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RESUMO

Durante as durante as duas primeiras semanas de vida, a presenca da mae é
indispensavel para a sobrevivéncia dos filhotes. Em ratos, o comportamento materno
(CM) despendido pelas fémeas tem grande importancia para o desenvolvimento
adequado da prole. Alteracbes capazes de desencadear perturbacdes na relacéo
mae-filhote podem contribuir para alteracdes comportamentais e neuroendocrinas
duradouras nos descendentes. Da mesma forma, o estado nutricional e hormonal
em fases iniciais de desenvolvimento (gestacdo e lactacdo) estdo relacionados a
alteracbes epigenéticas, que podem levar ao desenvolvimento de doencas. Em
estudos experimentais, a superalimentacdo neonatal por reducdo do numero de
filhotes por ninhada causa obesidade da prole e aumenta o risco de doencas
cardiovasculares. No presente estudo avaliamos a influéncia da reducéo de ninhada
sobre o comportamento materno de ratas lactantes e possiveis consequéncias nas
respostas endocrinas e comportamentais nos filhotes durante a fase adulta. No 2°
dia de lactacéao (DL), a ninhada foi reduzida para trés filhotes (2 machos e 1 fémea,
grupo NR) e o grupo controle (NN) foi definido com 12 filhotes (maximo 6 machos
por ninhada). O CM foi investigado ao longo da lactacdo por meio da avaliacdo do
cuidado materno (CDM), ansiolise maternal e comportamento agressivo. As proles
de ambos os grupos foram avaliadas aos 60 dias quanto a ingestao alimentar, ganho
de peso, gordura corporal, perfil bioquimico e hormonal, além das respostas
comportamentais. Os resultados das analises evidenciaram aumento no tempo
gasto pela mae de ninhada reduzida em parametros de cuidado materno com
relevancia, principalmente, no comportamento de lamber os filhotes e cifose. Em
contraposicao, houve diminuicdo no tempo gasto em parametros de atividade geral
(alimentacédo e tempo longe dos filhotes) em maes que cuidavam de ninhada menor.
As ratas NR ainda apresentaram aumento na ansiolise e no comportamento
agressivo, principalmente nas 2 primeiras semanas de lactacdo, quando
comparadas ao grupo NN. Com relacado a prole, o grupo NR apresentou aumento de
peso desde o 8° DL até a fase adulta, tanto machos quanto em fémeas. Esses
animais ainda apresentaram-se hiperfagicos do desmame até a fase adulta e maior
adiposidade epididimal, ovariana e retroperitoneal (em machos e em fémeas). O

perfil bioquimico dos animais NR caracterizou um quadro de dislipidemia, com



aumentos nos niveis séricos de glicose, triglicerideos, colesterol total, VLDL-c, LDL-c
e diminuicdo nos niveis de HDL-c. A superalimentacdo neonatal ocasionou
hiperleptinemia em ambos o0s sexos e aumento de insulina em fémeas, que
aparentemente estd associado com o quadro de resisténcia a insulina e intolerancia
a glicose apresentado por esses animais. Quanto as respostas comportamentais,
animais criados em ninhada reduzida apresentaram reducdo dos comportamentos
relacionados a ansiedade e resposta ao medo, perfil semelhante ao apresentado por
suas maes. Sugerimos que este "ambiente materno” favorecido pela redugao do
tamanho da ninhada foi fundamental para o desenvolvimento de alteracbes

metabdlicas e comportamentais na prole adulta.

Palavras-Chave: Comportamento materno. Reducéo de ninhada. Obesidade.



ABSTRACT

In rats the mother is essential for the survival of offspring, especially during the first
two weeks of life. The maternal care (CM) spent by females has great importance for
the proper development of the offspring. Thus, changes during the perinatal period
are able to trigger disturbances in the relationship and can lead to lasting behavioral
and neuroendocrine changes in the offspring. Likewise, nutritional and hormonal
states in early stages of development (pregnancy and lactation) are related to
epigenetic changes that may lead to the development of diseases. In experimental
studies, neonatal overfeeding by reducing the number of pups per litter of offspring
causes obesity and increases the risk of cardiovascular disease. In the present study
we evaluated the influence of the reduction of litter on maternal care in lactating rats
and possible consequences of endocrine and behavioral responses in the offspring
during adulthood. To induce overeating neonatal, on the 2nd day of lactation (DL),
the litter size was reduced to three pups (2 males and 1 female, NR group) and
control group (NN) was set to 12 pups (maximum 6 males per litter). The CM was
investigated during the lactation through assessment of maternal behavior, maternal
anxiolysis and aggressive behavior. The effect of reducing litter in the adult offspring
(60 days) on food intake, body weight, body composition, biochemical and hormonal
levels were analyzed, in addition to behavioral responses. Differences were
considered significant when p < 0.05. The results showed that there was a significant
increase in total maternal behavior mainly in the behavior of licking pups and arched-
nursing, and a decrease in the total maternal behavior (diet and time away from the
pups) in mothers caring reduced litter. These rats also showed reduced anxiety-
related behavior and increased aggressive behavior, especially in the first 2 weeks.
Concerning to offspring, the NR group showed increased weight from the 8th DL to
adulthood, both males and in females. These animals still showed up hyperphagic
weaning until adulthood and increase adipose tissue: epididymal fat, ovarian fat and
retroperitoneal fat (in males and female). The biochemical profile of NR animals was
representative of dyslipidemia, with increases in serum glucose, triglycerides, total
cholesterol, VLDL-c, LDL-c and decrease in HDL-c. Neonatal overfeeding caused
hyperleptinemia in both sexes and increased insulin in females, which is apparently

associated with the framework of insulin resistance and glucose intolerance



displayed by these animals. Regarding behavioral responses, animals raised in small
litter showed behaviors related to anxiety and fear reduced, as their mothers. Thus, it
is concluded that "maternal environment" favored by the reduction in litter size was
crucial to the development of metabolic and behavioral changes in the adult
offspring.

Keywords: Maternal Behavior. Reducing litter. Obesity.
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1 INTRODUCAO

O estado nutricional e hormonal em fases precoces de desenvolvimento
(gestacao e lactacao) esta associado a alteracdes epigenéticas que podem levar ao
desenvolvimento de doencgas, como a obesidade. Em humanos, a obesidade infantil
esta relacionada com a ocorréncia da obesidade na idade adulta, resisténcia a
insulina e maior risco cardiometabdlico (REILLY; KELLY, 2011). Em estudos
experimentais com roedores, a superalimentacdo neonatal causa obesidade e
aumenta o risco de doencas cardiovasculares (THOMPSON et al., 2007; DE
MOURA,; LISBOA; PASSOS, 2008; STRAUSSMAN et al., 2009; PLAGEMANN et al.,
2010). Porém, pouco se sabe da influéncia do comportamento materno sobre a
ninhada neste processo, uma vez que o ambiente materno torna-se fundamental

para o desenvolvimento da prole.

1.1 COMPORTAMENTO MATERNO E A RELACAO MAE-FILHOTE

Em mamiferos, incluindo roedores, primatas e humanos, a mae € a principal
fonte que garante o alimento para os filhotes nas fases iniciais da vida. A relacéo
mae-ninhada se expande além da necessidade nutricional, uma vez que a mae que
provém a temperatura essencial dos filhotes no ninho, mantém-se atenta aos
estimulos visuais, olfatérios e auditivos da ninhada (PRYCE et. al.,, 2001),
principalmente durante as duas primeiras semanas de vida, pois os filhotes de ratos
nascem parcialmente iméveis, desprovidos de pelos, surdos, cegos e incapazes de
se locomover (GROTA; ADER, 1969; 1974).

O conjunto de cuidados que a mae oferece aos filhotes € denominado
comportamento materno (CM). O CM é constituido de uma série de comportamentos
complexos, espontaneos, instintivos e com caracteristicas espécie-especifica
determinadas por modificacfes fisioldgicas que ocorrem pouco antes e logo apos o
parto (NUMAN, 1994; MATTSON et al., 2001). Durante o periodo de lactacdo, as
maes apresentam comportamento de cuidar dos filhotes e manifestam-no pela

busca dos mesmos quando estes se afastam do ninho, pela estimulagédo da micgéo
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por meio da lambida anogenital, pelo posicionamento sobre os filhotes para prové-
los nutricdo e calor (GROTA; ARDER, 1969; STERN; JOHNSON, 1990; ALBERT,
WALSH, 1995). Além de comportamentos de contato direto com os filhotes, o CM é
constituido de condutas indiretas como a constru¢do do ninho, comportamento
agressivo, aumento da ingestdo e diminuicdo do medo e da ansiedade (FLEMING;
ROSENBLATT, 1974; ROSENBLATT, 1980; HANSEN; FERREIRA, 1986).

A agressao maternal consiste em comportamentos especificos executados
pela mde em relacdo a um intruso, com ou sem a intencdo de lesa-lo
(HUNTINGFORD, 1989). Ratas lactantes demonstram altos niveis de agressividade
durante as duas primeiras semanas ap0s o parto e, ap0s este periodo, ha um
declinio na agressividade embora a lactacao continue (GIONEVARD et al., 2005).

O comportamento agressivo maternal ocorre em um periodo especifico da
vida da rata, ao contrario dos machos que podem manifestar respostas agressivas
de maneira continua durante a vida (NUMAN, 1994). Ao contrario dos machos, uma
consideravel freqiéncia de mordidas das fémeas € dirigida a cabeca e a regido do
focinho do intruso. As fémeas apresentam o padrao de ataque frontal, o qual ndo é
observado em machos dominantes (BLANCHARD; BLANCHARD, 1991). O ataque
frontal é um comportamento subito, muito rapido, pois nao apresenta
comportamentos associados como piloerecédo e/ou dorso arqueado. Esta forma de
agressao que ocorre em resposta a uma ameaca ou medo € motivada pelo intruso e
geralmente é precedida por fugas (BRAIN, 1981).

Em roedores, alteracbes comportamentais observadas apds o parto parecem
depender de mudancas hormonais que ocorrem no final da gestacao, parto e inicio
da lactacdo, bem como da presenca dos filhotes (GIOVENARD et al., 2005). Os
filhotes fornecem a mae uma variedade de sinais tateis e olfatérios que sao
importantes para a manutencdo da agressdo maternal em ratas lactantes. O
recebimento de sinais apenas visuais e auditivos € incapaz de manter a agressao
maternal e a remocdo cirdrgica desses sentidos ndo afetam o comportamento
agressivo das maes (LOSTEIN; GAMMIE, 2002).

Diversas areas hipotalamicas e regides limbicas como area pré-6ptica medial
(mPOA), nucleo para ventricular (PVN), amigdala e estria da lamina terminal (BST),
sdo responsaveis pelo desenvolvimento da agressdo maternal. A atuacdo da
ocitocina (OT) nessas regides pode modular os cuidados maternais e a agressao

maternal. No entanto, a participagdo da ocitocina na agressdo maternal parece ser
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de uma forma indireta, ou seja, a OT aumentaria a agressao maternal por diminuir a
ansiedade. Isso seria um fato importante para que a rata lactante respondesse
adequadamente a uma ameaga contra um macho intruso (BOSCH et al., 2005;
BOSCH, 2010).

Alguns trabalhos correlacionam o aumento do comportamento agressivo com
a diminuicdo do medo (LONSTEIN; GAMMIE, 2002). Ratas lactantes demonstram
comportamentos relacionados a ansiedade diminuidos nos testes de campo aberto e
labirinto em cruz elevado quando comparadas com ratas nao lactantes. A reducao
da ansiedade pode ser considerada parte de um repertdrio comportamental maternal
e pode ser denominada como ansidlise maternal (FERREIRA et al., 2002).

A ansitlise maternal certamente é resultado de uma adaptacdo do Sistema
Nervoso Central (SNC) que € necessaria para a sobrevivéncia da prole. A
responsividade reduzida a ansiedade observada durante a lactacdo pode ser
explicada, pelo menos em parte, por um aumento da secre¢cdo de ocitocina e
prolactina (PRL), jA& que ambas possuem propriedades ansioliticas. Estudos
anteriores demonstraram que altos niveis de OT e PRL relacionam-se a
responsividade emocional observada na lactacdo (NUMAM, 1994; FLEMING;
ROSEMBLATT, 1974; FLEMING; WALSH, 1994).

As respostas maternais de fémea lactante mostram uma ritmicidade inversa
ao seu ciclo de atividade, ou seja, estas sdo mais intensas na fase clara do dia
(GROTA; ADER, 1969). As maes passam mais tempo junto dos filhotes durante o
ciclo claro, pois o pico de temperatura corpérea materna ocorre durante a noite e a
temperatura do ninho limita o tempo em que a méae fica neste (LEON et al., 1984). A
hipertermia aguda materna (induzida por altos niveis de progesterona, por exemplo)
forca a mae a se afastar dos filhotes. Ratas lactantes passam significativamente
mais tempo no ninho com filhotes hipotérmicos comparados a filhotes com a
temperatura normal de 33° a 35°C (LEON; CROSKERRY; SMITH, 1978). A
temperatura do ambiente pode também influenciar o tempo em que a mae fica junto
aos filhotes. Caso a temperatura do ambiente seja aumentada de 18° para 26°C
observa-se menor contato com os filhotes (SCHELSTRAETE et al., 1992).

Esse cuidado dado pela mée nos primeiros dias vida é considerado um fator
critico para o desenvolvimento adequado dos mamiferos, alteracdes nas interacdes
mae-filhote podem modificar a fisiologia e o comportamento da prole a curto e longo
prazo (MEANEY, 2001).



22

A interrupcdo de estimulos sensoriais providos pela mde tem efeitos
negativos no desenvolvimento da ninhada em muitas espécies (SCHANBERG;
KUHN, 1980; PAUK et al., 1986). Em geral, animais que foram afastados da mae no
periodo neonatal apresentam menor atividade no campo aberto (OGAWA et al.,
1994). Quando adultos, os animais privados do contato maternal mostraram
aumento nos comportamentos relacionados com ansiedade. Biagini et al. (1998),
observaram que os ratos separados por 5 horas por dia do 2° ao 6° dia pos-parto
apresentaram, quando adultos, maior secrecao de corticosterona apdés uma sessao
de inducédo ao estresse. Privacdo maternal também altera componentes especificos
dos sistemas neurais envolvidos na regulacdo dos horménios do estresse. A perda
de contato com a mae do 9° ao 12° dia pdés-parto resulta em uma reducdo na
expressdo de mRNA do receptor de mineralocorticoide na regido CA1 do hipocampo
(VAZQUEZ et al., 1996). Além disso, ha um aumento significante na expresséo de
MRNA de c-fos no PVN e uma diminuicdo paradoxal de mRNA do horménio
liberador de corticotropina (CRH) apds privacdo materna (SMITH et al.,, 1997),
alterando a resposta ao estresse.

