06 ± 0.20 3.08 ± 0.32 

PF 2.92 ± 0.26 2.98 ± 0.16 

MD+PF 3.04 ± 0.19 3.38 ± 0.10 

Hippocampus 

Males 

C 10.04
a
 ± 0.89 7.25 ± 0.10 

MD 10.40
a
 ± 1.62 5.91 ± 0.37 

PF  8.67
a
 ± 0.79 6.47 ± 0.61 

MD+PF  9.03
a
 ± 0.50 7.68 ± 0.12 

Females 

C 12.38 ± 1.24 7.27 ± 0.68 

MD 12.35 ± 1.81 7.96 ± 0.86 

PF 11.21 ± 1.07 7.70 ± 0.45 

MD+PF 12.30 ± 0.90 6.81 ± 0.71 

Hypothalamus 

Males 

C 32.82
b
 ± 4.42 25.38 ± 3.47 

MD 27.30
b.c

 ± 2.85   13.65
d
 ± 0.41 

PF 28.18
b
 ± 3.13   14.83

e
 ± 1.54 

MD+PF 23.69
b
 ± 4.94 13.32 ± 0.91 

Females 

C 43.34 ± 1.37 20.65 ± 1.96 

MD 
  c

33.76 ± 3.06  16.45
d
 ± 1.60 

PF 34.90 ± 3.71  18.62
e
 ± 2.22 

MD+PF 32.80 ± 5.11 17.46 ± 1.88 
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TABLE 2 

 

       

TNFα Levels  

(mg/pg protein) 

IL-6 Levels 

(mg/pg protein) 

IL-10 Levels 

(mg/pg protein) 

Cerebral Cortex 

Males 

C 5.72 ± 0.45 10.13 ± 0.99 10.03 ± 0.41 

MD 8.38 ± 0.92 14.22 ± 2.21 7.78 ± 0.42 

PF 8.37 ± 0.59 15.10 ± 2.23 9.78 ± 1.15 

MD+PF 6.36 ± 0.43 7.66 ± 0.62 6.61 ± 1.26 

Females 

C 6.68 ± 0.85 12.82 ± 1.28 9.19 ± 1.86 

MD 8.04 ± 0.85 15.91 ± 1.05 9.23 ± 0.48 

PF 7.34 ± 0.16 10.04 ± 0.87 9.07 ± 1.07 

MD+PF 6.78 ± 0.46 15.14 ± 1.63 10.66 ± 0.89 

Hippocampus 

Males 

C 19.33 ± 2.48 18.39
c
 ± 1.28 12.22 ± 1.47 

MD 
  
 13.80

a
 ± 1.25 17.80

c
 ± 1.94 14.14 ± 2.77 

PF 18.24 ± 1.59 18.67
c
 ± 0.08 10.43 ± 1.41 

MD+PF 15.32 ± 0.70 19.99
c
 ± 2.70 12.26 ± 1.61 

Females 

C 20.08 ± 1.96 21.23 ± 1.00 12.67 ± 1.50 

MD 
   

17.66
a
 ± 1.25 24.01 ± 2.55 14.22 ± 2.07 

PF 19.57 ± 1.28 21.48 ± 1.33 14.95 ± 1.44 

MD+PF 14.81 ± 1.94 23.90 ± 2.38 13.60 ± 0.64 

Hypothalamus 

Males 

C 130.59
b
 ± 7.39 106.39

d
 ± 14.82 86.17 ± 22.77 

MD 142.65
b
 ± 10.12 65.11

d
 ± 6.15 62.73 ± 7.73 

PF 130.16
b
 ± 2.97 80.13

d
 ± 11.89 60.05 ± 9.42 

MD+PF 126.14
b
 ± 16.59 81.93

d
 ± 11.18 80.51 ± 18.12 

Females 

C 191.06 ± 17.06 108.46 ± 6.50 76.68 ± 10.32 

MD 177.88 ± 15.33 105.02 ± 9.38 75.56 ± 12.55 

PF 169.94 ± 6.10 91.08 ± 2.93 62.07 ± 8.61 

MD+PF 198.98 ± 10.17 90.29 ± 7.67 62.83 ± 1.44 
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7 DISCUSSSÃO GERAL 

