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RESUMO

MODELO DE HIPERNUTRICAO NEONATAL INDUZ SOBREPESO,
COMPORTAMENTO TIPO-DEPRESSIVO E AUMENTA OS NIVEIS SERICOS DE IL-
18 NA IDADE PRE-PUBERE DE RATOS

Ana Claudia Silva Sampaio

Orientadora: Profa. Dra. Maria Martha Bernardi

O crescente aumento do sobrepeso e obesidade é um evento epidémico global,
acometendo principalmente criangas, e tem-se como um dos maiores desafios de
salde publica do século 21. Durante o desenvolvimento, a plasticidade do seu
organismo € alta e intervencdes neste periodo podem ter efeitos permanentes. Nesse
sentido, a dieta na infancia é um fator que pode modificar diferentes aspectos do
desenvolvimento. Logo, a observacao de sinais precoces advindos dessas alteracdes
pode contribuir para o conhecimento de prejuizos em periodos mais tardios da vida.
Desta forma, o objetivo deste trabalho pauta-se em estudar os efeitos da hipernutricdo
neonatal em um modelo de reducéo da ninhada, no desenvolvimento, comportamento
e em parametros bioquimicos e morfolégicos da prole masculina de ratas na idade
pré-pubere. Para isso, as ninhadas do grupo experimental, denominado grupo
hipernutricdo (GH) foram reduzidas a 4 animais (3 machos e 1 fémea) para induzir a
hipernutricdo e as ninhadas do grupo controle (GC) foram padronizadas com 8 animais
(4 machos e 4 fémeas). Durante a lactacao, nos dias pés-natais (DPNs) 5 a 7, avaliou-
se o comportamento maternal. Em relacdo aos filhotes, observou-se o ganho de
massa corporal e o desenvolvimento fisico, reflexolégico e motor. No desmame (DPN
21), notou-se a atividade geral em campo aberto das progenitoras e dos filhotes e
coletou-se 0 sangue das mées para avaliagdo dos niveis séricos de corticosterona e
do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH). No DPN 31, avaliou-se os filhotes na
atividade geral em campo aberto, no teste de transi¢ao claro-escuro e no teste de
natacdo forcada. Ao término das avaliagbes comportamentais, retirou-se e pesou-se
as gorduras omental, retroperitoneal e epididimal e o sangue coletado para avaliacéo
dos niveis de citocinas, corticosterona e do hormaonio adrenocorticotrofico (ACTH). Os
resultados mostraram que nas progenitoras do grupo GH: 1) o comportamento

maternal ligado ao cuidado da prole ndo foi modificado; 2) ocorreu aumento do tempo



gasto na autolimpeza; 3) ndo houve alteracdo na atividade geral e 4) ndo houve
alteracéo dos niveis séricos de citocinas, corticosterona e ACTH. Nas proles do grupo
GH observou-se: 1) maior ganho de peso nos DPNs 21 e 31; 2) ndo se observou
diferencas no indice de Lee e no indice de massa corporal; 3) ndo houve diferencas
significantes no desenvolvimento fisico e reflexolégico; 4) no desenvolvimento motor,
houve adiantamento no dia de andar adulto; 5) na atividade geral em campo aberto
observada no DPN 21, houve maior frequéncia de locomogédo sem alteragdes na
frequéncia de levantar-se e na duragdo de imobilidade; 6) ndo foram observadas
diferencas significantes na atividade geral em campo aberto no DPN 31; 7) ndo houve
alteracdo no comportamento no teste de transicdo claro-escuro; 8) ocorreu menor
laténcia para primeira imobilidade e maior tempo de imobilidade no teste de natacao
forcada; 9) houve maior peso das gorduras omental, retroperitoneal e epididimal; 10)
notou-se aumento dos niveis séricos de IL1-3, sem alteragdes nos niveis de IL1-q, IL-
6, TNF-a; 11) ocorreu reducédo dos niveis de corticosterona sem alteracdes nos niveis
de ACTH. Em conjunto, estes dados indicam que a hiperalimentacdo neonatal
propiciada pela reducdo da ninhada promoveu, na idade pré-pubere dos animais,
aumento da adiposidade e da atividade exploratoria, sinais de inflamacao periférica e

comportamento tipo-depressivo.

Palavras-chave: Reducdo da ninhada. Desenvolvimento pés-natal. Adiposidade.
Teste de natacéo forcada. Citocinas.



ABSTRACT

NEONATAL HYPERNUTRITION MODEL INDUCES OVERWEIGHT, DEPRESSIVE-
LIKE BEHAVIOR, AND INCREASES SERIAL IL-18 LEVELS IN PREPUBERE RATS
AGE

Ana Claudia Silva Sampaio
Supervisor: Dr. Maria Martha Bernardi

The growing increase in overweight and obesity is considered a global epidemic event,
especially among children, and is regarded as one of the greatest public health
challenges of the 21st century. During development, body plasticity is high and
interventions during this period can have permanent effects. In this sense, diet in
childhood is a factor that can modify different aspects of development. Therefore, the
observation of early signs of these modifications can contribute to the knowledge of
losses in later periods of life. Thus, the objective of this research was to study the
effects of neonatal hypernutrition on a model of litter reduction, development, behavior,
and biochemical and morphological parameters of male rats in prepubertal age. To this
end, the litters of the experimental group, designated as hypernutrition group (GH)
were reduced to 4 animals (3 males and 1 female) to induce hypernutrition and the
control group (GC) litters were standardized with 8 animals (4 males and 4 females).
During lactation, in the postnatal days (PNDs) 5 to 7, maternal behavior was evaluated.
In relation to the offspring, body mass gain and physical, reflexological and motor
development were observed. At weaning (PND 21), the general open field activity of
the progenitors and offspring was observed and the blood of the mothers was collected
to assess serum corticosterone levels and adrenocorticotrotrophic hormone (ACTH).
In PND 31, the puppies were evaluated in the general open field activity, in the light-
dark transition test and in the forced swimming test. At the end of the behavioral
evaluations the omental, retroperitoneal and epididymal fats were removed and
weighed, as well as the blood collected for assessment of cytokines, corticosterone
and adrenocorticotrophic hormone (ACTH) levels. The results showed that in the
progenitors of the GH group: 1) the maternal behavior related to the care of the
offspring was not modified; 2) there was an increase in the time spent on self-grooming;

3) there was no change in the general activity and 4) there was no change in the serum



levels of cytokines, corticosterone and ACTH levels. In the offspring of the GH group it
was observed: 1) greater weight gain in PND 21 and 31; 2) no differences in Lee's
index and body mass index were observed; 3) no significant differences in physical
and reflexological development; 4) regarding motor development, there was an
advance in adult walking day; 5) in the general open field activity observed in PND 21,
there was a increased frequency of locomotion without changes in lifting frequency and
immobility duration; 6) no significant differences were observed in the general open-
field activity at PND 31; 7) there was no change in behavior in the light-dark transition
test; 8) lower latency for first immobility and longer immobility in the forced swimming
test was observed; 9) higher weight of omental, retroperitoneal and epididymal fats;
10) increased serum levels of IL1-3, without changes in levels of IL1-a, IL-6, TNF-q;
11) reduction of corticosterone levels without changes in ACTH levels. Together, these
data indicate that the neonatal hyperalimentation induced by the reduction of the litter
size promoted, in the pre-pubertal age of the animals, increased adiposity and

exploratory activity, signs of peripheral inflammation and depressed-type behavior.

Keywords: Litter reduction. Postnatal development. Adiposity. Forced swimming test.

Cytokines.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas trés décadas, o sobrepeso e a obesidade cresceram mundialmente
em proporc¢des consideradas epidémicas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
(1) (2). A obesidade é definida, pela OMS, como um acumulo anormal ou excessivo
de gordura corporal que apresenta risco a saude (3), e € classificada em niveis
distintos entre adultos e criancas (4). Estudos realizados em 2010 evidenciaram que
0 sobrepeso e a obesidade causaram 3,4 milhGes de mortes e, entre 0s anos de 1983
e 2013, sua prevaléncia aumentou 27,5% em adultos e 47,1% em criancas (5).