O controle e manutencdo do CM envolvem fatores neuroendocrinos e
neuroanatémicos. A primeira fase da regulacdo determina o inicio rapido do CM no
pos-parto, sendo controlada por horménios relacionados com a gestacao e lactacéo
(estrégeno, progesterona, prolactina e ocitocina). A segunda fase, de manutencao
durante a lactacao, € controlada principalmente por fatores ndo hormonais, na qual o
estimulo proveniente do filhote se mostra de grande importancia (NUMAN, 1994).
Stern e colaboradores (2002) observaram que o ato de mamar regula o reflexo de
ejecao do leite nas maes, por meio da liberacdo de hormbnios como a ocitocina e
propdem algumas modificacbes nas vias neuroanatdmico-funcionais que regulam
esses fendbmenos, bem como no comportamento de cifose, envolvendo as colunas
dorsolaterais da medula espinhal e a substancia cinzenta pequiaquedutal. O contato
com os filhotes também é responsavel por atrair a atencdo da mée através de
algumas acdes exibidas por eles, como vocalizacbes e movimento do corpo e por
estimulos olfatérios (JANS; LEON, 1983). Tais fatores permitem a promoc¢ao ou até
mesmo surgimento do comportamento materno.

A relacdo mae-filhote pode ser estudada ao examinar os componentes do
comportamento materno. Em roedores, o comportamento de amamentagdo que

ocorre entre a mée e seus filhotes recém-nascidos envolve a participagdo de ambos
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os membros. Quando separados de suas progenitoras, os filhotes sinalizam para a
méae recolhé-los através de dicas olfativas, visuais e auditivas. Apos a mae recolher
seus filhotes para o ninho, ela entdo os cobre com o corpo e os lambe (WILKINS;
LOGAN; KEHOE, 1997). O ato de lamber é um importante estimulo tatil que pode
influenciar no desenvolvimento social de machos e fémeas adultos, incluindo o
comportamento sexual (BIRKE; SADLER, 1987; MOORE; POWER, 1992). Este
comportamento também influencia o comportamento materno futuro. Filhotes
fémeas que receberam maior quantidade de lambidas ficaram mais tempo com os
filhotes quando tornaram-se maes (FRANCIS et al., 1999). Além disso, a lambida
favorece a reposicdo de agua e eletrolitos pela mée, ja que ela ingere parte da urina
dos filhotes (GUBERNICK; ALBERTS, 1985).

A estimulacao feita pelos filhotes n&o so influencia o comportamento materno,
mas também a responsividade da mae ao estresse (WALKER et al., 2004). As
interacdes filhote-mae requerem circuitos de aproximacdo social e de motivacéo
intactos. Os sistemas ocitocinérgico e opioide estdo envolvidos na motivacdo do
filhote de camundongo em procurar contato social com sua mae, talvez agindo
através de circuitos de recompensa no encéfalo (YOUNG et al., 1997; MOLES;
KIEFFER; D’AMATO, 2004). Quanto a estudos com ratos, foi sugerido que,
principalmente até o 10° dia pds-parto, os filhotes apresentam uma circuitaria neural
peculiar adaptada a desenvolver um forte apego pela mae, ndo importando a
gualidade de cuidado materno recebido (MORICEAU; SULLIVAN, 2005). Filhotes de
ratos que foram lambidos e afagados frequentemente por suas maes apresentam
liberacdo de ocitocina (PEDERSEN; BOCCIA, 2002). H4 evidéncia de que a OT
enddégena durante o periodo neonatal tenha efeitos organizadores na expressao de
comportamentos adultos relacionados a ansiedade e das respostas do eixo
hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HHA) ao estresse agudo. O sistema serotonérgico nos
filhotes via receptores 5-HT1A e 5-HT1B é responsavel pela resposta vocal a
separacao da mae (INSEL; WINSLOW, 1998).

O sistema dopaminérgico neonatal pode ter um papel importante na mediacao
do comportamento do filhote e nas interacdes mae-filhote (WILKINS et al., 1997). Ja
foi proposto que as monoaminas, particularmente a noradrenalina (NA), tém um
papel crucial no desenvolvimento do apego de um filhote pela sua mae (KRAEMER,;
1992; MORICEAU; SULLIVAN, 2005).
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A presenca materna, por sua vez, tem um papel importante na regulacao do
eixo HHA (SUCHECKI et al., 1995), o que pode ser observado nos experimentos de
separacdo materna (MEANEY; BRAKE; GRATTON, 2002; VAN OERS et al., 1998).
Uma das consequéncias do prejuizo da interacdo mae-filhote é a inibicdo funcional
das vias neurais que sdo responsaveis pela ativacdo da cascata neuroenddcrina
requerida para evocar uma resposta do hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) (VAN
OERS et al., 1998).

O comportamento maternal modula ainda as respostas comportamentais dos
filhotes quando adultos. Os filhotes de mées muito lambedoras exibem um aumento
do comportamento exploratério no campo aberto, uma laténcia menor e um tempo
maior de alimentagdo em um ambiente novo e menor tempo de imobilidade e
enterramento no teste de “shock-probe burying”, quando comparados com filhotes
de maes pouco lambedoras (CALDJI et al., 1998; MENARD; CHAMPAGNE;
MEANEY, 2004). Essa diferenca individual no comportamento materno é capaz de
nao influenciar somente na responsividade as emocbes, mas parece também
modular a funcéo reprodutiva e o comportamento sexual de machos e fémeas na
fase adulta (URIARTE et al., 2007; CAMERON et al., 2005; GANS; MCCLINTOCK,
1993; LEHMANN; ERSKINE, 2004).

A importancia do periodo perinatal no desenvolvimento do filhote ndo esta
restrita apenas aos roedores. Em humanos, o periodo pdés-parto € um periodo
vulneravel e frequentemente associado ao aparecimento de depressao pos-parto
sendo esse risco incrementado pela exposicdo a eventos estressantes durante a
gestacdo (FEDERENKO; WADHWA, 2004). Além disso, alguns autores sugerem a
existéncia de uma relacdo entre o estresse psicolégico maternal e 0 aumento, nos
filhos, da incidéncia de sintomatologia de esquizofrenia e depressdo (WATSON et
al., 1999; GUTTELING et al., 2005). O estudo de Fries et al. (2005), com criancas
criadas em orfanatos, indica que os sistemas de neuropeptideos de vasopressina e
de OT, os quais sao criticos no estabelecimento de vinculos sociais e na regulagéo
de comportamentos emocionais, sao afetados pela experiéncia social precoce. Os
niveis de OT em criancas criadas por uma familia aumentam apés contato fisico com
suas maes, enquanto que criancas as quais experienciaram negligéncia precoce nao
apresentam essa resposta apos contato fisico com suas maes. Por outro lado, um

bom vinculo entre a mée e a prole é associado melhor enfrentamento do estresse.
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Assim, 0 ambiente materno constitui um dos mais significativos ambientes
gue um mamifero encontrard ao longo de toda a sua vida (PRYCE; BETTSCHEN;
FELDON, 2003). Alteracdo no comportamento materno pode, portanto, influenciar
nas respostas comportamentais e neuroenddcrinas dos filhotes desde o nascimento
até a fase adulta; o que torna esse comportamento crucial para o desenvolvimento
adequado dos filhotes. Desta forma, alteragbes precoces neste ambiente podem
levar a futuras alteracdes neuroenddcrinas, desequilibrio das funcdes cognitivas e
na reatividade ao estresse, bem como no comportamento social/reprodutivo
(MEANEY, 2001).

1.2 PROGRAMACAO METABOLICA

A teoria da programacdo metabdlica se refere a um fendbmeno epigenético
pelo qual alteracbes no padrdo nutricional, hormonal ou ambiental durante um
periodo critico da vida influenciam o desenvolvimento do organismo (MOURA,;
LISBOA; PASSOS, 2008). Os mecanismos pelos quais estas alteracbes sé&o
capazes de afetar os sistemas fisioldégicos que controlam o apetite, regulacdo do
peso corporal e a etiologia das desordens metabdlicas ainda ndo estédo totalmente
elucidados, porém algumas evidéncias sugerem que estas desordens manifestadas
na vida adulta podem ter suas raizes antes do nascimento (BREIER et al., 2001).

Estudos epidemiolégicos, clinicos e experimentais apontam a relacdo entre a
influéncia de fatores nutricionais (RAVELLI; STEIN; SUSSER, 1976; STANNER,
1997; RODRIGUES et al., 2011; TROINA et al., 2010; FIGUEIREDO et al., 2009;
PASSOS; RAMOS; MOURA, 2000; SYMONDS et al.,, 2009), hormonais (DE
OLIVEIRA CRAVO et al.,, 2002; YURA et al., 2005; VICKERS et al., 2008;
TREVENZOLI et al., 2010a; 2010b; BONOMO et al., 2005; TOSTE et al., 2006) e
ambientais (YOUNG, 2000; DUTRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010; SANTOS-
SILVA et al, 2010) na gestacdo e/ou lactacdo e a suscetibilidade ao
desenvolvimento da obesidade na puberdade e idade adulta.

As pesquisas sobre como os padrdes de crescimento dos individuos no inicio
da vida atuam sobre a saude, incluindo obesidade e doencas cardiovasculares tém

aumentado rapidamente nos ultimos 15 anos (CHOMTHO et al., 2008). A nutricdo
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adequada durante os periodos cruciais de desenvolvimento € essencial para o
crescimento sadio, podendo agir como um fator de imprinting, programando futuras
respostas fisiolégicas (RAVELLI et al., 1976).

A fase do desenvolvimento em que tais influéncias ocorrem é de extrema
importancia, pois sdo em janelas especificas que sédo definidos padrdes epigenéticos
de expressao génica, que em sua maioria poderdo permanecer por toda vida
(DIETZ, 1994; GLUCKMAN; HANSON, 2004; THOMPSON, 2007; DE MOURA et al.,
2008; STRAUSSMAN et al., 2009; PLAGEMANN et al., 2010). A principio, alteracdes
metabdlicas tornariam o individuo melhor adaptado a determinada condicdo
desfavoravel a que foi exposto no inicio da vida. No entanto, caso o individuo seja
exposto a um ambiente com melhores condi¢Bes, ele estard mais suscetivel ao
desenvolvimento de doencas (BARKER, 2004; DE MOURA et al., 2008). A este
fendbmeno foi atribuido o nome de programacdo metabdlica (LUCAS, 1991;
BARKER, 2004) ou mais recentemente plasticidade ontogenética (GLUCKMAN;

HANSON, 2004), por sua caracteristica mais probabilistica do que deterministica.

1.2.1 Modelo de programacao pela superalimentacdo pos-natal

Diversos estudos experimentais utilizam a superalimentacdo neonatal como
modelo experimental de obesidade (PLAGEMANN et al., 1999a; BOULLU-CIOCCA
et al., 2005; MARTINS et al., 2008; PLAGEMANN et al., 2010; CONCEICAO et al.,
2011; RODRIGUES et al., 2011; SOARES et al., 2012). A superalimentacdo (SA)
neonatal induzida pela reducdo do tamanho da ninhada resulta em obesidade da
prole lactente devido a menor concorréncia entre os filhotes pelo leite materno e
elevacdo do conteudo de triglicerideo no leite (VELKOSKA; COLE; MORRIS, 2008;
MOREIRA et al., 2009; CUNHA et al., 2009).

A obesidade neonatal causada pela SA resulta em hiperfagia, hiperleptinemia,
hiperinsulinemia, hiperglicemia, resisténcia hipotalamica a insulina e a leptina e
maior adiposidade visceral jA ao desmame (RODRIGUES et al., 2011; PLAGEMANN
et al., 2010; CONCEICAO et al., 2011). Durante a lactac&o, estruturas hipotalamicas
gue possuem importantes fungdes na modulagdo do consumo alimentar e gasto

energético encontram-se em formagdo e sdo altamente vulnerdveis a acdo de
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hormdnios neurotroficos, que podem conduzir & persistente desorganizacédo
estrutural e consequente disfuncdo (PLAGEMANN et al., 1999a; 1999b; BOURET;
DRAPER; SIMERLY, 2004; PINTO et al., 2004; BOURET; SIMERLY, 2006;
BOURET et al., 2010). Esse desbalanco do controle alimentar hipotalamico é
caracterizado pela reducdo do efeito inibitério da leptina sobre neurbnios
relacionados a regulacdo do apetite no nucleo hipotalamico arqueado dos ratos
adultos jovens (aos 50 dias) (DAVIDOWA; PLAGEMANN, 2000; 2001).
Adicionalmente os neurénios do nucleo ventromedial apresentam resposta alterada
aos peptideos orexigenos NPY (neuropeptideo Y) e AgRP (agouti-related protein) e
aos anorexigenos a-MSH (hormbnio estimulador de a-melanécitos) e o CART
(cocaine and amphetamine-regulated transcript peptide) (DAVIDOWA; LI,
PLAGEMANN, 2002; 2003; LI; PLAGEMANN; DAVIDOWA, 2002), além de uma
inesperada reducdo na expressdo hipotalamica de RNAmM de NPY aos 133 dias
(FERRETTI et al., 2011) e na expresséao de proteina aos 180 dias (RODRIGUES et
al., 2011).

Além da resisténcia hipotalamica a leptina, os animais submetidos a SA
neonatal apresentam menor sensibilidade a insulina no tecido adiposo epididimal
aos 90 dias (RODRIGUES et al., 2007) e no coracdo aos 140 dias (MARTINS et al.,
2008). Adicionalmente, apresentam hipermetilacédo da regido promotora do gene do
receptor de insulina no hipotadlamo, refletindo em menor expressao e consequente
resisténcia insulinica (RI) aos 21 dias (PLAGEMANN et al., 2010). Apesar da menor
sensibilidade em alguns tecidos, a SA neonatal resulta em hiperinsulinemia e
aumento da sensibilidade a insulina no coracdo ao desmame (PEREIRA et al., 2006)
e nas células-p pancreaticas aos 360 dias (CUNHA et al., 2009).