Os resultados dessa dissertação demonstram o efeito da deprivação materna (DM) sobre o 

teste da geotaxia negativa apenas no primeiro dia de avaliação (P8), onde os animais submetidos à 

intervenção apresentaram atraso no reflexo neuromotor. O reflexo da geotaxia negativa, em 

roedores, é necessário para adaptação ao ambiente (Golan e Huleihel 2006) e está relacionado a 

funções vestibulares e proprioceptivas (Motz e Alberts 2005). O teste de reflexo do endireitamento, 

também utilizado para avaliar o reflexo neuromotor dos filhotes, está relacionado a funções dos 

neurônios neuromotores, vias vestibulares, interneurônios da coluna vertebral e aferências 

proprioceptivas (Bignall 1974; Bose et al. 1998). Como foi observado em nosso estudo por meio do 

teste de geotaxia negativa corroborando estudo prévio do grupo (de Oliveira et al. 2017), a DM é 

acarretou um atraso no desenvolvimento dos filhotes, afetando negativamente o desenvolvimento 

cerebral nesses animais. 

 No teste de avaliação do comportamento locomotor e exploratório em P20, fêmeas 

apresentaram maior atividade locomotora demonstrado pelo maior número de cruzamentos 

externos. Maior intensidade de exploração em fêmeas pode ser importante do ponto de vista 

evolutivo, uma vez que por serem mães em potencial devem apresentar maior capacidade adaptativa 

ao ambiente desconhecido do que os machos. Dessa forma, a fêmea é capaz de assegurar  um curso 

tranquilo de prenhez, parto e zelo à ninhada (Dubovicky et al. 1999). Por outro lado, os machos 

apresentaram maior tempo em comportamento de grooming (auto-limpeza), refletindo possíveis 

alterações emocionais mediadas por mecanismos dopaminérgicos (Chester e Jackson 1980; Magaji 

et al. 2017). Esse comportamento inato está envolvido na manutenção da higiene, termorregulação, 

comunicação social e motivação (Spruijt et al. 1988; Kalueff et al. 2016), apresentando uma 

organização sequencial padronizada com características de progressão cefalocaudal (Spruijt et al. 

1984). Pode ser modulado por circuitos límbicos, incluindo a amígdala e o hipotálamo (Kalueff et 

al. 2016) e, é mediado pelo sistema dopaminérgico nigrostriatal e tegmental-ventral, relacionando 
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eventos estressantes com o comportamento de recompensa (Spruijt et al. 1986). Existe uma relação 

direta entre a redução do grooming com a dimuição da liberação de dopamina na amígdala 

(Homberg et al. 2002). A avaliação desse comportamento em roedores é potencialmente útil para a 

neurociência translacional, uma vez que o aumento desse tipo de comportamento pode estar 

relacionado a transtornos psiquiátricos (Kalueff et al. 2016). Fêmeas deprivadas apresentaram maior 

tempo de latência de saída do primeiro quadrante, efeito oposto foi observado em machos. Outros 

estudos também observaram respostas divergentes entre os gêneros à exposição ao estresse precoce 

(Jaworska et al. 2018; Aya-Ramos et al. 2017). Apesar de existirem outras maneiras de avaliar o 

comportamento do tipo ansioso (como o EPM), o maior tempo de latência para deixar o primeiro 

quadrante como observado nas fêmeas deprivadas no teste do campo aberto, pode ser um indicativo 

de ansiedade (Andersen e Tufik 2015). Quando nova avaliação foi realizada em P42 para verificar o 

efeito da DM em longo prazo, não foram encontrados efeitos da DM ou do gênero. Assim sendo, 

nossos resultados sugerem que o gênero é capaz de modificar a atividade locomotora e exploratória 

dos animais em P20 e a DM em curto prazo, pode estar relacionada a  comportamento do tipo 

ansioso gênero-dependente. 