Atualmente a obesidade é um distirbio que afeta um terco da populacdo
mundial e estima-se que em 2030, caso esse indice continue a crescer, 38% da
populacdo mundial adulta seré considerada com sobrepeso e 20% sera classificada
como obesa (6).

O sobrepeso e a obesidade sédo disturbios considerados fatores predisponentes
para outras doencas como diabetes tipo 2 (7), hipertensédo (8), cardiopatias (9),
doencas respiratorias (10), diferentes tipos de cancer (11), distarbios endécrinos (12),
distarbios psiquiatricos (13), além de provocarem alteracdes na resposta imune (14),
afetando assim, a qualidade de vida dos individuos e aumentando os indices de
mortalidade (15).

Na obesidade, o crescimento do tecido adiposo estd associado ao
desenvolvimento de uma inflamacao crénica de baixo grau, devido a infiltracdo de
células imunes ativadas e ao aumento na producéo de citocinas pro-inflamatorias (16).
A medida que um individuo ganha peso, ocorre, paralelamente, aumento no nimero
de adipdcitos, havendo alteracdes celulares e moleculares no tecido adiposo que
afetam o metabolismo de forma sistémica. O tecido adiposo aumenta a producéo de
macrofagos, com o intuito de eliminar os adipocitos em excesso (17), bem como
sintetiza uma série de citocinas pré e anti-inflamatérias, denominadas adipocinas,
como a leptina, a adiponectina, a resistina, o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), a
interleucina-6 (IL-6), além de quimiocinas, como a proteina quimiotatica de monaocitos-
1 (MCP-1) (18).

Segundo a | Diretriz Brasileira de Diagndstico e Tratamento da Sindrome
Metabolica (19), a Sindrome Metabdlica (SM) € um transtorno complexo representado
por um conjunto de fatores de risco cardiovasculares usualmente relacionados a

bY \ 7

deposicdo central de gordura e a resisténcia a insulina, e € caracterizada por
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inflamac&o crénica de baixo-grau (20).

Desta forma, obesidade est4d associada a sindrome metabdlica e essa
associagao é atribuida ao processo inflamatério que ambas promovem no organismo
acometendo érgdos como péancreas, figado, tecido muscular esquelético, coracao,
articulacdes e sistema nervoso central (SNC) (21).

Em relacdo a obesidade infantil, esta é considerada um dos maiores desafios
de saude publica do século 21 e sua prevaléncia cresce em um ritmo ameacador (22).
Estudos epidemioldgicos mostraram que, em 2016, 50 milh6es de meninas e 74
milhdes de meninos em todo o mundo foram considerados com sobrepeso ou obesos
(23). Sao descritas na literatura inUmeras consequéncias da obesidade infantil, que
podem ser imediatas, de médio e de longo prazo (24), como comorbidades,
complicacbes enddcrinas, cardiovasculares, gastrointestinais, pulmonares,
ortopédicas, neuroldgicas, dermatoldgicas, sindromes genéticas e psicossociais (25)
(26).

Durante o periodo de desenvolvimento, a plasticidade do organismo € alta e
intervencdes durante este periodo podem ter efeitos permanentes. A dieta na infancia
€ um fator que pode modificar diferentes aspectos do desenvolvimento e a observacao
de sinais precoces em razéo dessas alteracbes pode amenizar prejuizos em periodos
mais tardios da vida (27).

Neste sentido, modelos animais para o estudo da obesidade na infancia podem
ser Uteis para compreender as consequéncias da obesidade nesta fase e em periodos
mais tardios da vida. A maioria dos trabalhos com modelos experimentais de
obesidade infantil relata seus efeitos na idade adulta (28) (29) (30) (31) (32). No
entanto, estudos na idade pré-pubere a respeito dos efeitos da hipernutricdo no
periodo neonatal, investigando parametros do desenvolvimento fisico, reflexoldgico e
motor, na adiposidade, no comportamento e nos niveis séricos de citocinas e

hormoénios ainda ndo sao descritos na literatura.
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2 REVISAO DE LITERATURA — CAPITULO |

2.1 Obesidade

A obesidade é caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura corporal no
individuo (3) e é considerada fator de risco para uma série de doencgas. O obeso tem
maior propensdo a desenvolver problemas tal como hipertensdo, doencas
cardiovasculares, diabetes tipo 2, entre outras (33). Além disso, a adiposidade total e
0 acumulo de gordura subcutanea troncular durante a adolescéncia estao
positivamente e independentemente associados a aterosclerose na idade adulta (34).
O acumulo central de gordura corporal esta associado a resisténcia a insulina,
enquanto a distribuicdo de gordura corporal em um padrdo periférico é
metabolicamente menos importante (35). O efeito da obesidade morbida sobre a
mortalidade é maior entre os mais jovens do que entre os adultos mais velhos e
também esta associada ao aumento do risco de varios tipos de cancer (11,36,37).

Desta forma, a mensuracdo da composi¢cdo corporal € uma ferramenta
extremamente Util para avaliar o estado nutricional e a capacidade funcional do corpo
humano (38). Existem diferentes métodos para este fim que apresentam vantagens e
desvantagens, tal como a absorciometria de dupla energia por raios X (AXDE),
impedancia bioelétrica (BIA), tomografia computadorizada (TC) e ressonancia
magnética (RM), medida de espessuras das dobras cutaneas, entre outros (39).
Contudo, devido a facilidade de calculo, baixo custo, por ndo precisarem de um alto
nivel de conhecimento técnico e, sobretudo, por ndo serem invasivas, as medidas
antropométricas sdo comumente utilizadas em estudos clinicos e epidemioldgicos
(38).

Entre essas, o indice de massa corpérea (IMC) é a medida antropométrica mais
utilizada na classificagédo da obesidade e € definido como o peso divido pela altura ao
quadrado (kg/m?) (2,40,41). O IMC foi denominado primeiramente por indice de
Quetelet em homenagem ao astronomo, matematico e sociologo belga Lambert
Adolphe Jacques Quetelet, que no século 19 observou a relacdo entre o peso e a
altura ao quadrado de adultos (42). Contudo, certas limitagdes tornam o IMC uma
medida ndo tdo segura para se definir sobrepreso e obesidade. Individuos com
musculatura desenvolvida terdo um IMC elevado mesmo sem possuir uma maior

guantidade de gordura corporal
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A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define o IMC para adultos a partir de
20 anos da seguinte forma: individuos com IMC abaixo de 18.5 sédo considerados
abaixo do peso, individuos com IMC entre 18.5 e 24.9 sdo considerados com peso
normal, IMC igual ou acima de 25.0 definem os individuos como acima do peso ou
pré-obesidade e IMC igual ou acima de 30 categorizam individuos como obesos (IMC
entre 30.0 — 34.9 = obesidade classe I; IMC 35.0 — 39.9 = obesidade classe II; IMC
igual ou acima de 40 = obesidade classe Ill) (43).

Entre criancas e adolescentes, as definicbes de sobrepeso e obesidade
tornam-se mais dificeis em funcéo das caracteristicas de cada idade. Segundo a OMS
(44), a avaliacao do estado nutricional em criancas e adolescentes leva em conta um
conjunto maior de parametros. Além da analise do IMC que é feita de acordo com a
idade, fatores como estatura para idade, peso em relacdo a estatura e o peso em
relacdo a idade sado importantes, bem como deve ser considerada a faixa etaria.
Além disto, a avaliacdo do peso em criancas menores de 10 anos € mais complexa,
pois emprega diferentes indicadores entre faixas etarias (0 a 2 anos, 2a5anose 5
a 10 anos).

Uma pesquisa realizada pela Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao para
Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico (Vigitel), de 2018, do Ministério da Saude,
(45) mostrou que houve aumento de 67,8% nos ultimos treze anos da obesidade e
sobrepeso, elevando-se de 11,8% em 2006 para 19,8% em 2018. Em 2018, os dados
também apontaram que o crescimento da obesidade foi maior entre os adultos de 25
a 34 anos e 35 a 44 anos, com 84,2% e 81,1% de incremento, respectivamente.
Apesar do excesso de peso ser mais comum entre os homens; em 2018, as mulheres
apresentaram obesidade ligeiramente maior que a dos homens, com 20,7% nas

mulheres em relagéo a 18,7% nos homens.