No modelo SA também é descrita a menor sensibilidade central a leptina, aos
180 dias, caracterizado pela reducdo do conteudo hipotalamico de JAK2 (janus
cinase 2) e STAT3 (sinal transdutor e activador da transcricao 3) fosforilada, que séo
proteinas da via principal de sinalizacdo da leptina e aumento do conteudo de
SOCS3 (suppressor of cytokine signaling 3), que é uma proteina estimulada pela
leptina, mas que inibe a sinalizacdo deste horménio, através da desfosforilagcdo do
ObR (receptor de leptina) e da JAK2 (RODRIGUES et al., 2011). A leptina é uma
adipocina que promove inibicdo dos neurbénios orexigenos produtores de NPY/AgRP
e ativacdo dos neurbnios anorexigenos produtores de a-MSH/CART do nucleo

hipotalamico arqueado, consequentemente causando a ativacdo dos neurdnios do
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ndcleo paraventricular produtores de CRH (horménio liberador de corticotrofina) e
TRH (hormonio liberador de tireotrofina) (PEKARY; SATTIN; BLOOD, 2010). Este
hormoénio tem como principais fungdes inibir a ingestédo alimentar (CUMMINGS et al.,
2004) e aumentar o gasto energético. Em outras palavras, a leptina reduz o apetite
ao informar o cérebro que os estoques de energia em forma de gordura estédo
adequados através da inibicdo da formacdo de neuropeptideos relacionados ao
apetite. (VILLANUEVA; MYERS JR., 2008).

Roedores submetidos ao modelo SA apresentam obesidade associada a
hipertenséo arterial aos 112 dias (MORRIS, 2008). Alguns autores atribuem a causa
da hipertensdo arterial ao aumento da leptinemia, uma vez que € descrito que
somente a administracdo intracerebroventricular de leptina é capaz de elevar tanto a
liberacdo de catecolaminas adrenais quanto o tbnus vasomotor (MARSH et al.,
2003). A propria redugdo de NPY apresentada por animais SA aos 180 dias
(RODRIGUES et al.,, 2011) também estd associada ao aumento da atividade
simpatica, resultando em elevacao dos niveis pressoricos (EGAWA; YOSHIMATSU;
BRAY, 1991). Diferentes estudos consideram também a participacédo de parametros
alterados pela obesidade na génese de doencas cardiovasculares, como por
exemplo: a hiperatividade do sistema simpatoadrenal e do sistema renina-
angiotensina, a auséncia de resposta a agentes vasodilatadores, a
hipersensibilidade a vasoconstrictores, o estado pro-inflamatério sistémico, a
hiperinsulinemia e a hiperleptinemia (HALL; HILDEBRANDT; VERGELY, 2001,
POIRIER et al., 2006). Embora muitos estudos tenham sido feito sobre as
consequéncias cardio-metabdlicas de camundongos geneticamente db / db ou ob /
ob obesos ou de dietas ricas em gordura, pouco se sabe sobre as consequéncias
cardiovasculares do sobrepeso moderado (HABBOUT et al., 2013), principalmente
na fase adulta jovem.

Neste contexto, roedores criados em ninhadas pequenas tém demonstrado
ser um modelo experimental Gtil para estudar as consequéncias de supernutricao
precoce (HABBOUT et al., 2013). Disturbios ocasionados pela ingestdo excessiva de
alimentos podem levar ao desenvolvimento de modificagBes a curto e longo prazo,
nao s6 no peso corporal e na ingestdo de alimentos, mas também em varias
caracteristicas bioquimicas e metabdlicas (PLAGEMMANN et al., 1999a; 1999b;
WATERLAND; GARZA, 1999).
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1.3 OBESIDADE

O avanco da obesidade € um fendbmeno mundial que esta afetando todos os
individuos, independente de género, rac¢a, idade e classe social. Segundo o banco
de dados da Organizacdo Mundial da Saude, 1,5 bilhdo de adultos estdo acima do
peso e, entre eles, 500 milhdes sédo obesos (WHO, 2012a). Segundo dados recentes
fornecidos pelo IBGE, o Brasil apresenta 64% da sua populagdo com excesso de
peso, sendo que destes 49% apresentam sobrepeso e 15% sao obesos (IBGE,
2010). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude para 2015 a estimativa é de que
pelo menos 700 milhdes de pessoas estardo obesas. Projeta-se que, em 2020,
cerca de % das causas de mortalidade no mundo estejam associadas a obesidade e
as suas repercussoes (WHO, 2012b).

A excessiva ingestdo alimentar pode ser considerada um fator fundamental
para a etiologia da obesidade, uma vez que o balanco energético positivo tem
extrema importancia no desenvolvimento dessa doenca (DAMASO et al., 2003).Uma
condicao importante para o desenvolvimento da obesidade a interacdo entre uma
série de fatores tais como 0s genéticos, comportamentais, fisiologicos e psicologicos
(GUEDES, 2007). Mudancas ambientais — fisicas, socioculturais, econémicas e
politicas — também desempenham papéis cruciais na epidemia da obesidade.
Fatores genéticos, idade e efeitos hormonais influenciariam a susceptibilidade de
cada individuo ao ganho ou perda de peso dentro de cada ambiente (CATERSON;
GILL, 2002).

Além disso, a regulacdo da homeostase energética passa pelo controle do
cérebro. Circuitos neurais do Sistema Nervoso Central, principalmente aqueles
localizados no hipotadlamo, constantemente recebem e integram sinais metabdlicos,
enddcrinos e neurais coordenando respostas através do metabolismo de controle do
peso corporal (LEIBOWITZ; WORTLEY, 2004).

Entre as diversas regides cerebrais envolvidas no controle do peso corporal
se destacam areas hipotalamicas. As acles efetoras hipotalamicas responsaveis
pelo controle da homeostase energética ocorrem via Sistema Nervoso Autdbnomo
(SNA), o qual é composto pelo Sistema Nervoso Parassimpatico (SNP) e Sistema
Nervoso Simpético (SNS). Frequentemente a ativacdo do SNP é responsavel por

eventos anabdlicos, enquanto o SNS antagonicamente desencadeia acodes



30

catabolicas, o que mostra a importancia dos ramos autondémicos para o equilibrio
energético. Dados da literatura indicam que independente da origem da obesidade a
subdivisdo parassimpética se encontra em alta atividade, enquanto o SNS se
encontra em baixa atividade. O desequilibrio autondmico favorece o armazenamento
e sinergicamente diminui o gasto energético tornando-se um forte determinante na
instalacdo e/ou no desenvolvimento da obesidade (LEIBOWITZ; WORTLEY, 2004).

Até o presente momento, ainda ndo se conhecem precisamente todos o0s
mecanismos que induzem a obesidade, todavia ha um senso comum de que o
padrdo genético, habitos alimentares e vida sedentaria, em conjunto ou
separadamente sao candidatos frequentes nos estudos apresentados pela literatura
(LACLAUSTRA; CORELLA; ORDOVAS, 2007; STOLAR, 2007).

Com raizes na infancia, a obesidade ao longo dos anos € acompanhada de
substanciais co-morbidades, a exemplo da hipertenséo arterial, da intoleréancia a
glicose, das alteragdes no metabolismo do colesterol, da sindrome metabdlica, dos
problemas ortopédicos, respiratorios e importantes disfungcdes psicossociais, que
tendem a se agravar na vida adulta (ALVES et al., 2004). Quanto mais precoce é 0
aparecimento da obesidade, mais graves sdo as comorbidades desenvolvidas e
associadas. Apesar disso, existe a possibilidade de um tratamento bem sucedido,
guando iniciado em idade mais precoce (FREEDMAN et al.,, 1999; SICHIERI;
SIQUEIRA; MOURA, 2000; PREIS et al., 2010), o que evidencia a importancia da
prevencao e do controle.

Diante do apresentado, o objetivo deste estudo foi verificar os efeitos da
programacao metabdlica por reducdo de ninhada na interacdo mae-filhote e nas
respostas comportamentais e enddcrinas dos filhotes na fase adulta, uma vez que o
ambiente materno constitui um dos mais importantes ambientes que roedor

encontrara ao longo de toda a sua vida.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem os seguintes objetivos.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da reducéo de ninhada sobre o comportamento materno
de ratas lactantes e possiveis consequéncias nas respostas endécrinas e

comportamentais dos filhotes durante a fase adulta.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a influéncia da reducédo de ninhada no comportamento materno em ratas

lactantes;

¢ Avaliar se a reducdo de ninhada influencia a ingestéo e ganho de peso dos filhotes

da lactacéo a fase adulta;

e Avaliar as alteracdes na variacdo de gordura corporal, nos niveis bioquimicos e

hormonais de filhotes provindos de ninhada normal e reduzida na fase adulta;

¢ Avaliar as respostas comportamentais dos filhotes na fase adulta, provenientes de

ninhada normal e reduzida.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os protocolos experimentais descritos abaixo aos quais 0s animais foram
submetidos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Alfenas - MG (Protocolo n°. 445/2012).

3.1 ANIMAIS

Foram utilizadas ratas (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar pesando entre
180 a 220g, a partir de 8 semanas de vida, provenientes do Biotério da Universidade
Federal de Alfenas - UNIFAL-MG. Os animais foram alojados em caixas de
polipropileno adequadas a sua manutencao (39 x 31 x 17 cm®), tratadas com rac&o
comercial e agua “ad libitum” e mantidas em sala climatizada a 22 + 2 °C em ciclo
claro-escuro de 12 horas (luzes acesas as 7:00h). Foram também utilizados machos
(pesando entre 270 a 300g) da mesma linhagem para o acasalamento e para a

avaliacdo do comportamento agressivo, mantidos sob as mesmas condicdes.

3.2 ACASALAMENTO

Ao final do dia, ratas que se encontravam no periodo de transicdo da fase
proestro para o estro foram colocadas na gaiola com rato sexualmente experiente
para o acasalamento na proporcdo de trés fémeas para um macho. No inicio do
periodo claro do dia seguinte, foi realizada a citologia vaginal para confirmar a
presenca de espermatozéides, sendo este considerado o dia primeiro de prenhez.
As ratas prenhes foram alocadas individualmente em uma caixa até o nascimento

dos filhotes.
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3.3 PADRONIZACAO DE NINHADAS

No segundo dia de lactagéo, as ninhadas foram randomizadas em grupo de
ninhada reduzida (NR) e grupo controle (NN). Para reduzir a interferéncia no cuidado
materno, nenhuma manipulacédo foi realizada no primeiro dia pés-parto. No 2° dia de
vida as ninhadas NR foram reduzidas para 3 filhotes (2 filhotes machos por ninhada)
e as ninhadas NN foram padronizadas com 12 filhotes (méximo 6 filhotes machos
por ninhada) (VELKOSKA; COLE; MORRIS, 2005; RAJIA; CHEN; MORRIS, 2010).
A definicdo do modelo se deu mediante escolha dos dois pontos extremos de cada
grupo (NN e NR) ja aceitos pela literatura, que caracterizam ninhada reduzida por 3-
4 filhotes e grupo controle por 10-12 filhotes (HABBOUT et al. 2013), respeitando a

proporcionalidade entre machos e fémeas.

3.4 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MATERNO DE RATAS LACTANTES

O comportamento materno de ratas lactante foi avaliado a partir de trés

parametros: cuidado materno, ansiélise maternal e comportamento agressivo.

3.4.1 Avaliacéo do cuidado materno

Para o registro do cuidado materno, as ratas (NR, n=8; NN, n=8) foram
transferidas para caixas de acrilico transparentes (40 x 33 x 25 cm®) com maravalha
servindo de substrato, 5 dias antes do parto, acondicinadas em gabinetes ventilados.
Do 2° ao 21° dia de lactacdo (DL) foi realizado o registro diario de cada rata lactante
durante 4 periodos. Cada sessao consistiu de 72 min de observacdo em horarios
regulares pré-estabelecidos, sendo 3 periodos durante a fase clara (8:00, 12:00 e
16:00h) e 1 periodo durante a fase escura (20:00h) do ciclo claro-escuro
(CHAMPAGNE et al., 2003). Em cada sesséo, o comportamento das ratas lactantes

foi registrado a cada 3 min (25 observacbes por periodo x 4 periodos por dia = 100
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observacgbes/rata/dia) (CHAMPAGNE et al., 2003; CALDJI et al., 1998). Os
seguintes comportamentos foram registrados:

- Rata alimentando;

- Rata sem filhotes: quando a rata estiver fora do ninho e sem contato com 0s
filhotes;

- Rata lambendo os filhotes;

- Rata sobre os filhotes em posi¢cdo néo arqueada;

- Rata sobre os filhotes em posicéo arqueada (cifose fisioldgica);

- Rata em posicgao passiva: deitada de costas ou de lado;

- Rata construindo o ninho: quando a rata recolhe maravalha com a boca ou empura
para o ninho;

- Rata em self-grooming (auto-limpeza)

- Cuidado materno total (CDMT): somatorio dos parametros maternais: lambida,
cifose, sobre os filhotes, posi¢ao passiva e construindo ninho;

- Cuidado ndo materno total (CDAMT): somatorio dos parametros ndo maternais:

alimentando, explorando, ndo explorando, self-grooming.

3.4.2 Avaliacao da ansiolise maternal

As fémeas em lactacdo (NR, n=8; NN, n=8) foram testadas no labirinto em
cruz elevado (LCE) e teste de campo aberto (CA) no 6° dia de lactacdo, entre o
periodo de 8 as10h. Os animais foram ambientados a sala de experimento, por 30
minutos antes do teste. Os mesmos experimentos foram repetidos, com 0s outros

grupos de fémeas lactantes no 13° e 20° dia de lactacao.

3.4.2.1 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado € um método bem conhecido e preditivo para
drogas ansioliticas ou ansiogénicas (FILE, 2001) e foi usado para mensurar a

ansiedade nesse estudo. O LCE consiste em um aparato suspenso do ch&o, com
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dois bracos abertos, dois bracos fechados e uma plataforma central suspenso do
chdo. No momento do teste, os animais foram colocados no centro de frente para
um dos bragos fechados e filmados durante cinco minutos consecutivos, na
auséncia do experimentador. As medidas comportamentais registradas foram:
frequéncia de entradas e o tempo despendido nos bragos abertos e nos fechados.
Um aumento seletivo nos parametros correspondentes aos bracos abertos (entradas
e tempo) sdo preditores de ansiedade reduzida (FILE; MABBUTTI; HITCHCOTT,
1990, CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005). Apés o experimento com cada animal, o
aparato foi limpo com alcool 10%.