Quanto à avaliação do comportamento tipo ansioso em P20, por meio do teste EPM, animais 

deprivados apresentaram aumento no tempo de permanência nos braços abertos. Na medida em que 

os animais são mais ativos e exploram o labirinto, eles podem ser mais propensos a exploração das 

áreas desprotegidas do aparato (braços abertos) (Doremus-Fitzwater et al. 2009). O aumento no 

tempo de permanência nos braços abertos em animais deprivados observado nesse estudo, que 

representa uma medida confiável de ansiedade, corrobora Weiss et al. 2011, sugerindo um efeito 

ansiolítico da DM (Doremus-Fitzwater et al. 2009). Previos estudos demonstraram que a exposição 

a eventos estressantes no início da vida induziu efeitos ansiolíticos (Farkas et al. 2009; Xiong et al. 

2014; Zhang et al. 2014). Também observamos que machos apresentaram redução no número de 

protected head dipping (PHD) e aumento no número de non-protected head dipping (NPHD). Esses 
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parâmetros podem ser utilizados para avaliação de risco e atividade exploratória de animais 

submetidos ao EPM (Rodgers e Cole 1993; Sestakova et al. 2013). O NPHD (movimento de 

mergulho com a cabeça na borda de um dos braços abertos), especificamente, pode servir como um 

parâmetro inverso de avaliação de comportamento do tipo ansioso, um aumento de NPHD indica 

redução do nível de ansiedade (Rodgers e Dalvi 1997; Sestakova et al. 2013). Desta forma, 

podemos concluir que machos apresentaram redução no comportamento do tipo ansioso. Em nova 

avaliação do EPM para avaliar os efeitos em longo prazo da DM (P42), fêmeas apresentaram menor 

latência para iniciar a exploração do aparato. Sugere-se que quanto maior for esse tempo de 

latência, maior o nível de ansiedade do animal (Braun et al. 2011). Portando, referindo-se a esse 

parâmetro, fêmeas demonstraram menor comportamento do tipo ansioso. Além disso, machos 

deprivados apresentaram aumento no número de rearings, e o efeito oposto foi encontrado em 

fêmeas deprivadas. Esse parâmetro está relacionado ao comportamento do tipo exploratório 

(Rodgers et al. 1997), desta forma, podemos sugerir que a DM foi capaz de aumentar o 

comportamento do tipo exploratório nos machos e reduzir em fêmeas. Em síntese, nossos resultados 

referententes à avaliação do comportamento do tipo ansioso, demonstram que a DM em curto prazo 

é capaz de induzir efeitos ansiolíticos, e em longo prazo, ocasionar efeito gênero-dependente, 

aumentando o comportamento exploratório de machos e reduzindo os das fêmeas. Além disso, é 

importante salientar que foi observada diferença entre os gêneros na latência em P42. 

 Em relação às avaliações nociceptivas, quando os animais foram submetidos ao teste da 

placa quente (PQ) em P21, a DM causou um aumento do limiar térmico. Esse mesmo efeito 

analgésico, induzido pela DM, foi verificado somente em fêmeas no teste do tail-flick (TFL). É 

importante salientar que o teste do TFL avalia dor fásica, estímulos térmicos nociceptivos de curta 

duração relacionado ao limiar nociceptivo, sendo aplicado em uma superfície mínima. Envolve a 

estimulação de fibras Aδ (Le Bars et al. 2001) presentes ao nascimento. Por outro lado, o teste da 

PQ envolve dor tônica, estímulos de longa duração que desencadeiam uma resposta nociceptiva 
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envolvendo principalmente fibras C (Le Bars et al. 2001). Essas fibras ainda estão em fase de 

maturação durante as primeiras três semanas de vida (Fitzgerald 2005). Nesse período, há um 

aumento no número de fibras C conectadas à medula espinhal e uma diminuição gradual no número 

de fibras Aδ. Portanto, nas primeiras três semanas de vida, ambas as populações de fibras ocupam o 

mesmo espaço na medula espinhal (Fitzgerald, 2005). TFL envolve controle inibitório supra-

espinhal descendente, reflexo que percorre através do funículo dorsolateral (Necker e Hellon 1978). 

Esse controle desempenha um papel modulatório significativo, que é acentuado pelos estímulos da 

intensidade de calor e pelas dicas visuais e auditivas fornecidas durante o teste (King et al. 1997). 