2.2 Controle alimentar

O peso corporal € regulado por um sistema complexo que coordena a ingestao
de alimentos e o0 gasto de energia. O sistema alimentar visa 0 armazenamento
energético e, para tanto, um organismo apresenta sistemas integrados que recebem
sinais aferentes desde o sistema digestorio passando pelo tecido adiposo e chegando
as estruturas centrais. Este controle determina a resposta comportamental,

autondmica e endocrina frente ao alimento, levando ao aumento ou redugdo da
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ingestao alimentar e inversamente ao gasto energético (46).

Por meio de quimiorreceptores e mecanorreceptores, o0 sistema digestorio
sinaliza para o nervo vago sobre o grau de nutrientes nele presente, estabelecendo
uma comunicagao importante entre intestino-cérebro (47). Horménios como a grelina,
a colecistocinina (CCK), o peptideo YY (PYY) e o peptideo semelhante ao glucagon
(GLP-1) regulam também o apetite e enviam informacfes aos sistemas neurais
centrais envolvidos com o controle alimentar. Ainda, o figado, o pancreas e os
musculos enviam informagBes ao encéfalo sobre a situacdo de nutrientes, em
particular dos niveis de gordura e glicose (48).

O hipotalamo, particularmente o ndcleo arqueado, € a maior area de integracao
entre os diversos sinais oriundos da periferia e do tronco cerebral, determinando agbes
que visam adequar o balanco energético do organismo. Regiées mais altas do sistema
nervoso central, como dos 6rgaos dos sentidos, cértex limbico, tAlamo e tronco
cerebral e da insula, enviam informac¢des ao hipotalamo fechando um circuito do
controle alimentar (49). A Figura 1 ilustra as relagdes entre todos estes sistemas,

tecidos e areas do sistema nervoso central.
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Figura 1 — Comunicacao do sistema gastrointestinal e cérebro no controle alimentar. NTS = nulcleo do
trato solitario; NPB = ndcleo parabraquial; VTA = é&rea tegumentar ventral; CART = transcritos
relacionados a cocaina e anfetamina; MCH = hormdnio concentrador de melandécitos; CRH = horménio
liberador de corticotrofina; TRH = horménio liberador de tireotrofina; ADH = hormonio antidiurético; OXT
=ocitocina; NPY = neuropeptideo Y; AgRP = peptideo relacionado ao gene Agouti; MC3R = receptor
de melanocortina 3; MC4R = receptor de melanocortina 4; ACh = acetilcolina; NA = noradrenalina; 5HT
= serotonina; MSH = hormdnio melanotréfico; GABA = &cido gama amino butirico; AMPK = quinase
ativada por AMPciclico; mTOR = alvo da rapamicina em mamiferos
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Fonte: Damiani, 2011.

Diante de tal complexidade, torna-se importante um olhar mais detalhado sobre
alguns destes fatores que estdo relacionados ao controle alimentar para se

compreender os fendbmenos da obesidade e sobrepeso.

2.3 Controle neural da ingestao energética

A ingestao de alimentos difere entre os individuos por diversos fatores que vao
desde a composicao e quantidade do que é ingerido a variaveis como comportamento,
condicao social, custo, entre outros. Além disto, ndo esta correlacionada diretamente
com o0 gasto energético diario. Apesar das diferencas entre as refeicbes diarias

individuais, a relacdo entre o que € ingerido com o que € gasto, denominada

homeostase energética, geralmente ocorre de maneira equilibrada quando observada
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por um intervalo que engloba diversas refeicées (50). Contudo, o controle fisiol6gico
da manutencdo do equilibrio energético é complexo e resulta da integracdo entre
sinais neurais, nutricionais, sendo influenciado por diversos fatores como mecanismos
comportamentais, sensoriais, autonémicos, nutricionais e endécrinos (51). O sistema
nervoso central possui extrema relevancia em relacdo a homeostase energética,
sendo o hipotalamo a principal regio envolvida no controle do apetite (49,52). E nesta
area cerebral que ocorre 0 processamento de sinais aferentes do intestino e tronco
cerebral, bem como sinais eferentes, responsaveis pelo controle da ingestédo
alimentar. Internamente, o hipotalamo possui diversos nucleos e circuitos neuronais
responsaveis pelo controle do apetite (51). Principalmente no nucleo arqueado, porém
nao restrito a esta area, existem duas populacdes neuronais que atuam de maneira
antagbnica no controle da ingestdo energética. Um grupo € composto pelo
neuropeptideo Y (NPY) e pelo peptideo relacionado a agouti (AgRP) que expressa
neurénios AgRp/NPY com caracteristicas orexigenas, ou seja, que favorecem a
ingestdo de alimentos e o0 outro co-expressa pro-opiomelanocortina (POMC) e
transcritos relacionados a anfetamina e cocaina (CART). A POMC € precursora para
o horménio estimulante de alfa-melanécitos (alfa-MSH) , que atua na diminuicédo da

ingestao de alimentos (49,51,53).

2.4 Tecido adiposo

O tecido adiposo € composto predominantemente por adipdcitos, linfécitos,
macrofagos, fibroblastos e células vasculares, classificado em dois tipos
funcionalmente distintos: tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom
(TAM). Ha também um tipo de gordura denominada “gordura bege”, presente no TAB,
gue ao ser submetida a determinados estimulos, adquire um fenétipo de tecido
adiposo marrom. O TAB é responsavel pelo armazenamento do excesso de energia
na conformacédo de triacilgliceréis, enquanto o TAM e a gordura bege possuem alta
atividade metabdlica e realizam termogénese, sendo responsaveis pela homeostase
da temperatura corporal, homeostase energética e controle do peso corporal. Como
um todo, séo funcgbes do tecido adiposo: adipogénese, metabolismo lipidico, sintese
ou secrec¢édo de adipocinas e termogénese (54-57).

Além de ser um reservatorio energético, o tecido adiposo € considerado um

orgado endodcrino capaz de sintetizar e secretar inUmeras citocinas, denominadas
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adipocinas, que atuam de maneira autOcrina, paracrina e endoécrina (58). Foram
identificadas mais de 50 adipocinas responsaveis por regular o metabolismo, o
consumo energético e o armazenamento de gordura (59). Contudo, sao reconhecidas
como adipocinas classicas, secretadas pelo tecido adiposo branco (TAB): a
adiponectina, leptina, a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral — alfa (TNF-
a) (57).

A adiponectina, também conhecida como proteina relacionada ao complemento
adipocitario de 30 kDa (Acrp30), adipoQ e proteina de ligacdo a gelatina de 28 kDa
(GBP28), é um polipeptidio de 244 aminoacidos, secretada principalmente por
adipécitos, mas que pode ser sintetizada em menores quantidades por cardiomidcitos,
hepatécitos e placenta (60,61). O gene da adiponectina, APM1 (transcricdo mais
abundante do gene adiposol), encontra-se no cromossomo 3 na regido 3927 e foi
descrito pela primeira vez em 1995 (58,62). A concentracédo de adiponectina é maior
no tecido adiposo subcutdneo do que no tecido adiposo visceral e 0s niveis
plasmaticos em humanos variam de 3-30ug/ml (58,63). A literatura descreve que 0s
niveis circulantes de adiponectina possuem uma correlagdo inversa com o risco para
a obesidade e doencas cardiovasculares. Enquanto niveis baixos, denominados de
hipoadiponectinemia, estdo relacionados com resisténcia a insulina, a
hiperinsulinemia, a diabetes tipo 2, a doenca coronariana e a hipertensao arterial,
niveis mais altos séo encontrados com a reducéo do peso (60,61,63). A adiponectina
possui dois receptores, sendo eles o receptor 1 (ADP-R1), expresso principalmente
no musculo, e receptor 2 (ADP-R2), expresso principalmente no figado. O ADP-R1
possui alta afinidade por adiponectina globular e baixa afinidade por adiponectina de
comprimento total. J& o ADP-R2 possui afinidade intermediaria para as duas formas.
Sendo assim, os efeitos biolégicos da adiponectina dependem tanto de sua
concentracéo plasméatica quanto da expresséao tecidual de seus receptores (58,60).