3.4.2.2 Campo aberto

Imediatamente apds o teste do labirinto em cruz elevado, os animais foram
colocados individualmente em uma arena circular de acrilico com diametro de 60 cm
e paredes com 50 cm de altura, com o piso dividido em quadrantes, dos quais 8
areas junto as paredes do aparato sdo considerados periféricas e as 4 demais
centrais. Cada animal foi colocado no centro da arena e filmado por cinco minutos,
na auséncia do experimentador, para posterior analise. Foi registrado o numero de
cruzamentos com as quatro patas no centro, na periferia e o efeito anti-tigmotatico
(nimero de entradas no centro/numero total de entradas). A preferéncia pela area
periférica é conhecida como tigmotaxia e uma diminuicdo dessa preferéncia é
denominado efeito anti-tigmotéatico, que referido como medida de ansiedade
reduzida (VALLE, 1970). Este teste também foi utilizado para avaliar a atividade
locomotora dos animais, considerando-se o numero de entradas com as quatro
patas na periferia e o total de cruzamentos. Apds 0 experimento com cada animal, o

aparato foi limpo com alcool 10%.
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3.4.3 Avaliagdo do comportamento agressivo

Para o inicio do teste, um rato adulto macho jovem (60 dias), denominado
intruso) foi colocado na caixa-moradia onde estava a rata com sua ninhada para o
inicio do teste que teve duracdo de 10 minutos. O macho foi colocado do lado
oposto a localizagdo do ninho. A filmagem do teste foi realizada na auséncia do
experimentador. Foram avaliados os seguintes parametros de acordo com alguns
estudos (CONSIGLIO et al.,, 2005; VEIGA et al.,, 2007; CONSIGLIO; BRIDGES,
2009):

1- Laténcia em segundos para o primeiro ataque;

2- Numero de ataques frontais (direcionados a cabeca do animal);

3- Numero de ataques laterais (direcionados ao corpo do animal);

4- Numero de ameacas laterais;

5- Tempo de expressdo do cuidado materno (rata sobre os filhotes, lamber os
filhotes).

As ratas foram avaliadas no 7°, 14° e 21° DL (NR, n=8; NN, n=8).

3.5 AVALIACAO DO GANHO DE PESO DA NINHADA

O peso da ninhada (NR, n=8; NN, n=8) foi registrado a partir do 2° dia e a
cada 3 dias de lactacdo. Foram entdo 7 registros de peso da ninhada, sendo no 2°,
5°, 80, 11°, 14°, 17° e 20° dia de lactacao.

Apds o desmame (realziado aos 21 dias de vida) o peso de cada animal foi

avaliado semanalmente até a 82 semana de vida.

3.6 AVALIACAO DA INGESTAO ALIMENTAR DOS FILHOTES

A medida de ingestéo alimentar foi realizada, uma vez por semana, da 42 a 82

semana, quando os animais (NR, n=8; NN, n=8) eram alocados individualmente em
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gaiolas metabdlicas, sob temperatura e umidade controladas. O teste iniciou-se com
a ambientacdo dos animais nas gaiolas por um periodo de 15h (17h as 08h) e s6
entdo foi iniciada a mensuracao da ingestdo hidrica e alimentar (racdo padréo) dos
animais por um periodo de 24 horas. A quantidade de racdo e agua disponibilizada
em cada gaiola foi previamente pesada e medida. Antes e apds ser colocado na
gaiola o animal teve seu peso aferido para analise. Apds esse periodo, o animal foi

retornado a sua caixa moradia.

3.7 CARACTERIZACAO DA OBESIDADE NA FASE ADULTA

A caracterizagdo da obesidade dos animais provenientes de ninhada reduzida
e ninhada normal se deu com base na avaliagdo do indice de Lee (n=16),
guantificacdo da adiposidade abdominal (n=16) e avaliacdo do perfil bioquimico
(n=8), aos 60 dias de idade.

3.7.1 indice de Lee

O peso e o comprimento nasoanal (CNA) dos animais foram registrados para
o calculo do indice de Lee, que € a relacdo entre a raiz cubica do peso corporal e 0
comprimento nasoanal do animal [*VPeso (g)/CNA(cm)] (DE MOURA et al., 2009).

3.7.2 Quantificacdo da adiposidade abdominal

A quantificacdo da adiposidade abdominal foi feita apds o morte do animal por
anestésico inalante, por meio de dissecacéo dos depositos de gordura peri-gonadal
e retroperitoneal que foram imediatamente pesados. O resultado foi expresso em
g/100g de peso corporal (FERNANDEZ et al., 2009).
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3.7.3 Dosagens bioquimicas

ApoOs jejum prévio de 12h (HOU et al.; 2011), os animais foram decapitados, o
sangue coletado do tronco encefalico (5 mL) em tubos plasticos contendo heparina e
mantidos sob gelo. O plasma foi separado por centrifugacdo (3000 rpm, 4°C, 15
min.) e as aliquotas mantidas a -20°C até o momento das dosagens bioquimicas
(maximo 7 dias apoés a coleta). Com essas amostras foram realizadas as andlises de
glicose, triglicérides, colesterol total e colesterol HDL através de kits Labtest®. LDL-c
e VLDL-c foram obtidos por célculos de Friedewald, Levy e Fredrickson (1972):

1) LDL-c (mg/dL) = colesterol total — (HDL-c + VLDL-c)
2) VLDL-c (mg/dL) = Triglicerideos/5

3.8 DOSAGEM HORMONAL DOS FILHOTES NA FASE ADULTA

Apos realizacéo dos devidos testes e jejum prévio de 8-10h, os animais (NR,
n=8; NN, n=8) foram decapitados, o sangue coletado do tronco (5 mL) em tubos
plasticos contendo heparina e mantidos sob gelo. O plasma foi separado por
centrifugacdo (3000 rpm, 4°C, 15 min.) e as aliquotas mantidas a -20°C até o
momento das dosagens hormonais, que foram realizadas em um Unico ensaio. Com
essas amostras foram realizadas as andlises de adiponectina, leptina e insulina pelo
método de Elisa (Enzo Life Sciencies®). O limite de sensibilidade e intra-ensaio
variacdo foram de 0,5 ng / ml e 6,9%, respectivamente. A insulina no plasma foi
determinada com uma sensibilidade do ensaio de 0,1 ng / ml e uma variacao intra-
ensaio de 4,1%. Leptina e Adiponectina total foi medida com uma sensibilidade do
ensaio de 0,5 ng / ml e uma variacao intra-ensaios de 7,1% (RODRIGUES et. al.,
2011).



39

3.9 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE E A INSULINA (Kr71)

Decorridos 60 dias, os animais (NR, n=8; NN, n=8) foram submetidos a
avaliacdo da secrecédo e da acao periférica da insulina através do teste de tolerancia
oral a glicose (GTTo) e teste de tolerancia intraperitoneal a insulina (ITTi). Ambos os
testes foram realizados apés jejum de 8-10 horas (ITTi) ou 12h (GTTo) e canulagéo
prévia da veia jugular para coleta do sangue.

Nesse experimento, o GTTo foi realizado através da administragdo oral de
solucédo de glicose 30% (2.5 g/Kg de p.c.) com coletas de plasma antes e apés 30,
60, 90 e 120 minutos da administracdo da glicose. A avaliagdo das respostas
glicémicas durante o teste foi efetuada através do calculo da area sob a curva
(AUC=nM.min) (KITAGAWA et al., 2011).

Para a realizacdo do ITTi, foi injetado via intraperiotneal 1,5Ul/kg de massa
corporal de insulina regular da marca Insunorm R®. A glicemia foi mensurada antes
da aplicacéo da insulina e nos tempos 4, 8, 12, 16 minutos. A taxa de decaimento da
glicose (Kir1) foi calculada utilizando-se o software Prisma 3.0 e expressa em
%/ minuto.

A guantificacdo da resisténcia a insulina se deu pelo modelo homeostatico de
avaliacdo (HOMA), calculado utilizando-se a seguinte formula: HOMA=Glicemia
em jejum (mMol) x Insulina (uU/mL) / 22,5 (MATTHEWS et al., 1985). O indice
triacilglicerideos/ glicose (TyG), um método recentemente validado para determinar a
resisténcia a insulina (GUERRERO-ROMERO et al., 2010), foi calculado com base
na seguinte féormula: Ln [triacilgliceridemia de jejum (mg dL™) x glicemia de jejum
(mg dL™) 1/ 2].

Todas as amostras obtidas foram centrifugadas em centrifuga refrigerada a -
4°C, 3.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi pipetado e em seguida foram
realizadas as dosagens de glicose. As concentracdes de glicose sanguinea foram
determinadas pelo método enzimatico colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase,
com kit Labtest. As absorbancias das amostras e do padrdo foram lidas em

espectrofotdmetro a 500nm.
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3.10 AVALIACAO COMPORTAMENTAL DOS FILHOTES NA FASE ADULTA

Os filhotes das ratas (NR, n=8; NN, n=8) que foram utilizadas para registro do
comportamento materno foram desmamados no 21° dia de lactacdo e separados em
machos e fémeas em caixas na 52 semana até a realizacdo dos experimentos que
foram realizados na 9° semana de idade.

Os testes comportamentais realizados foram o de labirinto em cruz elevado,

campo aberto (anteriormente descritos) e o de medo condicionado ao contexto.

3.10.1 Medo condicionado ao contexto

A caixa de condicionamento consiste de uma caixa com uma das paredes de
acrilico e as demais foscas (25x22x22 cm®) e assoalho gradeado (18 barras de aco
inoxidavel de 2mm de diametro espalhadas a 1,5 cm entre si) que permite a
passagem de uma corrente elétrica para administracdo de um choque elétrico. O
choque atinge o animal nas patas e causa elevacdo da ansiedade e
condicionamento de medo ao contexto.

O teste foi conduzido durante 3 dias. No primeiro dia, denominado
ambientacdo, o animal foi introduzido na caixa-teste, onde permaneceu por um
periodo de 10 minutos; sem receber nenhum estimulo de choque. No segundo dia,
denominado condicionamento, 0s animais foram divididos em 2 grupos: um
condicionado e outro ndo-condicionado. O animal do grupo condicionado foi
colocado na caixa-teste por 10 minutos e apés 4 minutos de ambientacao recebeu 6
sessOes de choque nas patas (1500 mA, 3 s) com intervalos entre eles de 20s a 1
min. Os animais do grupo ndo condicionado foram colocados na caixa-teste e néo
receberam nenhum estimulo de choque. No terceiro dia, os animais foram
novamente colocados na caixa-teste por 10 minutos, ndo receberam nenhum
estimulo de choque e tiveram o tempo de freezing avaliado, que é definido como
auséncia de qualquer movimento motor corporal, exceto o respiratorio (adaptado de
LISBOA et al., 2010). Apds o experimento com cada animal, o aparato foi limpo com

alcool 10%.
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3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando um software GraphPad
versdo 3.0 e expressos como média = erro padrdo da média (EPM). Para
comparacao de duas médias foi aplicado o teste “t” de Student. Para comparacao de
trés ou mais médias foi utilizado a andlise de variancia (ANOVA two-way) seguida
pelo pos-teste de Bonferroni ou andlise de variancia (ANOVA one-way) seguida pelo
pos-teste Newman-Keuls, conforme necessario. Os resultados com p < 0.05 foram
considerados estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MATERNO EM RATAS LACTANTES

4.1.1 Cuidado materno

A Figura 1 mostra o efeito da redug&o ninhada sobre o cuidado materno total
(CDMT) e cuidado ndo materno total (CDAMT) desde 2° até o 21° DL. Os dados
foram obtidos a partir do média diaria das observacbes para cada parametro
avaliado.

A analise através da ANOVA two-way mostrou que ha efeitos significativos no
fator reducéo de ninhada (RN) e dia de lactacdo (DL) e ainda na interacédo entre os
dois fatores quando analisada a porcentagem de observacfes do cuidado materno
total (fator RN: Fj280 = 133.6, p < 0.0001; fator DL: Fig9280 = 15.90, p < 0.0001;
interacdo RN x DL: Fig230 = 2.804, p < 0.0001; Fig. 1A) e porcentagem de
observacdes do cuidado ndo materno total (fator RN: F1 250 = 137.9, p < 0.0001; fator
DL: Fi9280 = 16.45, p < 0.0001; interagcdo RN x DL: F19280 = 2.882, p < 0.0001; Fig.

1B) em relac&o ao grupo de ninhada normal.
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Figura 1. Avaliagdo do cuidado materno de ratas com ninhada reduzida (NR, n = 8) e com ninhada
normal (NN, n = 8) durante os 20 dias de lactacdo. Cuidado Materno Total (A) e Cuidado
Nao Materno Total (B). Valores expressos como média + EPM. *** p < 0.0001, quando
comparado com ratas com ninhada normal (ANOVA two-way seguido pelo pos-teste de
Bonferroni).

Fonte: Da autora.
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Em relacdo aos parametros maternais houve diferengas no fator redugdo de
ninhada, no fator dia de lactacdo e na interacdo entre os dois fatores na
porcentagem de observacdes do comportamento de cifose (fator RN: Fj 280 = 129.1,
p < 0.0001; fator DL: F1g280 = 19.51, p < 0.0001; interacdo RN x DL: Fig280= 4.477, p
< 0.0001; Fig. 2A) e na porcentagem de observacdes de lambida nos filhotes (fator
tratamento: Fy 250 = 213.7, p < 0.0001; fator DL: Fig280 = 2.073, p < 0.0001; interag&o
RN x DL: F19280 = 1.692, p < 0.0001; Fig. 2B). Houve efeito no dia de lactagdo, mas
ndo no fator reducdo de ninhada e na interagcdo entre os dois fatores na
porcentagem de observacdes de posicionamento sobre os filhotes (fator RN: F 250 =
3.311, p = 0.0699; fator DL: Fig280 = 1.762, p < 0.05; interagdo RN x DL: Fig280 =
1.173, p = 0.2796; Fig. 2C); na porcentagem de observacdes no comportamento
passiva (fator RN: Fj 250 = 0.0502, p = 0.8191; fator DL: Fi9280 = 2.217, p < 0.001;
interacdo RN x DL: Fig2s0 = 0.9897, p = 0.4732; Fig. 2D) e na porcentagem de
observacdes de construcdo de ninho (fator RN: Fj 280 = 0.1190, p = 0.7304; fator DL:
F19.280 = 3.557, p < 0.0001; interacdo RN x DL: Fi9280 = 1.228, p = 0.2341; Fig. 2E).
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Figura 2. Avaliacdo dos parametros maternais de ratas com ninhada reduzida (NR, n = 8) e ninhada
normal (NN, n = 8) durante os 20 dias de lactagéo. Cifose (A), Lambendo os Filhotes (B),
Sobre os Filhotes (C), Passiva (D) e Construindo Ninho (E). Valores expressos como
média £ EPM. *** p < 0.0001, quando comparado com ratas com ninhada normal (ANOVA
two-way seguido pelo pés-teste de Bonferroni).

Fonte: Da autora.