Além disso, a latência do TFL pode ser alterada de acordo com as características da cauda e da 

temperatura ambiente (Berge et al.1988). Todos os nossos experimentos foram realizados em um 

ambiente com temperatura controlada (22 ± 2 ° C), com altas temperaturas da bobina (até 75 ° C),  

evitando-se qualquer sinal visual ou auditivo, tornando nossas observações confiáveis. É importante 

destacar que a modulação inibitória descendente se torna aparente entre o 15º (Guy and Abbott 

1992; Weber et al. 1977) e o 21º dia pós-natal (vaan Praag e Frenk 1991) devido ao atraso na 

maturação dos receptores no corno dorsal; e a mielinização dependente de tempo das fibras Aδ 

(envolvidas com a sensibilidade térmica) (Fitzgerald et al. 1991). Assim, de acordo com o 

crescimento de ratos, os receptores atingem a maturidade e as fibras Aδ tornam-se mielinizadas, 

promovendo velocidades de condução mais rápidas da resposta nociceptiva. Embora a velocidade 

de condução desse tipo de fibras aumente com o passar da idade devido à mielinização (Fitzgerald 

et al. 1991), tal incremento nas velocidades de condução não está necessariamente correlacionado 

com a latência do comportamento de retirada da pata avaliada no teste da placa quente. Em 

neonatos e ratos jovens há falta de queratina na pele das patas, bem como alta penetração da fibra 

nervosa na epiderme (Fitzgerald 1966), deixando terminais neuronais e células não neuronais mais 

expostas ao insulto térmico da placa. Além disso, o teste PQ avalia respostas supraespinhais 

integradas, representadas pelo comportamento de lamber, pular ou sapatear, enquanto o teste TFL 

está mais relacionado ao reflexo da coluna vertebral (Le bars 2001). Dessa forma, nossos resultados 
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sugerem que a DM pode alterar as vias de dor supraespinal e espinhal, principalmente após curto 

tempo de exposição ao estressor. Até o momento, o efeito analgésico em curto prazo induzido pela 

DM encontrado nessa dissertação, é o primeiro a ser observado nesse modelo animal de estresse 

neonatal. 

 A capacidade da DM em alterar a resposta nociceptiva pode ser decorrente do estresse no 

início da vida causar mudanças duradouras no desenvolvimento de sistemas somatossensoriais e de 

dor (Schwaller and Fitzgerald 2014). O sistema nervoso imaturo em humanos e roedores é 

altamente responsivo à estimulação tátil e nociva nesse período (Schwaller and Fitzgerald 2014). O 

corno dorsal da medula espinhal no rato recém-nascido é caracterizado por grandes campos 

mecanorreceptivos cutâneos, com predominância de inputs de fibras-A sinápticas e projeções 

difusas de fibras-A aferentes primárias, todas as quais são gradualmente reduzidas e refinadas ao 

longo das primeiras semanas pós-natais (Beggs et al. 2002). A atividade evocada por fibra C 

amadurece após a primeira semana pós-natal e, a partir de P10, a estimulação repetitiva de fibras C 

produz o clássico ―wind up‖ (Fitzgerald and Beggs 2001). Wind up refere-se ao aumento 

progressivo na magnitude das respostas nos neurônios do corno dorsal mediada por glutamato 

através de receptores do tipo NMDA (Li et al. 1999). Além disso, estressores podem contribuir para 

o aumento do limiar nociceptivo, devido ao estabelecimento de um fenômeno conhecido por 

―analgesia induzida pelo estresse‖ (AIS) (Butler and Finn 2009). Esse fenômeno pode estar 

relacionado a ativação da via nociceptiva inibitória descendente e pela inibição da transmissão 

ascendente da informação nociceptiva (Butler and Finn 2009). Desta forma, podemos sugerir que a 

DM em curto prazo seja capaz de reduzir o clássico cenário de Wind up produzido pela ativação 

repetitiva das fibras C, devido ao estresse neonatal, e favorecer o estabelecimento da AIS, alterando 

a nocicepção dos animais promovendo um episódio analgésico. 