A leptina foi descrita a primeira vez em 1994, como resultado de uma mutacgéo
genética no gene Lep ou Ob de ratos obesos, localizado no cromossomo 7qg31.3. E
uma proteina que em sua forma inativa possui 167 aminoacidos, e sua forma ativa
possui 146 aminoacidos (64). Os niveis de leptina sdo diretamente proporcionais a
massa do tecido adiposo e a concentracdo de insulina, e sua expressao é maior no
tecido subcutaneo do que no tecido adiposo visceral (58). Além de ser sintetizada no
tecido adiposo branco, pode ser sintetizada pela placenta, adeno-pituitaria, mucosa

gastrica, musculo esquelético e epitélio mamario. Os niveis de leptina podem ser
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influenciados por fatores metabdlicos e enddocrinos. Glicocorticoides, estrogénios,
citocinas e infeccdes aumentam sua concentracdo, enquanto temperaturas mais
baixas, estimulacdo adrenérgica, hormdnios tireoidianos e do crescimento (GH),
andrégenos, melatonina e fumo a diminuem (60). Existem receptores de leptina tanto
no sistema nervoso central como em tecidos periféricos. Ao todo sao seis isoformas
codificadas pelo gene LEPR e pertencentes a familia de receptores de citocinas classe
I. No cérebro, sdo encontrados receptores LEPR-b para a leptina principalmente na
regido do hipotdlamo (64,65). A leptina € caracterizada por agir tanto como um
horménio, atuando na regulacdo da homeostase energética e influenciando funcdes
endocrinas e metabolismo ésseo, quanto uma citocina, promovendo resposta
inflamatoéria, demonstrando que ndo possui uma ou outra caracteristica, mas que
funciona como um mecanismo de sinalizacdo responsavel por regular diversas
funcdes bioldgicas (65,66). Em relacdo a homeostase energética, no nucleo arqueado
do hipotalamo, a leptina estimula a expressdo dos neuropeptidios POMC e CART,
responsaveis por induzir inibicdo da ingestdo de alimentos, aumentar o gasto
energeético, e inibir a expressao do neuropeptidio Y e peptideo relacionado a agouti
(AgRP).

O fator de necrose tumoral (TNF-a) € uma citocina proé-inflamatéria e
imunomoduladora que atua na inflamacéo, apoptose, citotoxidade, producéo de outras
citocinas e induz resisténcia a insulina na obesidade (60). E sintetizado principalmente
por macrofagos e linfécitos. No tecido adiposo, € produzido em quantidades menores
por adipdcitos e células estroma-vasculares (58,67). Primeiramente, foi descrito como
um fator responsavel pela necrose tumoral e mais tarde associado a caquexia. Possui
dois receptores, sendo eles o TNF-alfa tipo | (TNFR1) e o TNF-alfa tipo Il (TNFR2)
(68). Seus niveis aumentam na obesidade e correlacionam-se positivamente ao indice
de massa corporal (IMC), ao conteudo do seu RNAm e ao volume dos adipécitos. O
TNF-a relaciona-se a resisténcia a insulina por meio dos seguintes mecanismos:
aceleracéo da lipdlise, aumento dos acidos graxos livres (AGL) na circulacéo, reducéo
da sintese de GLUT4 e expressao de insulina e do substrato do receptor de insulina
1 (IRS-1) (60)

A IL-6 € uma citocina com capacidade pro-inflamatéria e anti-inflamatoria (59).
No tecido adiposo, tanto sua expressdo quanto a de seu receptor (IL-6R) sao
realizadas por adipdcitos e pela matriz celular do tecido adiposo, e seus niveis sao

mais elevados no tecido adiposo visceral em relagdo ao tecido adiposo subcutaneo.
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A concentracdo de IL-6 na circulacdo e sua expressao no tecido adiposo estédo
positivamente correlacionadas com a obesidade, resisténcia a insulina e intolerancia
a glicose (58). Os niveis de IL-6 sdo altos em individuos com diabetes tipo 2 bem como
na sindrome metabdlica e correlacionam-se positivamente com o indice de massa
corporal (IMC) (69). Ela € responsavel por diminuir a sinalizacéo de insulina em tecidos
periféricos, inibir a adipogénese bem como a secrecado de adiponectina. Contudo, os
niveis de IL-6 no sistema nervoso central (SNC) encontram-se diminuidos na
obesidade (58).

A interleucina 1 (IL-1) € uma citocina pro-inflamatoria protipica que atua como
principal regulador de processos inflamatorios citada pela primeira vez na literatura no
ano de 1984 (70-72). Possui duas isoformas, IL-1 alpha (IL-1a) e IL-1 beta (IL-1pB),
que podem ser expressas por diferentes tipos de células de origem hematopoiética e
nao-hematopoiética e, apesar de distinguirem em sua sequéncia de aminoacidos,
estruturalmente e biologicamente possuem funcdes similares incluindo gerar inUmeras
respostas biolégicas que surtem efeitos no sistema nervoso central e sistemas
hematol6gico e metabdlico. Além disto, compartilham o mesmo receptor (70,73-75).

Tanto IL-1a quato IL-13 sdo expressas em diversos tecidos e células linfoides
(macréfagos teciduais em érgédos como timo, baco, madula 6ssea, entre outros) e nao
linfoides (macréfagos teciduais presentes no pulméo, figado e trato digestivo).
Ademais, séo sintetizadas por adipécitos (74,76).

Sado encontrados na literatura dados que comprovam o0 aumento dos niveis
sérios das duas isoformas de IL-1 em seres humanos e ratos obesos. Relacionado a
IL-1a, estudos invitro sugeriram que ela pode inibir a diferenciacéo adipocitaria e reduz
a sinalizacao de insulina nos adip6citos de camundongos. Por sua vez, IL-13 € uma
citocina amplamente encontrada no plasma. Em 2003 foi descrito pela primeira vez
que os niveis plasméticos de IL-18 aumentaram substancialmente em pacientes com
sobrepeso e obesidade e que o tecido adiposo visceral era o principal responsavel por
esse aumento por possuir maiores quantidades de IL-13 e IL-1Ra quando comparado

ao tecido adiposo subcutéaneo (77).
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2.5 Fatores que influenciam no sobrepeso e na obesidade

2.5.1 Fatores gastrointestinais

O sistema nervoso central é responsavel por coordenar e integrar sinais
relacionados ao controle da homeostase energética oriundo de diferentes 6rgaos
periféricos. Os primeiros sinais advém do trato gastrointestinal por serem os primeiros
Orgaos a entrar em contato com o0s nutrientes provenientes da ingestdo de alimentos
(78). Existe comunicacao entre o sistema gastrointestinal e o sistema nervoso central
denominada eixo intestino-cérebro. Essa comunicacdo ocorre de maneira bidirecional,
em que o cérebro se comunica com o intestino por meio de sinalizacao vagal eferente
e por vias neuroendocrinas, e por sua vez, o intestino comunica-se com o cérebro por
substéancias liberadas na circulacdo sanguinea bem como por nervos vagais e nervos
aferentes da coluna vertebral (79). Ao serem ativados pela presenca de conteudo
dentro do trato gastrointestinal, receptores presentes nas células enteroendécrinas do
intestino sdo capazes de detectar a presenca de horménios com caracteristicas
orexigenas e anorexigenas que, por sua vez, sao enviados ao cérebro por meio do
eixo intestino-cérebro, participando da regulacdo da fome e saciedade a curto prazo
(80). Sdo produzidos pelo intestino e atuam na regulacdo da ingestdo alimentar a
grelina, Unico horménio intestinal com acgéo orexigena, polipeptideo pancreético (PP)
e 0 peptideo YY (PYY), colecistoquinina (CKK). Além disto sdo produzidos os
peptideos glucagon, oxintomodulina, peptideo tipo glucagon — 1 e peptideo tipo

glucagon-2.