O cuidado ndo materno também sofreu influéncia da reducdo da ninhada
como mostrado na figura 3. Nos parametros ndo maternais, os fatores reducédo de

ninhada e dia de lactagdo apresentaram diferencas, bem como a interagcéo entre os
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mesmos na porcentagem de observacdes do comportamento de ndo explorar (fator
RN: F1280 = 38.02, p < 0.0001; fator DL: F1g280 = 12.75, p < 0.0001; interacdo RN x
DL: Fig280 = 4.390, p < 0.0001; Fig. 3C). Na porcentagem de observacdes do
comportamento de alimentacdo houve diferenca no fator RN e dia de lactacéo,
entretanto a interacdo entre os dois fatores néo foi significante (fator RN: Fj2g0 =
67.46, p < 0.0001; fator DL: Fig280 = 4.212, p < 0.0001; interacdo RN x DL: Fig 280 =
0.5275, p = 0.9493; Fig. 3A). Ja na porcentagem de observac¢des do comportamento
explorando houve efeito significante apenas no fator RN (fator RN: F1 250 = 14.13, p =
0.0002; fator DL: Fi9280 = 0.9421, p = 0.5187; interacdo RN x DL: Fig280 = 0.4788, p
= 0.9696; Fig. 3B) . Na porcentagem de observagdes do comportamento de self

grooming ndo houve diferenga significante no fator RN, mas sim no fator dia de

lactacdo, sem ocorrer interacdo entres os mesmos (fator RN: Fj 50 = 2.850, p

0.0925; fator DL: F19280 = 2.691, p = 0.0002; interacdo RN x DL: Fig280 = 0.8468, p =
0.6497; Fig. 3D).
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Figura 3. Avaliagdo dos parametros ndo-maternais de ratas com ninhada reduzida (NR, n = 8) e
ninhada normal (NN, n = 8) durante os 20 dias de lacta¢do. Alimentando (A), Explorando
(B), Nao-explorando (C), Auto-limpeza (self grooming) (D). Valores expressos como meédia
+ EPM. ** p < 0.0001, quando comparado com ratas com ninhada normal (ANOVA two-
way seguido pelo pds-teste de Bonferroni).

Fonte: Da autora.
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Realizou-se a avaliacdo dos parametros maternais e ndo maternais a cada
semana separadamente (2° ao 7° DL — primeira semana, 8° ao 14° DL - segunda
semana e 15° ao 21° DL — terceira semana), a fim de se determinar como progride o
cuidado materno de ratas lactantes e quais parametros sao alterados a partir da
reducéo de ninhada.

O CDMT foi maior em mées com ninhada reduzida considerando-se o total de
observagdes das primeira e segunda semanas de lactacdo pelo Teste t de Student
(75.37 £ 2.25, na primeira semana e 56.31 + 2.39 na segunda semana, p < 0.0001;
Fig. 4A). De forma complementar o CDAMT foi menor nas ratas NR (24.26 + 2.44 na
primeira semana e 41.31 + 2.71 na segunda semana; p < 0.0001; Fig. 4B) quando
comparadas com maes com ninhada normal (51.72 £ 2.89; 35.51 + 1.77 para CDMT;
46.08 + 2.32; 62.70 £ 1.64; respectivamente). Na terceira semana de lactacdo nao
houve diferenca significante no total de observa¢cées do CDMT entre as maes com
ninhada pequena (40.65 + 2.87, p = 0.2230; Fig. 4A) comparado com maes com
ninhada grande (36.72 + 1.57, p= 0.2330). O mesmo ocorreu no CDAMT entre mées
NR (58.69 + 2.465, p = 0.487; Fig. 4B) comparado com maes NN (61.25 + 2.51).

Os resultados revelaram ainda que a reducdo de ninhada alterou a cifose,
lambida, alimentacdo da mée e o tempo que a rata passa longe dos filhotes durante
as duas primeiras, de forma muito semelhante. Os parametros da cifose e lambida
permaneceram aumentados em ratas com ninhada reduzida (p < 0.0001, TABELA
1), enquanto o tempo que essas mesmas ratas permaneceram alimentando-se (p <
0.001, TABELA 1) e longe dos filhotes (p < 0.0001, TABELA 1) diminuiu, quando
comparadas com ratas com ninhada normal. Ja na terceira semana apenas 0O
parametro alimentando-se permaneceu diminuido em ratas NR (p < 0.05, TABELA
1) e a lambida aumentada (p < 0.0001, TABELA 1). A cifose e o parametro longe
dos filhotes deixaram de apresentar diferencas significantes em ratas que sofreram
reducdo de ninhada, quando comparadas com ratas com ninhada normal na terceira
semana. O parametro self-grooming apresentou-se aumentado em ratas NR nesta
semana (p < 0.05, TABELA 1).

Na terceira semana houve tanto aumento quanto diminuicdo de parametros

nao maternais (self-grooming e alimentando-se, respectivamente) em ratas NR.
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Tabela 1. Pardmetros do cuidado materno em ratas lactantes com ninhada reduzida (NR, n = 8) e em
ninhada normal (NN, n = 8). *, p < 0.05, **, p < 0.001, ***, p < 0.0001 quando comparadas
a ratas lactantes com. Valores expressos como média £+ EPM (Teste t de Student).

SEMANA
PARAMETRO 2°- 7° DL 8°-14° DL 15° - 21° DL
NN NR NN NR NN NR
Alimentando-se 13.06+0.96  7.28+1.33 21.97+#1.34 14.67+1.22 21.97+1.73 16.16%0.37
Explorando 4.42+0.75  3.17+0.45 4.60£0.89  3.67+0.68 8.11+0.83  4.40+0.83
Sem os filhotes 16.33£1.28  4.65+0.93" 31.44+1.15 18.74%2.32" 26.82+2.82 34.02+2.69
Self grooming 6.21+0.35  6.54+0.57 4.90+0.63  5.44+0.36 3.09+0.34  4.14+0.26°
Lambendo 1.46+0.10  6.58+0.99 1.31#0.12  5.67+0.60 1.05+0.11  .300.43"
Cifose 32.77+1.65 50.53+2.81" 21.51+1.37 40.00£3.117 22.57+2.10 24.61+2.15
Sobre os filhotes 1.86x0.38  2.17+0.44 3.63+0.58  4.650.84 2.93+0.53  4.10+0.51
Passiva 3.11#0.61  2.10+0.90 5.20+1.02  5.36+0.66 6.34+1.45  6.57+1.37
Construindo ninho 2.82+0.68  2.12+0.35 0.92+0.16  0.99+0.31 0.28+0.07  0.65+0.20
Cuidado materno total 51.7242.89 75.37+#2.25 35.51+1.79 56.31+2.39" 36.72+1.57 40.65+2.87
Cuidado ndo maternototal ~ 46.08+2.32 24.26+2.44" 62.70£1.64 41.312.71" 61.25+2.51 58.69+2.46

Fonte: Da autora.

4.1.2 Ansiolise maternal

As Figuras 4 e 5 mostram os resultados dos testes de campo aberto e labirinto
em cruz elevado (média + EPM) no 6°, 13° e 20° DL em ratas com ninhada normal e
ninhada reduzida. Como a lactacdo € um fenbmeno que por si sS6 ocasiona uma
resposta reduzida a ansiedade (FERREIRA et al., 2002; NUMAN; 1994; FLEMING,;
WALSH, 1994), ambos grupos foram comparados a ratas nao-lactantes, nos
mesmos testes, a fim de determinar a acdo da reducédo de ninhada per se sobre a
ansidlise maternal, excluindo assim o viés da lactacao.

Pdde-se notar entdo que, no teste de campo aberto, as ratas com ninhada
reduzida apresentaram um maior nuamero de cruzamentos centrais quando
comparadas tanto a ratas ndo lactantes, quanto a ratas com ninhada normal (p <
0.05), no 6° dia de lactacdo. Nos demais dias avaliados ndao houve diferenca
significantes entre os grupos avaliados neste parametro.

No que se refere ao numero de cruzamentos periféricos ndo observou-se
nenhuma diferenca entre os grupos no 6° DL. No entanto, no 13° e 20° DL as ratas

com ninhada normal apresentaram um diminuicdo no numero de cruzamentos
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periféricos quando comparadas as ratas néo lactantes (p < 0.05 e p < 0.0001, Fig.
8B, respectivamente), mas ndo as ratas com ninhada reduzida. Ja as ratas NR
apresentaram respostas diferentes apenas no 20° DL, com redugdo do numero de
cruzamentos periféricos quando comparadas as ratas néo lactantes (p < 0.001, Fig
8B).

A andlise do niumero de cruzamentos totais, parametro que prediz a locomocéao
do animal, demonstrou que a reducéao de ninhada n&o alterou a resposta das ratas
lactantes, em nenhum dos dias avaliados, quando estas foram comparadas com
ratas lactantes com ninhada normal e ratas ndo lactantes. Porém, as ratas NN,
apresentaram porém, diminuicdo no numero de cruzamentos totais no 13° DL (p <
0.05, Fig. 4D), quando comparadas a ratas néo lactantes.

O efeito anti-tigmotatico, representado pela razdo entre o numero de
cruzamentos centrais sobre o numero total de cruzamentos, encontrou-se
aumentado em ratas lactantes com ninhada reduzida em todos os momentos
avaliados (p < 0.001, p < 0.05, p < 0.05, respectivamente, Fig. 4E) quando
comparadas com ratas ndo lactantes. Quando estas foram comparadas com ratas
com ninhada normal, esse parametro aumentou apenas nos 6° e 13° DL (p < 0.05,
Fig. 4E). Ratas com numero normal de filhotes apresentaram aumento no efeito anti-
tigmotatico apenas no 20° DL (p < 0.05) quando comparadas com ratas né&o
lactantes, porém ndo apresentaram diferenca em relacao as ratas NR.

Em relacdo ao numero de rearings, ndao houve diferenca estatisticamente

significantes entre os grupos em nenhum dos momentos avaliados (Fig. 4C).
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Figura 4. Teste de campo aberto em ratas nado lactantes (NL, n = 8), ratas com ninhada normal (NN,
n = 8) e ratas com ninhada reduzida (NR, n = 8) ao longo do periodo lactacional. A) Nimero
de cruzamentos centrais, (B) NUmero de cruzamentos periféricos, (C) Niumero de rearing,
(D) Numero de cruzamentos totais, (E) Razdo de nimero de cruzamentos centrais / n° de
cruzamentos totais, DL: dia de lactagdo. *, p < 0.05; **, p < 0.001; ***, p < 0.0001, quando
comparado com ratas NL. #, p < 0.05, quando comparado com ratas NN. Valores expressos
como média + EPM (One-way ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls).

Fonte: Da autora.

A avaliacdo dos animais no teste labirinto em cruz elevado demonstrou
reducdo dos comportamentos relacionados a ansiedade (maior nimero de entradas
/ tempo nos bracos aberto) em ratas lactantes com ninhada reduzida (Fig. 5).

Ratas NR apresentaram um aumento no numero de entradas nos bracos
abertos no 6° e 20° DL (p < 0.05, Fig. 5A), maior tempo de permanéncia nos bragos

abertos no 20° DL (p < 0.05, Fig 5B), diminuigdo no numero de entradas nos bragos
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fechados no 6° e 20° DL (p < 0.05, Fig 5C) e diminuicdo do numero de entradas
totais no 13° DL (p < 0.05, Fig 5D), quando comparadas as ratas ndo lactantes.
Mé&es com ninhada normal apresentaram reducdo apenas no numero de entradas
totais no 13° DL (p < 0.05, Fig 5D). Maes NR néo apresentaram diferencas em
relacdo a maes NN em nenhum dos parametros avaliados no teste de labirinto em

cruz elevado ao longo da lactagao.
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Figura 5. Teste de labirinto em cruz elevado de ratas ndo lactantes (NL, n = 8), ratas com ninhada
normal (NN, n = 8) e ratas com ninhada reduzida (NR, n = 8) ao longo do periodo
lactacional. (A) % Numero de entradas nos bracos abertos, (B) % tempo nos bracos
abertos, (C) % numero de entradas nos bragcos fechados, (D) % tempo nos bracos
fechados, (E) Numero total de entradas. DL: Dia de lactacdo. *, p < 0.05; **, p<0.001;
quando comparados as ratas ndo lactantes. Valores expressos como média + EPM (One-
way ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls).

Fonte: Da autora.
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4.1.3 Comportamento maternal agressivo

A reducdo de ninhada acentuou o comportamento agressivo em ratas
lactantes nos 7° e 14° DL (Fig. 6). Houve um aumento na laténcia do primeiro ataque
no 14° DL em ratas NR (de 100.1 + 13.24 para 155.0 + 20.85 s, p < 0.05; Fig. 6A), no
namero de ataques laterais no dia 7° DL (de 7.00 + 1.78 para 13.57 + 2.39, p < 0.05;
Fig. 6C) e o numero de ameacas laterais no 14 ° DL (de 4.57 + 0.48 para 13.14 +
2.58, p < 0.001; Fig. 6D), quando comparadas com ratas NN. N&o foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes na freqtuéncia de ataques

frontais ou no tempo de cuidado materno em nenhum dos dias avaliados.
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Figura 6. Avaliagdo do comportamento agressivo de ratas lactantes com ninhada reduzida (NR, n =
8) e com ninhada normal (NN, n = 8) ao longo do periodo lactacional. (A) Laténcia 1°
ataque, (B) Ataque frontal, (C) Atague lateral, (D) Ameaca lateral, (E) Tempo de cuidado
materno. DL (dia de lactac&o). *, p < 0.05, **, p < 0.001, quando comparados com ratas
com NN. Valores expressos como média £ EPM (Teste t de Student).

Fonte: Da autora.
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4.2 GANHO DE PESO DA NINHADA

O ganho de peso corporal da ninhada nos dois grupos exibiram diferencas
estatisticamente significantes desde o periodo lactacional até a fase adulta, sendo
gue os animais provindos de ninhada reduzida ganharam mais peso .

Durante a lactacéo (2° ao 21° dia de vida) o aumento de peso nos animais de
ninhada reduzida foi significante do 8° ao 20° DL quando comparados a filhotes de ni
hada normal, sendo que esse aumento foi de 28,7% no oitavo dia de lactacao,
alcancando 47,3% no vigésimo dia de lactacéo (p < 0.0001, TABELA 2).

Tabela 2. Peso de proles criadas em ninhada reduzida (NR, n = 8) e em ninhada normal (NN, n = 8)
durante o periodo lactacional. ***, p < 0.0001, quando comparados a prole provinda de NN.
Valores expressos como média + EPM (Teste t de Student).