 Já em relação ao efeitos em longo prazo causados pela DM sob a nociepção, no teste TFL 

realizado em P43, verificou-se que a intervenção foi capaz de reduzir o limiar térmico dos machos, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fitzgerald%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11499403
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beggs%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11499403
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efeito contrário do encontrado em P21 no teste da PQ. Na verdade, o efeito hiperalgésico da DM já 

foi demonstrado em alguns estudos (Bernardi et al. 1986; Kwok et al. 2014; Yasuda et al. 2016. 

Eventos estressantes precoces podem resultar na desregulação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal 

(HHA), responsável pela resposta ao estresse (Heim et al. 2011). DM pode levar à disfunção desse 

eixo ao longo da vida, resultando em aumento dos níveis séricos de corticosterona relacionado à 

diminuição do limiar nociceptivo (Kim et al. 2008, Marais et al. 2008; Esquivel et al. 2009). 

Embora os níveis de corticosterona não tenham sido medidos nessa dissertação, podemos sugerir 

que a hiperalgesia de ratos machos apresentada na P43 pode estar relacionada à disfunção do eixo 

HHA, devido aos conhecidos efeitos da DM sobre esse eixo já descritos na literatura (van Oers et 

al. 1999; Penke et al. 2001; Daskalakis et al. 2014). Portanto, nossos resultados demonstram que, 

em curto prazo, a DM aumenta os limiares térmicos nociceptivos dos animais, enquanto que em 

longo prazo, reduz os limiares em machos. Concluindo, deprivação materna induziu um aumento no 

limiar nociceptivo independente do gênero no teste da placa quente. No entanto, no TFL esse efeito, 

foi dependente do gênero. Esse estudo foi o primeiro a demonstrar analgesia induzida por esse 

modelo animal de estresse neonatal. Sugerimos, que o estresse induzido pela deprivação materna 

seja decorrente da ativação do eixo HHA induzindo a clássica analgesia induzida pelo estresse. 

Desta forma, a resposta de neonatos difere de animais adultos expostos a modelos de estresse 

repetido que apresentam hiperalgesia. 

Em relação às análises bioquímicas do nosso estudo realizadas em P44, DM reduziu os 

níveis hipotalâmicos de BDNF e NGF, assim como o nível hipocampal de TNF–α dos animais 

deprivados. A exposição ao alimento palatável (leite condensado) por 3 semanas reduziu os níveis 

hipotalâmicos de NGF. Interações entre DM x gênero em níveis corticais de NGF demonstraram 

que a DM reduziu os níveis dessa neurotrofina nos machos deprivados e aumentou em fêmeas. Em 

relação aos níveis hipocampais, interações demonstraram que a DM e o alimento palatável isolados 

reduziu os níveis de NGF nos machos, ocorrendo o oposto nas fêmeas. Quando essas duas 
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intervenções foram associadas, houve um pequeno aumento nos níveis dessa neurotrofina em 

machos e uma redução em fêmeas. Observando-se a interação encontrada entre DM x alimento 

palatável em níveis corticais de TNF-α. O grupo exposto a associação das duas intervenções 

apresentou uma redução nos níveis desta citocina pro-inflamatória, comparado aos grupos que 

foram expostos as intervenções isoladamente. Em relação as interações encontradas nos níveis 

corticais de IL-6, a exposição ao alimento palatável induziu um aumento em machos e uma redução 

em fêmeas. A associação da DM ao alimento palatável reduziu os níveis corticais de IL-6 somente 

em machos. Considerando os resultados obtidos nessa dissertação em relação aos marcadores 

inflamatórios, é possível sugerir que ratos machos são mais susceptíveis a DM ou exposição a 

alimento palatável, uma vez que a DM reduziu os níveis corticais de IL-10 e o alimento palatável 

aumentou os níveis de IL-6 nesses animais. Adicionalmente, há efeito do gênero tanto nos 

parâmetros inflamatórios como nas neurotrofinas. As fêmeas apresentaram aumento nos níveis 

hipotalâmicos de TNF-α, nos níveis hipocampais e hipotalâmicos de IL-6 e BDNF. 