2.5.2 Fatores genéticos e epigenéticos

A etiologia da obesidade relacionada a mutacdes genéticas classifica-se de
duas maneiras: obesidade mendeliana ou monogénica, que caracteriza individuos
com uma Unica mutacdo genética rara influenciando drasticamente em sua
adiposidade, e obesidade poligénica, representada pela variacdo do DNA em diversos
genes de forma combinada, em que cada gene exerce um efeito pequeno sobre a
obesidade (81). Sdo exemplos de sindromes que tém a obesidade como uma das
caracteristicas: sindrome de Prader-Willi, sindrome de Bardet-Biedl, sindrome de

Alstrom, entre outras. Em criangas, a alteracdo genética responsavel pela obesidade
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infantil mais comumente conhecida € o defeito do receptor de melanocortina-4 (82).
A epigenética define-se como fendmenos hereditarios reversiveis que alteram
a expressao génica sem alteracdo da sequéncia do DNA (83). Em relacdo a
obesidade, fatores epigenéticos relacionados ao desenvolvimento intrauterino, a
regulacéo do apetite e ao aumento da adiposidade sdo encontrados na literatura. O
baixo ou alto peso ao nascer, variagcdes na disponibilidade de nutrientes durante a
gestacdo, epimutacdes em genes especificos relacionados ao controle do apetite,
entre outros, sdo alguns exemplos de aspectos epigenéticos associados ao

surgimento da obesidade (84).
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3 REVISAO DE LITERATURA — CAPITULO Il

3.1 Obesidade infantil

Considerada uma pandemia, a obesidade infantil € um desafio abrangente para
a saude no século 21 (85) (86). E um distirbio que apresenta grandes implicacdes
para a saude mental e fisica do individuo, levando ao aumento da morbidade e
mortalidade. A obesidade, tanto em adultos como no inicio da vida, deve ser entendida
como uma doenca crbnica regulada por um complexo sistema neuroendocrino que
visa a preservacgao da gordura. Recomenda-se tratamento multidisciplinar de cuidados
cronicos baseado em diretrizes atuais, meta-analises, revisdes sistematicas e padrdes
de melhores praticas em todos os setores da saude para aliviar e combater a
obesidade infantil (85).

A predisposicdo genética a obesidade apresenta um paradoxo, no qual se
questiona como as variantes genéticas com impacto negativo na salde humana
persistem no tempo evolutivo. No entanto, interaces ambientais e genéticas, bem
como as condi¢cdes de individuos de comunidades desfavorecidas, parecem
influenciar para que este grupo esteja mais propenso a desenvolver obesidade do que
individuos mais ricos, em parte devido ao imprinting fetal e pés-natal (87).

Nos ultimos 50 anos, inUmeras hipéteses surgiram para explicar a propensao
humana a obesidade (88). Uma das hipdteses é a do gendtipo econdémico de Neel,
esta consiste que o tecido adiposo extra permitiu que nOsSSOS ancestrais
sobrevivessem a face dos ciclos de festa e fome (89). A hipétese, no entanto, €
bastante simplista pois se estes fatores fossem realmente vantajosos para 0s
individuos, eles deveriam ter sido incorporados ao seu genoma e a obesidade seria a
norma em populacdes modernas (90). Isso, no entanto, ndo é o caso, pois ja se
verificou que existem variantes genéticas conferindo protecao contra a obesidade em
humanos (91,92). Ha também a hipdtese do fendtipo econémico, que propde que a
nutricdo inadequada no inicio da vida altere a estrutura e funcdo dos 6rgéos e tecidos,
e que, em situacdo de abundancia de alimentos, o individuo se torne obeso e,
portanto, com risco de doenga cardiovascular e hiperglicemia (93).

Existe ainda a hipétese do epigenotipo econdmico, que propde que todos os
humanos possuem um genoétipo econdmico e que 0s estimulos ambientais levam a

variabilidade fenotipica dentro de uma gama de fendtipos aceitaveis por meio de
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modificacdes epigenéticas (94). Essas modificacbes epigenéticas podem entdo ser
transmitidas as demais geragdes estabelecendo uma maior propenséo da populacéo
humana & obesidade.

Fatores genéticos e epigenéticos podem ter contribuido para que a prevaléncia
de obesidade infantil tenha aumentado em todo o mundo (95). Além destes fatores,
agueles ambientais derivados dos habitos de vida tem papel importante na
prevaléncia da obesidade infantil.

A partir dos anos 80, tornou-se evidente o excesso de peso e a obesidade em
criancas (5). Outro dado alarmante exp6s que, no ano de 2010, 43 milhdes de criancas
abaixo de cinco anos de idade estavam acima do peso ou obesas, sendo que
aproximadamente 35 milhdes dessas criancas eram de paises de baixa e de média
renda (96). As taxas de obesidade infantil continuam a aumentar em alguns paises,
como por exemplo, México, india, China e Canada, embora haja evidéncias de uma
desaceleracdo desse aumento ou mesmo de um platé em algumas faixas etarias (85).
Ainda, a Comissao da Organizacdo Mundial de Saude sobre o fim Obesidade Infantil
(85) revelou que a obesidade infantil, incluindo criancas em idade pré-escolar e
adolescentes, possui propor¢cées ameacadoras em muitos paises, representando um
desafio urgente e sério.

No Brasil, a situacdo ndo é menos grave. Um estudo recente aponta que
criancas acima do peso possuem 75% mais chance de serem adolescentes obesos e
89% de chance de serem adultos obesos. Pesquisas de 2019 do Ministério da Saude
indicam que 12,9% das criancas brasileiras de 5 a 9 anos sao obesas e 18,9% dos
adultos estdo acima do peso. Uma acdo sugerida pelo Ministério da Saude no
combate a obesidade infantil € o incentivo do aleitamento materno, além de politicas
de estimulo ao habito saudavel, como ag¢des de alimentacgéo e atividade fisica (97).

As causas da obesidade infantil se devem a diversos fatores. Dentre eles,
mudancas estruturais nos habitos alimentares de criancas e adolescentes nas ultimas
décadas levando a maior ingestdo de gorduras e acucares e menor consumo de
alimentos ricos em fibras. Estas mudancas no habito alimentar ocorreram em nivel
global, explicando o aumento da prevaléncia de obesidade tantos nos paises
desenvolvidos, quanto nos paises em desenvolvimento (98,99). Neste sentido, o
processo de industrializacdo dos alimentos é tido como um dos principais
responsaveis pelo crescimento energético da dieta da maioria das populacdes do
Ocidente (100).
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Além da mudanca no habito alimentar, o habitus vitae, ou seja, o0 estilo de vida
diminuiu o espaco para a pratica de atividade fisica, o qual, associado ao aumento
tecnologico e a popularizacdo de jogos e aparelhos eletrdnicos, contribuiu para o
aumento do sedentarismo (101). Este conjunto de fatores podem ent&o ocasionar a
obesidade e doencas associadas, ndo s6 em adultos, mas também em criancas (102—
104).

Uma vez estabelecida a obesidade infantil, é dificil reverter esta tendéncia na
vida adulta (105,106), sendo, entdo, importante a prevencao primaria. Como
mencionado, a obesidade adulta esta associada ao aumento do risco de doenca
cardiaca, acidente vascular cerebral, sindrome, diabetes tipo 2 e alguns tipos de
cancer (107). Criancas obesas tém pior desempenho psicoldgico e de bem-estar e
niveis elevados de riscos cardio-metabdlicos (108). Apresentam também
comorbidades ligadas a obesidade, tais como pressao arterial alta, altos niveis de
colesterol e tolerancia a insulina. Acrescente-se ainda que a obesidade infantil pode
causar problemas musculoesqueléticos, apneia obstrutiva do sono, asma e uma série
de problemas psicolégicos (109). A obesidade infantil também estd associada a
diabetes tipo 2 e a doencas cardiacas na idade adulta e com a mortalidade de meia-
idade (110).

A inflamacéao cronica na obesidade ou sobrepeso, além de desempenhar papel
importante na patogénese de varias doencgas cardiovasculares e metabdlicas, afeta
também a funcdo cerebral e o comportamento (111). Neste sentido, em relacdo a
depresséo e a ansiedade, existem relatos de que criancas obesas ou com sobrepeso
apresentam cerca de 3,1 vezes mais sintomas depressivos e ansiosos que crian¢as
com peso normal (112), levando a menor qualidade de vida e interagdes psicossociais
(113). No entanto, estes dados sdo conflitantes pois alguns estudos relataram taxas
relativamente baixas destes sintomas, que variam entre 7% e 16% (114,115),
enquanto outros mostraram taxas mais elevadas, entre 47% e 53% (116,117).