Peso (g)

Animal 2°DL 5° DL 8° DL 11°DL 14 °DL 17°DL 20°DL

NN 6.61+0.21 10.32+0.36 14.38+0.43 19.01+0.53 23.87+0.61 27.95+0.67 33.17+0.97

NR 7.27+0.25 11.95+0.45 18.51+0.52*+ 25.97+0.65*+ 33.76+0.81** 41.21+0.86*** 48.85+1.05**

Fonte: Da autora

Apés o desmame o0s animais passaram a ser pesados separadamente por
sexo. O aumento de peso nos filhotes machos de ninhada reduzida foi de 73,9% na
42 semana, 62,8% na 52 semana, 32,2% na 62 semana, 28,1% na 72 semana 23,9%
na 8° semana (p < 0.0001, TABELA 3). As fémeas criadas em ninhada reduzida
tiveram um aumento de peso de 57,9% na 42 semana de vida, 44,9% na 52 semana,
32,4% na 62 semana, 23,4% na 72 semana, enquanto na 8% semana esse aumento
foi de 18,7% (p < 0.0001, TABELA 3).
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Tabela 3. Ganho de peso de proles criadas em ninhada reduzida (NR, n = 8) e em ninhada normal
(NN, n = 8) do pds-desmame até a fase adulta. ***, p < 0.0001, quando comparados a
prole provinda de NN. Valores expressos como média + EPM (Teste t de Student).

Peso (g)
43 semana 52 semana 62 semana 72 semana 82 semana

Macho

NN 37.6x1.17 62.4+3.54 101.5+5.68 140.5+6.28 177.1+10.41

NR 65.412 27+ 101.6+3.52% 134.2+£3.78** 180.0+4.50%*  219.5+5.26%***
Fémea

NN 34.3+0.57 61.0+0.67 93.73+£1.30 126.7+1.84 149.5+2.29

NR 54.2+3.04** 88.5+4. 17+ 124.1+2.65% 156.3+£1.94*+  177.5x1.77**

Fonte: Da autora

Essa variagdo de peso evidencia-se de forma mais clara quando se faz a
avaliacdo da taxa de ganho de peso. Para tal, dividiu-se 0 monitoramento do peso
em trés periodos: lactacional (2° ao 21° DL), juvenil (21° ao 35° dia de vida) e adulto
jovem (35 ao 60° dia de vida).

A figura 7 mostra-nos a velocidade de ganho de peso nos animais NN e NR
apos o desmame. Tanto machos quanto fémeas criados em ninhada maior tem a
taxa de ganho de peso no periodo lactacional menor, quanto comparado aos
animais provindos de NR (p < 0.0001). Passado este periodo, os animais NN
apresentaram taxa de ganho de peso maior que os animais NN, sendo que nos
machos houve diferenca apenas no ultimo periodo (p < 0.0001, Fig. 7A) e nas

fémeas em ambos os periodos (p < 0.001 e p < 0.0001, respectivamente, Fig. 7B).
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Figura 7. Taxa especifica de ganho de peso de filhotes machos (A) e fémeas (B) provindos de
ninhada normal (NN, n=8) e ninhada reduzida (NR, n=8). **, p<0.001; ***p<0.0001 quando
comparados com animais provindos de ninhada normal. Valores expressos como média *
EPM. (Teste t de Student).

Fonte: Da autora.

4.3 INGESTAO ALIMENTAR DOS FILHOTES

As figuras 8 e 9 demonstram o perfil alimentar dos animais machos e fémeas
provindos de ninhadas reduzida e normal, do desmame até a fase adulta (8
semanas de vida).

Quanto aos machos de ninhada reduzida, estes se apresentaram hiperfagicos
desde a 4% semana de vida até a 82 semana. A ingestdo de racdo na 42 semana
aumentou de 6.03 £ 0.52g para 9.17 = 0.66g, p < 0.05; na 52 semana de 10.77 +
0.52¢g para 14.63 + 0.90g, p < 0.001; na 62 semana de 13.56 + 1.29¢g para 20.15 +
1.61g, p < 0.0001; na 72 semana de 16.41 + 1.18¢g para 21.03 £ 0.61g, p < 0.001 e
na 82 semana de 21.87 + 1.00g para 27.65 = 1.87g, p < 0.0001 (Fig. 8A). A ingestao
hidrica também se apresentou elevada a partir da 52 semana em animais criados em
ninhada menor. Na 5% semana esse aumento foi de 20.0 £ 0.787mL para 27.67 *
2.20mL, p < 0.05; na 62 semana de 34.57 + 2.30mL para 44.25 + 2.98mL, p < 0.001;
na 72 semana de 38.75 + 1.48mL para 50.0 + 1.41mL, p < 0.001 e na 82 semana de
38.62 + 1.85mL para 47.14 + 1.45mL, p < 0.001 (Fig. 8B) quando comparados com
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filhotes de ninhada normal. Nao houve diferencas na ingestao hidrica na 42 semana
de vida.
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Figura 8. Ingestdo alimentar em filhotes machos provindos de ninhadas normal (NN, n=8), e
reduzida (NR, n=8). (A) Ingestédo de racao; (B) Ingestdo hidrica. *, p < 0.05; **, p < 0.001;
** p < 0.001 quando comparados a ninhada normal. Valores expressos como média +
EPM (ANOVA two-way seguido pelo pos-teste de Bonferroni).

Fonte: Da autora.

As fémeas provindas de ninhada reduzida apresentaram resposta semelhante
a dos machos NR quanto a ingestao de racédo e agua, como se observa na figura 9.
O aumento significativo na ingestdo de racao nestes animais ocorreu em todos os
periodos avaliados, sendo que na 4° semana o aumento foi de 5.62 £ 0.27g para
8.41 + 0.30g, p < 0.05; na 52 semana de 8.49 + 0.59¢ para 12.64 + 0.65g, p < 0.001;
na 62 semana de 14.47 + 0.54g para 17.88 £ 0.48g, p < 0.05; na 72 semana de 14.42
+1.18g para 17.46 + 0,44g, p < 0.001 e na 82 semana de 15.61 + 1.45g para 18.44 +
0.68g, p < 0.05, quando comparadas a ingestdo em fémeas provindas de NN (Fig.
9A). Em relacdo a ingestdo de agua pelas fémeas o aumento se deu da 42 a 82
semana (de 11.14 £+ 1.33mL para 21.67 = 1.62mL, p < 0.001; de 16.14 = 1.72mL
para 31.63 + 2.37mL, p < 0.0001; de 30.75 + 2.04mL para 43.50 £ 2.95, p < 0.001;
de 30.75 + 1.35mL para 38.43 £ 1.17mL, p < 0.05 e de 33.37 £ 2.05mL para 42.29 +
2.05mL, p < 0.05; respectivamente, Fig. 9B).
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Figura 9. Ingestdo alimentar em filhotes fémeas provindas de ninhada normal (NN, n=8) e ninhada
reduzida (NR, n=8). (A) Ingestéo de racao; (B) Ingestéo hidrica. *, p < 0.05; **, p < 0.001;
** p < 0.001 quando comparados a filhotes provindos de ninhada normal. Valores
expressos como média + EPM (ANOVA two-way seguido pelo pos-teste de Bonferroni).
Fonte: Da autora.

4.4 CARACTERIZACAO DA OBESIDADE

A caracterizacdo da obesidade na fase adulta se deu pela avaliacdo do
indice de Lee, que consistiu na quantificacdo da adiposidade abdominal e avaliacio

do perfil bioquimico dos animais provenientes de NN e NR, aos 60 dias de idade.

4.4.1 indice de Lee e Quantificacéo da adiposidade abdominal

Os animais NR apresentaram valores maiores do indice de Lee, aos 60 dias
de idade, tanto em machos quanto em fémeas, quando comparados aos animais NN
(TABELA 4).

Em relacdo ao acumulo de gordura abdominal, os animais do grupo NR
apresentaram aumento da adiposidade, decorrente do aumento no compartimento
de tecido adiposo epididimal (+78,1%, p < 0.0001), ovariano (+95,2%, p < 0.0001) e
retroperitoneal (+86,5% em machos, +64,0% em fémea, p<0.0001, TABELA 4),

guando comparados com animais de ninhada grande.



58

Pode-se observar ainda que as fémeas acumularam mais gordura
retroperitoneal que os machos em ambos os grupos (NN: +26,3% e NR: +28,3%, p <
0.05).

Tabela 4. indice de Lee e adiposidade de proles adultas provindas de ninhada reduzida (NR, n = 16)

e de ninhada normal (NN, n = 16). *** p < 0.0001, quando comparado a ninhada normal.
Valores expressos como média + EPM (Teste t de Student).

Parametros Animal

(9/100g) NN NR
indice de Lee Macho 3.15+0.02 3.22+0.01*
Fémea 2.84+0.04 3.00+0.02**
Adiposidade Epididimal 0.83+0.02 1.14+0.08***
Adiposidade Ovariana 1.04+0.07 2.06+0.19***
Retroperitoneal Macho 0.71+0.04 1.23£0.78***
Fémea 0.90+0.06 1.58+0.17***

Fonte: Da autora.

4.4.2 Dosagens bioquimicas

Os filhotes machos advindos de ninhada reduzida apresentaram aumento nos
niveis plasmaticos de glicose em jejum (+12,4%, p < 0.001), triglicerideos (+25,1%, p
< 0.05), colesterol total (+20,3%, p < 0.05), VLDL-c (+25,1%, p < 0.05) e LDL-c
(+105,3%, p < 0.0001, TABELA 5), quando comparados com animais criados em
ninhada normal. Os niveis plasmaticos de HDL-c apresentaram-se diminuidos nos
animais NR (-31,9%, p < 0.0001).

As fémeas criadas em ninhada menor apresentaram aumento nos niveis
séricos de glicose em jejum (+15,7%, p < 0.001), triglicerideos (+49,3%, p < 0.05)
colesterol total (+26,2%, p < 0.05), VLDL-c (+49,3%, p < 0.05) e LDL-c (+34,9%, p<
0.05, TABELA 5), quando comparadas com animais criados em ninhada grande. Os
niveis plasmaticos de HDL-c nestes animais encontraram-se diminuidos (-26,5%, p <
0.001).
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Tabela 5. Perfil bioquimico de ratos adultos machos e fémeas provindos de ninhada reduzida (NR, n
= 8) e de ninhada normal (NN, n =8). * p < 0.05, **, p < 0.001, ** p < 0.0001, quando
comparados a animais NN. Valores expressos como média + EPM (Teste t de Student).

Parametro
bioquimico Machos Fémeas
(mg/dL) NN NR Razéo NN NR Raz&o
NR/NN NN/NR
Glicose 105.00+0.93 118.00+2.73** 1.12 97.87+£2.40 113.20+4.07** 1.16
Triglicerideos 135.70+£11.70 169.80+10.61* 1.25 73.21+£11.55 109.30+10.24* 1.49
Colesterol total 70.93£3.71 85.37+4.12* 1.20 70.88+3.40 89.48+7.84* 1.26
HDL-c 4.38+0.14 3.32+£0.10*** 0.76 4.67+0.29 3.69+0.15* 0.79
VLDL-c 27.14+2.34 33.96+£2.12* 1.25 14.64+2.31 21.86+2.04* 1.49
LDL-c 24.98+2.66 51.28+5.32*** 2.05 46.31+3.47 62.47+5.68* 1.35

Fonte: Da autora.

4.5 DOSAGEM HORMONAL DOS FILHOTES NA FASE ADULTA

A tabela 6 mostra o resultado das dosagens hormonais realizada em filhotes
machos e fémeas criados em ninhada normal e reduzida na fase adulta.

Dos horménios dosados, os machos de ninhada reduzida apresentaram
aumento nos niveis plasmaticos de leptina (+178,3%, p < 0.001) quando
comparados com machos de ninhada normal. Os niveis séricos de insulina e
adiponectina em animais NR ndo apresentaram diferencas estatisticas em relacéo
aos animais NN.

As fémeas que foram criadas em ninhada maior apresentaram aumento nos
niveis séricos de insulina (+41,4%, p < 0.05) e de leptina (+138,6, p < 0.0001),
porém nao apresentaram diferencas estatisticas nos niveis de adiponectina quando

equiparadas as fémeas criadas em ninhada normal.
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Tabela 6. Perfil hormonal de ratos adultos machos e fémeas provindos de ninhada reduzida (NR, n =
7) e de ninhada normal (NN, n = 7). * p < 0.05, **, p < 0.001, ** p < 0.0001, quando
comparados a animais NN. Valores expressos como média + EPM (Teste t de Student).

Animais
Hormonio Machos Fémeas
NN NR NN NR
Insulina (ng/mL) 0.52+0.04 0.56+0.07 0.29+0.01 0.41+0.04*
Leptina (ng/dL) 0.69+0.10 1.92+0.25** 0.70+0.06 1.67+0.05***
Adiponectina (ng/dL) ~ 4.58+0.24  4.05+0.26 5.0620.02  4.97+0.27

Fonte: Da autora.

4.6 TESTE DE TOLERANCIA ORAL A GLICOSE

O perfil glicémico durante o GTTo em animais machos e fémeas provenientes
de ninhada normal e reduzida é apresentado na figura 10. Os animais machos NR
apresentaram diferencas nos tempos de 0, 30 e 60 minutos apds a carga glicémica,
sendo que os niveis de glicose foram maiores nesses animais (118.0+2.739, p <
0.001; 172.2+10.78, p < 0.001; 154.6+6.99, p < 0.05; Fig. 10 A). Na analise da area
sobre a curva os machos de ninhada pequena também apresentaram aumento
guando comparados a machos de ninhada grande (de 15050+665.0 para
16910+£391.4, p < 0.05, Fig 10B). As fémeas de ninhada reduzida apresentaram
niveis glicémicos significativamente maiores que as de ninhada normal, a partir do
tempo 0 minutos apds a ingestdo da carga de glicose (113.2+4.07, p < 0.001 ao O
min.; 170.919.59, p < 0.05 aos 30 min.; 151.446.72, p < 0.001 os 60 min.;
140.7£3.95, p < 0.001 e 134.7+5.38 aos 120 min.; Fig. 10C). As fémeas de ninhada
reduzida apresentaram area sobre a curva maior (2101+65.49, p < 0.05, Fig. 10D)

gue as fémeas de ninhada normal.
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Figura 10. Perfil glicémico dos ratos do provindos de ninhada normal (NN, n=7) e ninhada reduzida
(NR, n=7) mediante ao teste de tolerancia oral a glicose. A) Niveis plasmaticos de glicose
em machos; B) Area sobre a curva de filhotes machos; C) Niveis plasmaticos de glicose
em fémeas; B) Area sobre a curva de filhotes fémeas. *, p < 0.05; **, p < 0.001 quando
comparado a ninhada normal. Valores expressos como média + EPM (Teste t de Student).