Detalhando-se os resultados demonstrados acima, foi possível observar interação entre DM 

x gênero nos níveis de NGF em córtex cerebral. Fêmeas deprivadas apresentaram aumento nos 

níveis desta neurotrofina, enquanto o oposto foi encontrado em machos. Similar diferença entre os 

gêneros foi encontrada em hipocampo; houve interação entre DM x alimento palatável x gênero. 

Observandos isoladamente, DM e o alimento palatável reduziram os níveis hipocampais de NGF 

em machos, e aumentaram em fêmeas. Quando as duas intervenções foram associadas, é possível 

inferir que enquanto os machos apresentam um aumento estatisticamente não-significativo as 

fêmeas não apresentaram esse efeito nos níveis hipocampais desta neurotrofina. A DM e PF foram 

capazes de reduzir os níveis hipotalâmicos de NGF em ambos os sexos. É importante destacar que 

essa neurotrofina é essencial para promover a sobrevivência, diferenciação e funcionamento 

neuronal, inclusive durante o desenvolvimento. Nossos resultados corroboram um estudo que 

demonstrou respostas divergentes entre machos e fêmeas submetidos ao estresse precoce (Jaworska 
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et al. 2008), indicando que ratos machos parecem ser mais suscetíveis a modificações no cuidado 

materno. Na verdade, acredita-se que animais machos sejam mais sensíveis às modificações na 

relação mãe-filhote, uma vez que foi observado que a mãe disponibiliza maior atenção aos filhotes 

machos (como comportamentos do tipo licking e grooming) do que as fêmeas (Champagne et al. 

2012; Auger e Auger 2013). Além disso, eventos estressantes, como a DM tem sido relacionado 

com a redução dos níveis de NGF (Réus et al. 2011; Dimatelis et al. 2014; Zugno et al. 2015). 

Notavelmente, baixos níveis de neutrofinas em pacientes esquizofrênicos parecem ser devido ao 

estresse psicológico crônico. Em contraste, alguns estudos demonstram que DM é capaz de 

aumentar os níveis de NGF (Cirulli et al., 1998, 2000), incluindo uma investigação do nosso grupo 

de pesquisa onde a exposicao a estresse neonatal e a exposição precoce à morfina aumentaram os 

níveis de NGF em córtex e tronco cerebral em animais com 21 dias de idade (Oliveira et al. 2017). 

No que diz respeito ao BDNF, as fêmeas apresentaram níveis hipocampais e hipotalâmicos 

mais altos desta neurotrofina. Esses resultados corroboram estudo de Bakos et al. (2009), que 

também observou diferenças gênero-específicas. O estrogênio modula as expressões de BDNF por 

meio de diferentes mecanismos (Chan e Ye 2017), o que pode ter contribuído para o aumento dos 

níveis observados nas fêmeas. Além disso, DM reduziu os níveis de BDNF no hipotálamo de 

machos e fêmeas. Esse modelo de estresse neonatal pode induzir respostas de longo prazo 

decorrentes da ativação repetida do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA) (Levine et al. 1991; 

Smith et al. 1997; Schmidt et al. 2006). Uma vez que glicocorticoides interferem na expressão do 

mRNA hipotalâmico de BDNF (Jeanneteau et al., 2012), a resposta ao estresse induzida pela DM 

pode contribuir para a redução dos níveis de BDNF em hipotálamo observados nessa dissertação. É 

importante ressaltar que o BDNF é uma neurotrofina que desempenha um papel crítico em inúmeras 

atividades neuronais e suas concentrações reduzidas têm sido implicadas em vários transtornos 

neurológicos (Chan e Ye, 2017). 
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 No que se refere aos níveis de TNF-α, o grupo exposto a associação de DM e alimentno 

palatável apresentou uma redução nos níveis corticais dessa citocina pró-inflamatória, comparando 

aos grupos expostos a cada intervenção isoladamente. Foi também observada uma redução nos 

níveis deta citocna em  hipocampo. Fêmeas apresentaram níveis hipotalamicos de TNF-α mais altos 

que machos. Hormônios sexuais podem exercer um papel importante nas diferenças dos níveis de 

interleucinas encontrados em nosso estudo. As fases do ciclo ovariano podem modificar os níveis 

de citocinas pró-inflamatórias: a produção de TNF-α aumenta durante a fase lútea (baixo 

estrogênio) em comparação com a fase folicular (alto estrogênio) (Bouman et al. 2005; Fish 2008). 