Portanto, a obesidade infantil apresenta-se como um problema de saude
publica com consequéncias amplas na saude fisica e mental dos individuos na

infancia que podem se refletir em periodos mais tardios de sua vida.

3.2 Modelos de obesidade infantil

Segundo Lutz e Woods (118), alguns critérios para escolher modelos animais
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para o estudo da obesidade séo: ter sido utilizado com frequéncia em pesquisas sobre
obesidade, ter uma perspectiva histérica, permitindo por exemplo a identificacdo das
principais &reas do cérebro envolvidas no controle da alimentag&o e do peso corporal,
o modelo animal deve mostrar um fenoétipo distinto de obesidade, hiperfagia ou
alteracdo no metabolismo energético e também deve apresentar algumas das
comorbidades mais frequentes da obesidade, como hiperglicemia, resisténcia a
insulina ou sindromes semelhantes ao diabetes.

Nos estudos sobre a obesidade infantil em animais, diferente do que ocorre em
animais adultos, a inducdo de obesidade € mais restrita, uma vez que 0sS
procedimentos empregados em animais adultos, como alteracdes na dieta alimentar,
ndo séo aplicaveis. Sendo assim, os modelos de obesidade infantil sdo restritamente
genéticos (119), de origem materna por alteracdo na dieta durante a gestacéo
(120,121) e lactacdo (122,123), e aqueles com reducdo da prole das ninhadas
(29,31,33,124), sendo este ultimo o mais citado na literatura (29,32,33,124,125) .

Os trabalhos realizados com este modelo mostraram que a obesidade infantil
aumenta o risco para a ocorréncia de diabetes e prejuizos cardiovasculares (33),
aumenta a insulina hipotalamica perinatal e induz a malformacdo de neurdnios
galaninérgicos hipotalamicos (28), reduz a inibicdo da leptina no nucleo arqueado do
hipotalamo, o que indica que em animais obesos pode ocorrer resisténcia a leptina,
levando a hiperfagia persistente e ao excesso de peso. Além disso, a obesidade
infantil altera neuropetideos orexigenos e anorexigenos em neurbnios da area
periventricular do hipotalamo (29). Davidowa et al. e Velkoska também mostraram que
a obesidade infantil promove efeitos a longo prazo na pressao arterial, reducao no
NPY no hipotalamo e em marcadores da obesidade (concentracdes plasméaticas de
leptina, adiponectina e insulina) (30,126), induz resisténcia a insulina no nucleo
arqueado do hipotalamo (125), aumenta a atividade de glicocorticoides e modifica a
ontogenia da microbiota intestinal (127).

Varios estudos utilizaram o modelo de reducdo da ninhada para investigar 0os
efeitos da nutricdo a longo prazo, porém séo poucas as informacgdes sobre os efeitos
desta reducdo em paréametros de desenvolvimento e neurocomportamentais na
interacdo mae-filhote, bem como em periodos mais tardios da vida do animal, até a
maturidade.

Carvalho et al. (124) verificaram que a reducao da ninhada em 2 machos e 1

fémea diminuiu 0 comportamento social em ambos sexos na idade pré-pubere. Com
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relacdo ao comportamento maternal, observou-se que 0 comportamento de
amamentacao e de lamber foi maior nas ninhadas com reducéo de filhotes. Os autores
evidenciam que a reducdo da ninhada pode ter afetado o comportamento Iudico,
prejudicando assim o desenvolvimento cognitivo e social destes animais.

Mais recentemente, este mesmo grupo de pesquisa investigou os efeitos da
reducado da ninhada (com 3 animais) sobre cuidados maternos, comportamentos tipo-
ansioso e medo em ratos durante a idade adulta comparados a ninhadas com 12
animais (32). Observou-se que a reducao da ninhada aumentou a posicao arqueada
da mae (crouching) e o lamber da prole. Os filhotes da reducdo da ninhada
apresentaram hiperfagia, aumento do ganho de peso, aumento da massa adiposa
visceral, dislipidemia e hiperleptinemia na idade adulta. A prole com reducdo da
ninhada, de ambos os sexos, apresentou um fendtipo ansioso no labirinto em cruz
elevado e menor tempo gasto no congelamento durante o teste de condicionamento
ao medo, comparado as ninhadas com 12 animais. Os autores apontam que estas
mudanc¢as comportamentais da prole podem ter ocorrido, pelo menos em parte, em
decorréncia do aumento do cuidado materno com a prole. Vale ressaltar que esses
achados sdo de grande importancia e apontam implicacbes para a pesquisa no

desenvolvimento e na neuropsiquiatrica.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

Estudar os efeitos da hipernutricdo neonatal no ganho de peso, no
desenvolvimento e no comportamento, bem como em parametros bioquimicos em

ratos machos observados na idade pré-pubere.

4.2 Objetivos especificos

Avaliar as progenitoras quanto:
e Ao comportamento materno;
e A atividade geral em campo aberto;
e Aos niveis séricos de citocinas, corticosterona e ACTH.
Avaliar a prole masculina quanto:
e Ao ganho de massa corporal;
e Ao desenvolvimento fisico, reflexoldgico e motor;
e A comportamentos ligados a exploracdo, a depressao e a ansiedade;
e Ao peso das gorduras omental, retroperitoneal e epididimal;
e Aos niveis séricos das citocinas interleucina 1 alfa (IL-1a), interleucina 1 beta
(IL-1B), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a);

e A0S niveis hormonais de corticosterona e ACTH.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Antes de qualquer procedimento, o projeto foi submetido e aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Paulista (UNIP)
(permit 005/18).

Inicialmente, foram empregados 20 ratas e 10 ratos, da linhagem Wistar, com
aproximadamente 90 dias de vida e pesando 220-275g, provenientes do Biotério
Central do Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo, Brasil. Os animais foram trazidos ao Biotério de
Experimentacdo da Universidade Paulista e alojados (em grupos de 3 a 4 animais do
mesmo sexo) em gaiolas-moradias (45,5 x 34,5 x 20 cm) forradas com aparas de
madeira esterilizadas e isentas de residuos. As gaiolas permaneceram em sistema de
rack ventilado sob condi¢cbes controladas de temperatura (22-26°C), umidade (50-
65%) e ciclo de luz controlado (luzes acesas as 07:00 h). Os ratos tiveram livre acesso

a agua filtrada e racéo irradiada (BioBase, Aguas Frias, SC, Brasil).

5.2 Diagnéstico da prenhez

Apbs dez dias de habituacdo, os animais foram transferidos para a sala de ciclo
invertido claro-escuro (luzes acesas automaticamente as 19h e apagadas as 7h),
sendo mantidos em cada gaiola duas fémeas e um macho com o objetivo do
acasalamento. Para a verificagdo da prenhez, o lavado vaginal foi realizado conforme
descrito por Udo et al. (128) no periodo da manha (8h as 10h).

Ao ser determinada a prenhez, foi considerado aquele o dia de gestacao 0 (DG
0) e entdo as fémeas foram alocadas individualmente em gaiolas moradias até o
nascimento da prole. Todas as fémeas puderam parir e amamentar normalmente os

filhotes.

5.3 Formacgao dos grupos

Para a formacéao dos grupos, foram escolhidas aleatoriamente 10 progenitoras

para constituir o grupo controle (GC) e 10 progenitoras para compor 0 grupo
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experimental denominado hipernutricdo (GH). O dia do nascimento foi considerado
como DPN 1 e neste dia ndo foi realizada nenhuma manipulacdo nas progenitoras ou
filhotes com o intuito de evitar que as progenitoras cometessem infanticidio ou
canibalismo (129). No DPN 2 as progenitoras do grupo GC tiveram suas ninhadas
padronizadas com 8 filhotes, sendo 4 machos e 4 fémeas, e as progenitoras do grupo
GH tiveram suas ninhadas reduzidas para 4 filhotes, sendo 3 machos e 1 fémea. Esta
padronizacdo teve como objetivo manter o maior nimero de filhotes machos, que
foram o foco deste estudo, mas com a presenca de uma fémea na ninhada,
padronizacdo esta que aumenta o cuidado materno e promove hiperfagia na prole
(32).