Fonte: da autora.

4.7 TESTE DE TOLERANCIA INTRAPERITONEAL A INSULINA

Os animais machos criados em ninhada pequena apresentaram niveis de
glicemia significativamente superiores nos tempos 12 (71.13+3.92, p < 0.05) e 16
minutos (56.70+4.17, p < 0.05) em comparacdo com 0s animais de ninhada maior
(Fig. 11A), no teste de ITTi. As fémeas NR apresentaram niveis elevados de glicose
em relagédo aos animais NN nos tempos 4 (95.20+1.45, p < 0.05), 8 (66.58+3.44, p <
0.05), 12 (51.24+1.15, p < 0.001) e 16 minutos (43.73+2.44, p < 0.05, Fig. 11B).
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A taxa de decaimento de glicose (Kirr) foi inferior tanto em machos NR
(3.00+0.32, p < 0.0001, Fig. 11C) quanto em fémeas NR (5.72+0.31, p < 0.05, Fig.
11D), quando comparados aos seus controles de ninhada normal.

O indice HOMA demonstrou-se maior em animais que foram criados em NR
guando comparados aos filhotes provindos de NN, tanto em machos (3.37+0.18 vs.
5.36+0.75, p < 0.05) quanto em fémeas (1.99+0.13 vs. 3.24+0.38, p < 0.05). O indice
TyG também foi maior em animais de ninhada menor, em ambos sexos (de
8.64+0.14 vs 9.29+0.09, p < 0.001 em machos e de 8.14+0.16 para 8.68+0.06, p <
0.05 em fémeas).
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Figura 11. Perfil glicEmico dos ratos do provindos de ninhada normal (NN, n=7) e ninhada reduzida
(NR, n=7) mediante o teste de tolerancia intraperitoneal & insulina. A) Niveis plasmaticos
de glicose em machos; B) Taxa de decaimento de glicose (K1) em filhotes machos; C)
Niveis plasmaticos de glicose em fémeas; B) Taxa de decaimento de glicose (Kirr) em
filhotes fémeas. *, p < 0.05; **, p < 0.001; *** p < 0.0001 quando comparado a ninhada
normal. Valores expressos como média + EPM (Teste t de Student).

Fonte: da autora.
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4.8 AVALIACAO COMPORTAMENTAL DOS FILHOTES NA FASE ADULTA

4.8.1 Labirinto em Cruz Elevado

De acordo com a figura 12 e 13, pode-se observar que os filhotes adultos das
maes de NR e NN, tanto machos (Fig. 12) quanto fémeas (Fig. 13) nao
apresentaram diferencas estatiticas em nenhum dos paradmetros avaliados neste

teste.
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Figura 12. Teste de labirinto em cruz elevado em machos provindos de ninhada reduzida (NR, n = 8)
e de ninhada normal (NN, n = 8). (A) % entradas nos bracgos abertos, (B) % tempo nos
bracos abertos, (C) % entradas nos bracos fechados, (D) % tempo nos bragos fechados,
(E) Numero total de entradas. Valores expressos como média + EPM (Teste t de Student).

Fonte: Da autora.
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Fonte: Da autora.
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4.8.2 Campo aberto

A avaliacdo do teste de campo aberto demonstrou que os filhotes machos
(Fig. 14A, p < 0.05) e fémeas (Fig. 15A, p < 0.001) das mées de ninhada reduzida
cruzaram mais o centro e exibiram efeito anti-tigmotatico aumentado (Fig. 14E, 15E,
p < 0.001) quando comparados com aqueles filhotes machos e fémeas de mées
com NN. As figuras 14D e 15D demonstram que a reducéo de ninhada néo interferiu
no nimero de cruzamentos totais, que indica que ndo houve prejuizo na locomocéao
desses animais, tanto em fémeas quanto em machos. Os demais parametros
avaliados ndo apresentaram diferencas estatiticas entre 0s grupos e nem entre o

sexo dos animais.
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Figura 14. Teste de campo aberto em machos provindos de ninhada reduzida (NR, n = 8) e de
ninhada normal (NN, n = 8). (A) Niumero de cruzamentos centrais, (B) numero de
cruzamentos periféricos, (C) nimero de rearing, (D) numero de cruzamentos totais, (E)
Razao de cruzamentos centrais / cruzamentos totais. *, p < 0.05; **, p < 0.01. Valores
expressos como média + EPM (Teste t de Student).

Fonte: Da autora.
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Figura 15. Teste de campo aberto em fémeas provindas de ninhada reduzida (NR, n = 8) e de
ninhada normal (NN, n = 8). (A) NUumero de cruzamentos centrais, (B) nimero de
cruzamentos periféricos, (C) nimero de rearing, (D) numero de cruzamentos totais, (E)
Razao de cruzamentos centrais / cruzamentos totais. *, p < 0.05; **, p < 0.01. Valores
expressos como média = EPM (Teste t de Student).

Fonte: Da autora.
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4.8.3 Medo condicionado ao contexto

Na figura 16 A e B observa-se a resposta de machos e na figura 16 C e D de
fémeas advindos de ninhada normal e ninhada reduzida, no teste de medo
condicionado ao contexto.

Filhotes machos provindos de ninhada reduzida apresentaram diminuicdo do
tempo de freezing no grupo condicionado (de 367.0+66.16 para 200.8+32.87s, p <
0.05, Fig. 16B), quando comparados aos filhotes machos provindos de ninhada
normal. Ndo houve diferencas estatisticas quanto ao tempo de laténcia para o
primeiro freezing nos grupos condicionado e n&o condicionado, bem como no tempo
de freezing no grupo néo condicionado.

A resposta das fémeas foi semelhante a dos filhotes machos. Fémeas criadas
em ninhada pequena apresentaram diminuicdo no tempo de freezing no grupo
condicionado (de 170.0+£7.74 para 65.6+22.25s, p < 0.0001, Fig. 16D). A laténcia
para o primeiro freezing nos grupos condicionado e nao condicionado e o tempo de

freezing no grupo néo condicionado ndo apresentaram diferencas estatisticas.
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Figura 16. Teste de medo condicionado ao contexto em filhotes machos (A e B) e fémeas (C e D)
provindos de ninhada reduzida (NR) e ninhada normal (NN). (A) Laténcia para 1° freezing
em machos, (B) tempo de freezing (s) em machos, (C) Laténcia para 1° freezing em
fémeas, (D) tempo de freezing (s) fémeas. *, p<0.05; ** p<0.0001 quando comparados
com filhotes de ninhada normal. Valores expressos como média + EPM (Teste t de
Student).

Fonte: Da autora.
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5 DISCUSSAO

51 EFEITO DA REDUCAO DE NINHADA SOBRE O COMPORTAMENTO
MATERNO

O ambiente nutricional neonatal, no qual a rata lactante tem papel primordial,
bem como alteragdo no tamanho da ninhada na qual os animais seréo criados tem
implicacBes importantes nas funcdes enddcrinas e comportamentais a longo prazo
(HABBOUT et al., 2013).

No presente estudo, a reducdo do tamanho da ninhada enfatizou o
comportamento materno total em ratas lactantes, aumentando o tempo de cifose das
maes, a lambida nos filhotes e diminuindo o cuidado ndo materno total e o tempo
gue a mée passa longe dos filhotes.

A andlise semanal do comportamente materno permitiu a identificacdo dos
parametros que, de fato, sofreram maior alteracdo pela reducdo de ninhada. O
aumento do CDMT ocorreu no decorrer das primeira e segunda semanas de
lactacdo. Neste periodo, os parametros maternais mais alterados foram cifose e
lambida, que se encontraram aumentados. De forma complementar, neste mesmo
periodo houve menor CDAMT exibido por essas ratas com diminuicao
principalmente nos parametros alimentacao e longe dos filhotes.

Na terceira semana apenas 0s comportamentos de lambida e self grooming
permaneceram elevados em ratas NR e o comportamento de alimentacao diminuido.
O CDMT e CDAMT nao apresentaram diferencas estatisticas nesta semana. Essa
reversdo nos comportamentos de cifose e a permanéncia longe dos filhotes (que
favorecem o contato da mae com o filhote) pode ser explicada pelo fato de que, até
aproximadamente o 12° dia de vida, ser a mde quem toma a iniciativa de se
aproximar dos filhotes. Apos esse periodo, os filhotes estdo aptos a se locomover e
a deixar o ninho, quando passam a ser eles que se aproximam da mae para
requerer cuidados (GROTA; ARDER, 1974).

Uma possivel hipétese para explicar o fato de maes NR tornarem-se mais
maternas que maes NN foi levantada por Priestnall (1972) em um estudo com

camundongos, no qual as maes gastavam menos tempo no ninho e lambendo os



72

animais e mais tempo comendo, bebendo e explorando ao cuidarem de ninhadas
maiores. Esse autor associa a diminuicdo do CM a algum fator aversivo como a
fadiga ou desconforto induzido nas maes de ninhadas maiores que podem servir
como um sinal de inibicdo no comportamento maternal. O desconforto produzido
pelo contato excessivo e interferéncia da ninhada ou de estimulacdo extra da regiao
mamaria durante a suc¢do poderia também resultar em fémeas com ninhadas
maiores que deixam o ninho com mais frequéncia. Grandes ninhadas exigem mais
nutricionalmente de sua progenitora, favorecendo comportamentos como a
alimentacao, a fim de fornecer leite suficiente para sustenta-las. Mesmo quando a
racdo é fornecida dentro do ninho, fémeas de camundongo que cuidam de ninhada
grande permanecem com comportamentos maternais diminuidos.

Mées de ninhadas maiores parecem estar mais preocupadas com sua propria
seguranca e ndo a de sua ninhada, enquanto que maes com ninhada reduzida
parecem sacrificar mais sua seguranca em prol dos filhotes, permitindo a elas
arriscarem-se mais em comportamentos de exploracdo e defesa, confirmado em
nosso estudo pelo aumento da agressividade e ansiolise maternal em maes NR.
Esse comportamento pode ter bases instintivas, conforme afirma Seitz (1958).
Comportamentos maternais elevados entre maes de ninhada pequena podem
garantir a sobrevivéncia desses filhotes protegendo-os de outras perdas (falta de
alimento, predadores, etc).

A reestruturacdo do padrdo comportamental em ratas com ninhada reduzida
(aumento de cifose e diminuicdo do tempo que as maes passam longe do ninho)
favorece a chegada de alimento para os filhotes, uma vez que a rata lactante passa
mais tempo com sua ninhada e a amamentacao € facilitada pela posicao em cifose
(GUBERNICK; ALBERTS, 1985). E bem discutido na literatura que, ao diminuir a
guantidade de filhotes por mae, competicdo pelo leite também € diminuida e a
disponibilidade do alimento é aumentada (FIOROTTO et al., 1991; CUNHA et al.,
2009; HABBOUT et al., 2013). Porém, se a rata lactante ndo permanecesse no
ninho permitindo a succéo dos filhotes, esse ambiente nutricional favoravel ndo seria
relevante.

A reducdo de ninhada influenciou ainda o sistema de resposta
comportamental acentuando o efeito adaptativo durante a lactacdo, promovendo
reducdo nos parametros de ansiedade em ratas NR, quando comparadas as ratas

lactantes com ninhada normal e ratas néo lactantes, principalmente. O
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comportamento de ansiedade em ratas lactantes € modulado por vérias alteracdes
hormonais e também pelos filhotes. Assim, a presenca da ninhada pode induzir ou
potencializar a ansidlise em campo aberto (FLEMING; LUEBKE, 1981) e testes de
conflito (FERREIRA et al., 1989). A maneira pela qual os filhotes podem reduzir as
respostas de ansiedade é pouco conhecida, mas, provavelmente se baseiam no
aumento da motivacdo dos animais em gastar energia e na superacdo da
adversidade para garantir sua propria sobrevivéncia e a de seus filhotes (BOSH;
NEUMANN, 2008; NEUMANN, 2008).

O numero reduzido de filhotes na ninhada também promoveu aumento da
agressividade em suas maes, na primeira e segunda semanas de lactacdo. O
desencadeamento e manutencdo do comportamento agressivo em ratos se da
pelas mudancas hormonais ocasionadas pela gestacédo e pela presenca dos filhotes
e sua estimulacdo somatossensorial por meio da succdo (GIOVENARDI et al.,
2000). Essa hipotese explica o aumento desse comportamento em ratas com
ninhada pequena, uma vez que estas passam mais tempo com sua nhinhada,
podendo receber mais estimulos, mesmo com numero menor de filhotes. Os
resultados do presente estudo sugerem ainda que a idade do filhote pode afetar o
comportamento maternal agressivo. A partir do 10° DL ha um declinio natural desse
comportamento, decorrente do maior desenvolvimento dos filhotes e independéncia
da mée (ALBERT; WASH, 1995), assim em periodos precoces do pos-parto o
instinto agressivo se apresentaria maior, como Visto neste estudo.

A atencdo materna que o filhote recebe durante o periodo neonatal tem,
portanto, o potencial de afetar o desenvolvimento comportamental precoce. Estudos
anteriores relataram que o nivel de atencdo dedicada por maes de ratos de
laboratério para filhotes individualmente, parece ser independente do tamanho da
ninhada (CHAMPAGNE et al., 2003), mas este estudo demostrou o contrario. Maes
de ninhadas menores dedicaram mais aten¢ao aos seus filhotes. Este maior cuidado
dispensado pelas maes para os filhotes, inclusive dentro de ninhadas diferentes,
pode ser potencialmente relevante para o desenvolvimento de padrbes de

comportamento e habilidades durante o inicio da vida.
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5.2 CONSEQUENCIAS DA REDUCAO DE NINHADA E DO COMPORTAMENTO
MATERNO NAS RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS E ENDOCRINAS DA PROLE
QUANDO ADULTA

No presente estudo, reforcamos o conceito de programacdo metabdlica,
processo pelo qual distirbios nutricionais durante o inicio da vida podem
desencadear adaptacdes metabdlicas e hormonais que podem perdurar até a idade
adulta (DAVIDOWA; PLAGEMANN, 2000; 2001). Especificamente, nossos
resultados reforcam a importancia de uma nutricdo adequada durante o periodo de
aleitamento e sugerem que a supernutricdo, principalmente durante a lactacao, pode
ser determinante para desencadear efeitos prejudiciais para a saude a longo prazo.