 Quanto aos níveis de IL-6, a exposição ao alimento palatável induziu um aumento nos 

níveis de IL-6 em machos e uma diminuição em fêmeas. Quando a DM foi associada ao alimento 

palatável, apenas os níveis corticais de IL-6 de machos foram reduzidos. No hipocampo e no 

hipotálamo, fêmeas apresentam níveis mais elevados desta interleucina. Outros estudos mostraram 

diferenças nos níveis de IL-6 entre mulheres e homens (Fernandez-Real et al. 2001; Huang et al. 

2012). A capacidade do alimento palatável em alterar os níveis de IL-6 já foi descrita (Zeeni et al 

2015; Collins et al. 2016; Vaidya et al. 2017). É importante considerar que leptina é uma adipocina 

secretada por adipócitos maduros, que regula a produção de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-

α e IL-6 (Paz-Filho et al. 2012). Esse hormônio regula o comportamento alimentar e o metabolismo 

energético, e suas concentrações circulantes se correlacionam diretamente com o conteúdo de 

gordura corporal (Zhang et al. 1994; Frederich et al. 1995). Embora os níveis de leptina não tenham 

sido avaliados em nosso estudo, a literatura mostra que dietas ricas em gordura e carboidrato são 

capazes de aumentar níveis circulantes de glicose, insulina e leptina (Surwit et al. 1988, 1995, 

1997). Recentemte, Toniazzo et al. (2018) verificaram que os efeitos da dieta rica em gordura foram 

mais pronunciadas nos machos, incluindo a sinalização da leptina. Portanto, podemos sugerir que as 

modificações nos níveis de IL-6 apresentados em animais submetidos ao alimento palatável em 

nosso estudo podem envolver contribuições da leptina. 
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No que diz respeito aos níveis de IL-10, DM reduziu os níveis corticais desta interleucina 

apenas nos machos. Dimatelis et al. (2012) verificaram que o estresse neonatal promove regulação 

negativa da expressão de IL-10. Além disso, Wang et al. (2017) encontraram diminuição dos níveis 

de IL-10 no hipocampo ventral em camundongos machos adultos. IL-10 é uma potente citocina 

anti-inflamatória, prevenindo a morte das células gliais, aumentando a sobrevivência dos neurônios 

cerebelares e modulando o eixo HHA evitando comportamentos depressivos (Roque et al. 2009). 

Nossos resultados em relação ao consumo estimado de leite condensado pelos grupos que 

foram expostos a essa intervenção, demonstraram que não foram alterados pela DM. No entanto foi 

observada uma diferença dependente de gênero, corroborando outros estudos, onde a escolha 

alimentar também foi  afetada pelo gênero (Arganini et al. 2012; Manippa et al. 2017). O ganho de 

peso dos animais durante as 3 semanas de exposição ao leite condensado, demostrou haver efeito da 

idade (crescimento) e do gênero. Animais machos (deprivados ou não) ganharam mais peso quando 

expostos ao alimento palatável comparando-se às fêmeas. O efeito da idade também foi observado: 

o aumento de peso foi proporcional ao desenvolvimento (crescimento) dos animais.   

 Em relação à avaliação do índice de Lee, efeito do gênero também foi observado, onde 

machos apresentaram índices mais elevados. Tipicamente, ratos machos adultos são maiores que 

fêmeas, devido a uma diferença persistente na taxa de crescimento a partir da puberdade (Slob et al. 

1975). Além disso, a exposição ao alimento palatável impactou diferentemente de acordo com o 

gênero: esse índice de Lee foi menor nas fêmeas em relação aos machos. Apesar do índice de Lee 

ser utilizado como parâmetro de avaliação de obesidade, suas limitações na correlação com o 

percentual de massa gorda foram relatadas, uma vez que o comprimento é um preditor 

relativamente fraco de massa livre de gordura em animais (Stephens 1980). 