Para a determinagcdo do sexo do animal, foi realizada a mensuracdo da
distancia ano-genital com o auxilio de um paquimetro. Os filhotes tiveram as patas
delicadamente marcadas com nanquim para a identificacdo. Dependendo do teste a

ser realizado, foi utilizado de 1 a 3 animais de cada ninhada.

5.4 Estudos maternos

5.4.1 Comportamento maternal

O comportamento maternal € essencial para a sobrevivéncia da prole (130);
com o intuito de eliminar possiveis alteracdes no desenvolvimento dos filhotes bem
como em suas respostas comportamentais, foi realizado a observacdo do cuidado
materno, conforme descrito por Sandini (131). Para tanto, as progenitoras foram
observadas, entre os dias 5 e 7 da lactacdo, periodo de exacerbacdo do
comportamento materno, por 30 minutos, juntamente com seus filhotes. Antes da
avaliacdo, a mae foi isolada em uma gaiola em uma sala distante dos filhotes por 60
minutos. Os filhotes foram colocados em outra gaiola com maravalha limpa, sendo
mantidos aquecidos por uma manta térmica até o inicio da observacdo do
comportamento maternal. A caixa moradia teve seu ninho desfeito. Apos os 60
minutos de isolamento, os filhotes foram colocados de volta na caixa moradia e foram
espalhados aleatoriamente do lado contrario em que estava incialmente o ninho. A
seguir a mée foi introduzida na caixa moradia.

Foram avaliados os seguintes parametros:

e Tempo de recolhimento dos filhotes (em segundos);
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e Frequéncia, tempo total e tempo maximo de autolimpeza materno (em
segundos);

e Frequéncia, tempo total e maximo de limpeza nos filhotes (em segundos);

e Tempo total e tempo maximo de amamentacdo em que a mae permaneceu
sobre os filhotes (em segundos).

Define-se limpeza dos filhotes como o ato da mée lamber o filhote.

5.4.2 Atividade geral em campo aberto

O teste de campo aberto foi originalmente descrito por Hall (132), e utilizado
posteriormente como ferramenta de avaliacdo da atividade locomotora e exploratoria
bem como do comportamento tipo-ansioso de roedores (133). Desta forma, no DPN
21, as progenitoras realizaram o teste de campo aberto com o intuito de avaliar
possiveis niveis de ansiedade. O aparelho utilizado consiste em uma arena de
madeira redonda pintada de branco com 96cm de diametro dividida em 25 partes
conforme modelo utilizado por Joaquim (134). As progenitoras foram colocadas
individualmente no centro do campo aberto e filmadas por uma camera de video
montada sobre um tripé adjacente ao aparato, para posterior andlise, durante cinco
minutos sempre no mesmo periodo do dia (de 9h as 12h). Entre a troca de animal e
outro, o aparelho foi limpo com alcool 5% para eliminar qualquer odor provindo do
animal anterior. Foram avaliados 0s seguintes parametros nas progenitoras:

e Frequéncia de autolimpeza: nimero de vezes que o animal esfregou as
patas dianteiras no focinho em movimentos circulares;

e Tempo total e maximo de autolimpeza (em segundos);

e Frequéncia de levantar-se: numero de vezes em que o0 animal ficou
apoiado somente sobre as patas traseiras, firmando-se ou nédo nas paredes do
campo aberto;

e Tempo total e maximo de exploracdo vertical (em segundos);

e Frequéncia de imobilidade: numero de vezes em que a fémea nédo se
movimentou;

e Tempo total e maximo de imobilidade (em segundos);

e Tempo total do animal na periferia do aparelho: tempo em que a fémea

explorou a periferia do campo aberto (em segundos);
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e Tempo total do animal no centro do aparelho: tempo em que a fémea
explorou o centro do campo aberto (em segundos).

5.5 Estudos com a prole

5.5.1 Avaliagdo do ganho de massa corporal e indice de Lee

Para a avaliacdo do desenvolvimento ponderal dos filhotes e céalculo do indice
de Lee, os animais foram pesados e anotou-se o comprimento do focinho até o inicio
da cauda nos DPNs 2, 9, 21 e 31. O indice de Lee € uma medida antropométrica
utilizada para determinar obesidade em roedores e se dé pela divisdo da raiz cubica
do peso pelo comprimento-anal (135) (136). Calculou-se também o indice de massa
corporal que consiste em dividir o peso corporal (em gramas) pelo comprimento

nasoanal em cm? (136).

5.5.2 Avaliacéo do desenvolvimento fisico, reflexolégico e motor

Os parametros do desenvolvimento fisico, reflexolégico e motor da prole foi
realizado conforme descrito por Udo (128) entre os DPNs 2 a 30.

A avaliacdo do desenvolvimento fisico permite verificar se os procedimentos
realizados alteraram o desenvolvimento fisico dos animais uma vez que estes
dependem de fatores de crescimento, em particular do fator de crescimento
epidérmico (137). Para a avaliacdo do desenvolvimento fisico dos animais foram
observados os dias de ocorréncia dos seguintes parametros: desdobramento das
orelhas, abertura dos olhos, erupgdo dos dentes incisivos, nascimento de pelos e
descida dos testiculos. Estas observagcdes foram realizadas diretamente em cada
filhote.

e Desdobramento de orelha: os filhotes escolhidos de cada ninhada foram
observados entre 0 1° e o 5° dia de lactacdo, quanto a ocorréncia ou ndo deste
parametro;

e Erupcéo dos dentes incisivos: observada pela abertura da boca dos filhotes
escolhidos, entre o 6° e o 12° dia de lactacdo, sendo registrado o dia exato do
aparecimento do esmalte dos dentes superiores e inferiores;

e Abertura dos olhos: registrado o dia da ocorréncia da primeira fresta da
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abertura dos dois olhos. Esta observacéo foi realizada entre o 10° ao 15° dia da
lactacéo;

e Aparecimento de pelos: o periodo provavel de aparecimento de pelos
compreende do 5° aos 8° dias de vida. Diferem-se da penugem pelo comprimento,
gue aparece logo no 1° ou 2° dia apds o nascimento do filhote;

e Descida dos testiculos: observa-se a ocorréncia deste parametro entre o 18°

e 30° dia de vida dos filhotes.

5.5.3 Avaliagdo do desenvolvimento reflexol6gico e motor

A avaliacdo do desenvolvimento reflexoldégico e motor permite a identificacdo
de possiveis alteracbes comportamentais desde o inicio de vida do animal. Tal
avaliacdo consistiu na mensuragédo dos seguintes parametros:

e Reflexo de preensdo palmar: o animal é contido em uma das méaos do(a)
pesquisador(a), e uma das patas do filhote é tocada com a ponta de um clipe para
avaliacdo da ocorréncia do reflexo. O critério para ocorréncia € que o animal feche a
pata ao contato fisico com o clipe. Este teste € realizado no 2°, 4°, 6°, 8° e 10° dia da
lactacdo, sendo que este é o Unico teste em que o reflexo desaparece ao longo do
tempo. Anotou-se o dia em que 0 comportamento ocorreu;

o Reflexo de endireitamento de postura: o animal € colocado em decubito
dorsal, sendo medida a ocorréncia ou ndo da resposta de virar 0 corpo para a posi¢ao
de decubito ventral. O critério para o registro desse reflexo € que, ao virar-se, o animal
figue com as quatro patas espalmadas na superficie. O periodo de laténcia maximo
para este teste € de 30 segundos. Este reflexo é observado do 5° ao 10° dia de
lactagc&o. Anotou-se o dia em que 0 comportamento ocorreu;

¢ Reflexo de geotaxia negativa: o animal é colocado em uma rampa de
aproximadamente 45° de inclinacdo, a 5 cm do final inferior dessa superficie, com a
cabeca direcionada para baixo. Anota-se a laténcia (ndo superior a 30 segundos),
para 0s animais se voltarem a posi¢cao oposta, ou seja, voltados com a cabeca para
cima. Quando os animais nado apresentam o reflexo na 1° tentativa, eles serdo
testados mais 2 vezes com a mesma laténcia. A ocorréncia na 1°, 2° ou 3° tentativa
também foi registrada. Este reflexo é observado no 5°, 7°, 9°, 11° e 13° dia de lactacéo.