Nossos dados mostraram que a supernutricdo pela reducdo do tamanho da
ninhada e, por conseguinte, um maior acesso ao leite, alterou permanentemente o
comportamento alimentar da prole, induzindo aumento de peso e hiperfagia precoce
gue persistiu até a idade adulta.

Filhotes criados em ninhada reduzida apresentaram aumento de peso desde
0 8° DL até a fase adulta (60 dias), com ganho de peso mais exacerbado no periodo
lactacional, decaindo apds o desmame até a completa inversao da taxa de ganho de
peso em filhotes NR. De acordo com Fiorotto et al. (1991) e Shankar et al. (2008), a
reducdo do numero de filhotes altera a quantidade e a qualidade da producdo do
leite, o qual passa a apresentar maior conteudo de gordura; eleva a disponibilidade
de nutrientes para os filhotes de ratos durante a amamentacdo e melhora os
cuidados com a prole. Por conseguinte, ocorre maior ingestdo alimentar, uma vez
gue ha imaturidade do mecanismo de controle do comportamento ingestivo dos
filhotes nessa idade, resultando em maior ganho de peso corporal (MCMILLEN;
ADAM; MUHLHAUSLER, 2005).

O quadro de hiperfagia, apresentado do desmame até a fase adulta, tem
também funcdo primordial no ganho de peso. Esta persistente hiperfagia pode ser
consequéncia de um distirbio no mecanismo de feedback negativo da insulina,
acompanhado de ma formacao do nucleo hipotalamico ventromedial (VHM), regido
envolvida no controle da ingestdo alimentar e da massa corporal (OOMURA, 1983;
SCHWARTZ et al., 1996). Plagemman et al. (1999a) defendem a ideia de que o

sobrepeso e a hiperfagia também podem se dever a reducdo na sensibilidade a
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leptina no hipotdlamo desses animais, horménio que participa do controle alimentar.
Normalmente, a injecdo de leptina reduz a ingestao alimentar, porém em varios tipos
de obesidade em animais experimentais e em seres humanos, observa-se um
guadro de hiperfagia, apesar de hiperleptinemia, sugerindo o desenvolvimento de
resisténcia a esse hormoénio (LEVIN; ROUT, 1996; MANTZOROS, 1999).

Os resultados apontam ainda que a reducdo do numero de filhotes da prole
durante o periodo lactacional foi eficaz para inducdo da obesidade. Esses animais
apresentaram prejuizo no perfil lipidico, acimulo elevado de gordura visceral e
aumento no indice de Lee (indice preditor de obesidade), quando adultos.

O perfil bioquimico dos animais revelou aumento nos niveis de colesterol
total, TG, VLDL-c, LDL-c e diminuicdo nos niveis de HDL-c. AlteracBes encontradas
nos animais NR apontam para um quadro de dislipidemia, que se relaciona a
resultados da literatura (NASCIMENTO et al., 2008; HAHN, 1984). Os acidos graxos
na circulacdo estdo aumentados, provavelmente, pelo elevado processo de lipolise
nos adipocitos. Este fato, associado ao desenvolvimento da resisténcia a insulina
nas ceélulas adiposas, resulta no acumulo de acidos graxos livres na circulacdo. Este
acumulo leva a uma série de alteracdes em tecidos nao lipidicos (musculo
esquelético, figado e pancreas) e promove modificacées na acdo e na dinamica da
insulina (FONTES, 2003; MANCO; CALVANI; MINGRONE, 2004), que culminam
com um quadro dislipidémico.

A analise da composicéo corporal demonstrou que a superalimentacdo pos-
natal leva ao maior ganho de massa, principalmente devido ao aumento na gordura
abdominal. Proles de ninhada reduzida, machos e fémeas, apresentaram maior
acumulo de gordura visceral em todas as areas avaliadas (epididimal, ovariana e
retroperitoneal). E sugerido que o maior depdsito de gordura nos animais criados em
ninhadas reduzidas esteja relacionado ao aumento na atividade de enzimas
lipogénicas nos adipécitos (MOZES et al., 2004). Reforcando essa hipdtese,
Velkoska e colaboradores (2005) demonstraram que animais com 120 dias
superalimentados apds o nascimento, apresentam aumento no mRNA da enzima 11
B-hidroxiesteroide desidrogenase 1 (11 B-HSD1) nas células adiposas. Esta enzima
converte corticosterona em cortisol, que aumenta a lipogénese, principalmente, em
adipdcitos abdominais (LIVINGSTONE; KENYON; WALKER, 2000).

Estudos revelam que o aumento na gordura visceral esta diretamente

relacionado a sindrome metabdlica, a mortalidade cardiovascular (BARROSO;
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ABREU; FRANCISCHETTI, 2002; CARNEIRO et al., 2003; RIBEIRO-FILHO et al.,
2006) e resisténcia a insulina. A gordura visceral produz mais citocinas pro-
inflamatérias (como TNF-a e interleucina 6) e menos adiponectina. Tais alteragbes
induzem a resisténcia insulinica e atuam na patogénese da disfuncdo endotelial e
subsequente aterosclerose (HAMDY; PORRAMATIKUL; AL-OZAIRI, 2006). Como
resultado desta resisténcia, ha hiperglicemia (BELFIORE; IANNELLO, 1998). Nossos
achados estéo de acordo com estas informacdes, pois detectamos maior glicemia e
RI, apesar da insulinemia normal em machos, evidenciando a intolerancia a glicose
e resisténcia insulinica na vida adulta neste modelo experimental, comprovada pelo
aumento no indice HOMA e TyG e diminuicdo do Kt (taxa de decaimento de
glicose).

O acumulo de acidos graxos contribui, ainda, para o aumento dos niveis de
varios metabdlitos celulares, que alteram o processo de translocacdo do GLUT-4.
Entre os metabdlitos aumentados, sugere-se que o diacilglicerol, o acetil-CoA de
cadeia longa e o TNF-a diminuem a ag¢ao da insulina diretamente (inibindo a
proteina quinase B atraves da ativacdo de ceramidas) ou indiretamente (estimulando
a proteina quinase C). A ativacdo da proteina quinase C reduz o processo de
fosforilacdo da tirosina do primeiro substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1),
utilizando a fosforilacdo serina-treonina, reduzindo o sinal da insulina. No pancreas,
a exposicao prolongada aos acidos graxos pode levar a diminuicdo da liberacao de
insulina através dos mecanismos de lipotoxicidade, com disfuncdo e até apoptose
das células-B. No figado, os acidos graxos promovem aumento do processo de
gliconeogénese e diminuicdo do clearance de insulina (FONTES, 2003;
GREENFIELD; CAMPBELL, 2004; MANCO; CALVANI; MINGRONE, 2004;
MACHANN et al., 2004).

Quanto as alteracbes metabolicas, o teste de tolerancia a glicose mostrou que
0s ratos superalimentados, tanto machos quanto fémeas, apresentavam intolerancia
a glicose em 30 minutos apos a infusdo de glicose. Sugere-se que esses resultados
sejam decorrentes da resisténcia a insulina, comprovada no teste de tolerancia
intraperitoneal a insulina. Estudos anteriores demonstraram que ratos criados em
ninhada pequena, aos 90 dias de idade, apresentavam menor conteudo de IRS-1,
fosfatidilinositol 3-quinase e GLUT-4. Boullu - Ciocca et al. (2005) demonstraram, no
mesmo modelo experimental, niveis mais elevados de glicose, de insulina e

intolerancia a glicose aos 120 dias de idade. Portanto, nossos dados, corroborando
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com outros, indicam que as alteragbes programadas no tecido adiposo e
possivelmente em outros tecidos, induzidoas por superalimentacdo pdés-parto,
podem provocar um desequilibrio da homeostase da glicose mais tardiamente na
vida.

A avaliacdo dos niveis hormonais demonstrou que os niveis plasmaticos de
leptina foram maiores nos animais criados em ninhadas pequenas, resultado
consistente com 0 aumento da adiposidade. Este quadro de resisténcia a leptina que
se estabelece em animais NR pode ser decorrente da resisténcia hipotalamica a
acdo anorexigénica deste horménio, devido ao prejuizo no seu transporte pela
barreira hematoencefalica ou anormalidades nos receptores e/ou na sinalizacdo pos
-receptor (JEQUIER, 2002). Hiperleptinemia associada a hiperfagia e obesidade
indicam resisténcia a leptina e pode estar relacionada a génese da obesidade
(AHIMA et al., 2000; AHIMA; OSEl, 2004). E descrita uma associacdo entre
resisténcia a leptina e resisténcia a insulina, devido ao cross-talking nas vias de
sinalizacdo de insulina e leptina, em especial no aumento da SOCS3 (Supressor de
Sinalizacdo de Citocinas 3), que bloqueia a fosforizacdo da JAK2, segundo
mensageiro da via de sinalizacdo da leptina e também da PI3K, enzima importante
na via de sinalizacdo de insulina (HOWARD; FLIER, 2006). Assim, ha bloqueio da
sinalizacdo de ambas as vias e tais hormonios deixam de exercer seu papel com
eficacia.

Considerando a relacéo entre o tecido adiposo e resisténcia a insulina, foram
analisados os niveis de adiponectina no plasma. Curiosamente, apesar da maior
massa de gordura corporal, os niveis de adiponectina ndo diferiram entre os grupos
no periodo do estudo. Nossos resultados estdo de acordo com outros estudos que
mostraram niveis normais de adiponectina nos animais NR aos 120 dias de idade
(VELKOSKA; COLE; MORRIS et al., 2005) e aos 180 dias (RODRIGUES et al.,
2011). No entanto, Boullu-Ciocca et al. (2008) relataram hipoadiponectinemia em
ratos submetidos a superalimentacdo poés-natal aos 150 dias de idade. Até o
momento, raros sdo os estudos que mostraram o nivel de adiponectina em ratos
criados em NR aos 60 dias de idade e os dados encontrados nos animais NR jovens
ainda séo controversos (VELKOSKA et al., 2005; BOULLU-CIOCCA et al., 2008).

Em resumo, a superalimentacdo neonatal induz ao excesso de peso,
hiperfagia, massa de gordura visceral total elevada, dislipidemia, bem como a

resisténcia a leptina e insulina na idade adulta. Portanto, nossos resultados mostram
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que disfuncdes metabdlicas e endocrinas na vida adulta, como a sindrome
metabdlica e diabetes, podem ter origens no ambiente nutricional do inicio da vida.

Nesse estudo foi demonstrado que as alteracdes no ambiente nutricional
neonatal podem alterar ndo apenas o peso corporal na idade adulta, mas também
comportamentos de ansiedade e medo. No que se deve as respostas
comportamentais dos filhotes criados em ninhada reduzida, estes apresentaram
reducdo de comportamentos relacionados a ansiedade e ao medo.

Com efeito, este estudo demonstrou que animais NR mostraram sinais de
ansiedade reduzidos, em comparacdo com grandes ninhadas, demonstrados por
uma maior exploracdo das areas centrais no campo aberto, efeito anti-tigmotatico
aumentado (que prediz a acao ansiolitica) e menor tempo de freezing no teste de
medo condicionado ao contexto, tanto em filhotes machos quanto em fémeas na
fase adulta.

Uma explicacdo adicional para a reducédo de comportamentos de ansiedade,
como observado em nossos ratos criados em ninhadas pequenas, pode ser o grau
de atencdo materna que receberam durante o periodo neonatal. Aléem de ter
reduzido a competicdo pela comida, os ratos criados em ninhadas de apenas trés
animais também tiveram reducao da concorréncia pela atencdo materna.

E conhecido que a atencio materna pode ter promovido efeitos em longo
prazo sobre o animal, com proles de maes que receberam cuidado materno mais
intenso, de maneira especial a lambida, apresentando reducdo em manifestacbes
comportamentais de medo e reducao das respostas do eixo HHA ao estresse (LIU et
al.,, 1997; CALDJI et al., 1998; FRANCIS et al., 1999). Curiosamente, os ratos
criados por maes high licking (muito lambedoras) apresentam maior exploracdo em
novos ambientes (CALDJI et al., 1998, BEERY; FRANCIS, 2011). E possivel, por
conseguinte, que a atencdo materna tenha contribuido para os nossos resultados
em ratos criados em pequenas ninhadas, sobretudo pelo aumento do tempo de
lambida. Assim, nossos dados confirmam que alteracdes no cuidado maternal como,
por exemplo, uma reducdo no tempo de lambida nos filhotes, pode influenciar nas
respostas comportamentais e neuroenddcrinas dos filhotes na fase adulta (FRANCIS
et al., 2000; SPENCER; TILBROOK, 2009).

Quanto ao teste de medo condicionado ao contexto, os animais de NR
apresentaram resposta reduzida, quando comparados aos de ninhada normal.

Essas alteracbes na responsividade também pode ser atribuida as alteragbes no



79

comportamento materno acentuado em maes de NR. De acordo com a literatura,
estudos demonstraram que os filhotes de maes high licking sdo hiporresponsivos ao
medo no probe-burying test quando comparados com aqueles de maes “low licking”
(classificacdo dada as maes que lambem menos sua prole). Esses mesmos autores
verificaram que filhotes de maes high licking submetidos ao choque tiveram um
aumento na expressdo de c-Fos em diversas estruturas limbicas relacionadas a
reducdo do medo. Tem sido proposto que o comportamento de lambida das maes
nos filhotes modifica circuitos neurais que estdo associados com reducdo do medo
tornando-os hiporresponsivos durante a fase adulta (MENARD et al., 2004).

Por fim, consideramos que a alteracdo na disponibilidade e/ou qualidade da
alimentagdo no aleitamento, bem como a interferéncia do cuidado materno
relacionam-se com desenvolvimento dos filhotes e merecem investigacbes mais
detalhadas, tendo em vista a vulnerabilidade desse periodo as influéncias
ambientais e nutricionais que podem predispor ao aumento de tecido adiposo, peso,
dislipidemias, bem como as alteracdes metabdlicas e endodcrinas que podem
perdurar até a fase adulta. Estes estudos poderdo auxiliar na compreensdo de
mecanismos que possam atenuar essas alteracdes e possivelmente estabelecer
mecanismos fisiopatologicos que abrirdo novos caminhos profilaticos e/ou

terapéuticos na prevencao e no combate da obesidade e de suas consequéncias.
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6 CONCLUSAO

A reducdo de ninhada acentua o cuidado materno, eleva o cuidado com a
prole e acentua a ansidlise e agressividade maternas em ratas lactantes. Este
ambiente materno proporcionado pela reducdo no tamanho da ninhada é
fundamental para o desenvolvimento de obesidade, dislipidemia, disfuncées no
metabolismo de glicose e hiperleptinemia, além de menor responsividade ao medo e

a ansiedade na prole adulta.
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