 Considerando que o índice de Lee apresenta limitações, o peso relativo de tecido adiposo 

foi também avaliado nos animais. Nesta análise, ratos expostos ao alimento palatável (machos e 

fêmeas) apresentaram maior peso relativo de tecido adiposo. Embora o ganho de peso corporal dos 
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animais expostos ao leite condensado não tenha diferido dos animais submetidos à ração padrão, a 

maior presença de peso relativo de tecido adiposo nos animais do grupo que recebeu leite 

condensado mostra o efeito dessa intervenção. Um ponto importante que pode ter dificultado o 

ganho de peso dos animais do nosso estudo é a idade, uma vez que ratos jovens possuem 

metabolismo acelerado favorecendo o emagrecimento e ganho de massa magra (Tschöp e Heiman 

2001). No período de exposição ao leite condensado (P21 a P44), os ratos exibem neuro-

comportamentos típicos de adolescentes, com o pico de crescimento entre 4-5 semanas de idade 

(Spear and Brake 1983; Spear 2000), influenciando o peso dos animais.  Desta forma, uma 

limitação do nosso estudo pode ser o fato de não termos avaliado, em animais adultos, o efeito da 

DM e da exposição precoce a alimento palatável. 

 Em nosso estudo, a DM não alterou os parâmetros de peso avaliados. Porém, já está bem 

estabelecido que a duração, o tipo e a severidade do estresse podem alterar as respostas do animal às 

dietas (Maniam e Morris 2012). Estressores severos geralmente diminuem a ingestão de alimentos 

quando os animais são expostos à dieta padrão ou hipercalórica (Pucilowski et al. 1993). O estresse 

crônico pode aumentar a atividade do hormônio liberador de corticotrofina (CRH), causando efeitos 

anoréxicos (Pasquali 2012) e reduzir a expressão do peptídeo orexigênico (NPY) no hipotálamo 

(Heinrichs et al. 1993). Eventos estressantes precoces, como a DM, podem alterar o eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA), que regula a resposta ao estresse (Heim et al. 2001), 

interferindo na ingestão de alimentos e consequentemente, no peso dos animais.  
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8 CONCLUSÕES 

 Nosso estudo demonstrou que a DM pode desencadear um atraso no desenvolvimento 

neuromotor dos filhotes submetidos à essa intervenção. Efeitos de curto prazo da DM (P20/P21) 

foram observados, onde essa intervenção provocou um aumento do comportamento exploratório e 

efeito ansiolítico nos animais deprivados. Também, surpreendentemente, promoveu analgesia 

térmica, efeito nunca publicado antes para este modelo animal de estresse precoce.  Em relação aos 

efeitos tardios da DM (P42/P43) sobre o comportamento do tipo ansioso, machos e fêmeas 

responderam diferentemente à intervenção. Assim como, a DM promoveu hiperalgesia em ratos 

machos, possivelmente devido à disfunção do eixo HHA. A exposição ao leite condensado de P21 a 

P44 aumentou o peso relativo de tecido adiposo, mas não foi capaz de modificar o peso dos animais 

durante o experimento. Os efeitos tardios (P44) da DM encontrados nas análises bioquímicas do 

nosso estudo foram mais evidentes do que os efeitos da exposição ao leite condensado.   

 Devido aos resultados encontrados nessa dissertação, parece ser relevante a condução de 

novos grupos experimentais para complementariedade e conclusão dos achados. A inclusão de 

fêmeas ovariectomizadas, assim como suplementadas com antagonistas de estrogênio, podem 

elucidar os possíveis efeitos dos hormônios sexuais envolvidos nos desfechos encontrados. Do 

mesmo modo, a dosagem sérica de corticosterona associada a expressão de receptores de 

glicocorticoide no SNC, especialmente no hipocampo, um dos principais responsáveis pelo 

feedback negativo do eixo HHA, podem auxiliar na compreensão da relação desse eixo com 

eventos estressantes precoces, como a deprivação materna. Desta forma, espera-se que os resultados 

possam servir de instrumento translacional e contribuir para um maior entendimento dos possíveis 

efeitos da exposição precoce a um estressor e/ou ao alimento palatável na infância/adolescência. 
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