A laténcia maxima foi de 1 minuto. Anotou-se o dia em que 0 comportamento ocorreu;
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e Dia de andar adulto: os animais foram colocados em uma superficie plana e
observou-se se estes apoiavam sobre as quatro patas sem encostar o ventre na
superficie plana. Quando isto € observado anota-se, entdo, o dia de andar adulto. Este
parametro é observado do 10° ao 18° dia de lactacdo ou até o dia em que 0s animais

executam a acao.

5.5.4 Atividade geral em campo aberto

No DPNs 21 e 31 os filhotes realizaram o teste de campo aberto para avaliacdo
da atividade locomotora e exploratéria. E importante salientar que foram utilizados
animais diferentes nos dois periodos de avaliacdo para evitar a influéncia da
exposicao previa ao campo aberto. Foi utilizado o aparato descrito por Reis-Silva et
al. (138), que consiste em uma arena de madeira, adaptada para filhotes de ratos. O
fundo deste aparelho é dividido em vinte e cinco partes aproximadamente iguais. Os
filhotes realizaram o teste sob as mesmas condi¢cdes descritas no item 5.4.2. Foram
analisados os seguintes parametros:

e Frequéncia de locomocéao: ato de o animal penetrar com as quatro patas
em uma das unidades de divisdes do chéao da arena;

e Frequéncia de levantar-se: postura de o animal ao permanecer apoiado
nas patas posteriores, com o tronco perpendicular ao chéo, tendo a cabeca dirigida
para cima, podendo ou ndo tocar as patas dianteiras nas paredes do campo aberto;

e Duracéo de imobilidade: quando o animal nao realiza nenhum movimento

(em segundos).
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Figura 2 — Arena de campo aberto utilizada para avaliar a atividade locomotora e exploratéria dos
filhotes nos DPNs 21 e 31
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Fonte: Samf)aio, 2018.

5.5.5 Teste de transicao claro-escuro

O teste de transicao claro-escuro foi utilizado para avaliacdo do comportamento
tipo-ansioso dos animais (139). Este teste foi realizado em uma arena de acrilico (A x
L x C: 205 x 275 x 455mm) com dois compartimentos: um escuro pequeno (A x L x C:
200 x 265 x 175mm) e um claro grande (A x L x C: 200 x 265 x 260mm). Esses
compartimentos séo divididos por uma porta pela qual os roedores podem atravessar.
A arena clara funciona nesse teste como um estimulo ansiogénico. Dessa forma,
espera-se um conflito entre a motivagdo de explorar um ambiente novo e evitar o
compartimento claro, tido como aversivo e iluminado por uma fonte de luz (lampada
de 60 watts). Brevemente, os animais foram colocados individualmente no
compartimento claro, com a cabeca voltada em direcdo a parede, permitindo que
explorassem o aparato, e flmados por uma camera de video montada sobre um tripé
adjacente ao aparato durante 5 minutos para posterior andlise. Para evitar
interferéncias olfatorias de animais analisados previamente, o aparato foi higienizado
com solucéo de alcool a 5%. Foram avaliados o0s seguintes parametros:

e Laténcia para o animal entrar no compartimento escuro (em segundos);

e Tempo (em ambos compartimentos em segundos);
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e Numero de passagens.

Figura 3 — Arena de acrilico com compartimentos claro e escuro utilizada para avaliar o comportamento
tipo-ansioso dos filhotes no DPN 31

Fonte: Sampaio, 2018

5.5.6 Teste de natacéo forcada

Proposto por Porsolt et al. (140) em camundongos, este teste também foi
desenvolvido para avaliagdo do comportamento tipo-depressivo em ratos (141). Para
a realizagéo do teste, foi utilizado um cilindro de acrilico (50cm de altura e 22cm de
didmetro), com agua na profundidade de 30cm e temperatura média de 26 + 1°C. Os
animais foram filmados individualmente durante 6 minutos por uma camera de video
posicionada em frente ao cilindro para posterior analise. Ao término de cada avaliacéo,
os ratos foram retirados do cilindro, secos com toalha e a agua foi trocada. Foram
avaliados os seguintes parametros:

e Tempo de laténcia para primeira flutuacdo: tempo em que cada animal
permanece em completa imobilidade antes de comecar a se movimentar (em

segundos);
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e Tempo de imobilidade: tempo em que, apos a laténcia, cada animal deixa de
se movimentar dentro do cilindro (em segundos),

e Tempo de escalada: tempo de movimentos vigorosos em tentativa de fuga,
com as patas dianteiras acima da superficie da agua ou contra a parede do cilindro

(em segundos).

Figura 4 — Cilindro de acrilico utilizado para o teste de natacdo forcada para avaliar o comportamento
tipo-depressivo dos filhotes no DPN 31

Fonte: Sampaio, 2018

5.5.7 Peso das gorduras

Foram coletadas e pesadas no DPN 31 as gorduras omental, retroperitoneal e
epididimal dos filhotes.

5.6 Avaliacfes bioquimicas

As progenitoras, ao desmame, e os filhotes, apds o término das observagdes

comportamentais no DPN 31, foram submetidos a eutanasia por decapitacdo. O
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sangue foi coletado e centrifugado (3.500 RPMs por 15 minutos) para obtencéo do
soro. As amostras foram congeladas a -80°C para posterior analise. Foram avaliados
0s niveis séricos das citocinas IL-1a, IL-13, IL-6 e TNF-a, bem como 0s niveis de
corticosterona e ACTH. As analises foram realizadas por LUMINEX, seguindo as
instrucdes do fabricante (Milliplex®, cat. no. RECYTMAG-65K, USA). Também foram

retiradas e pesadas as gorduras omental, retroperitoneal e gonadal.

5.7 Delineamento experimental

Para o acasalamento e obtencéo das proles, as fémeas foram introduzidas na
caixa de um macho sexualmente experiente na proporgéo de duas fémeas para cada
macho. Para a determinag&o da prenhez, foi realizado o lavado vaginal das fémeas
no periodo da manha (8h). Ao ser detectada a presenca de espermatozoides no
lavado vaginal, foi considerado aquele o dia de gestacéo zero (DG 0), e cada fémea
foi alojada individualmente em gaiolas moradia, sendo divididas aleatoriamente em
grupos controle (n = 10) e experimental (n = 10). O dia de nascimento foi registrado
como dia pos-natal (DPN) 1 e nenhum manuseio foi realizado neste dia para evitar
gue houvesse rejeicdo dos filhotes pela mae. No DPN 2, as progenitoras do grupo
experimental tiveram suas ninhadas reduzidas para 4 filhotes, permanecendo 3
machos e 1 fémea (Grupo Hipernutricdo — GH), enquanto as progenitoras do grupo
controle tiveram suas ninhadas padronizadas com 8 filhotes, permanecendo 4 machos
e 4 fémeas (Grupo Controle — GC), sendo a ninhada contabilizada como unidade para
o estudo. Nos DPNs 2, 9, 21 e 31 os animais foram pesados e foram anotados seus
comprimentos. Do DPN 2 ao 30, os filhotes foram observados quanto ao
desenvolvimento fisico, reflexolégico e motor. No DPN 21, foi realizado o desmame e
os filhotes machos foram alojados de acordo com o seu grupo nutricional, seguindo
as condic¢des de alojamento descritas no item 3.1. A prole feminina foi separada para
uso em outros estudos. No mesmo dia do desmame, foi observada a atividade geral
das progenitoras e dos filhotes machos no campo aberto e foi coletado o sangue das
progenitoras para avaliagdo dos niveis séricos de citocinas, corticosterona e ACTH.
No DPN 31, os filhotes foram observados na atividade geral em campo aberto, no
teste de transicao claro-escuro e no teste de natagao forcada. Apos os procedimentos
comportamentais, os animais foram submetidos a eutanasia por decapitacdo, o

sangue foi coletado para analises bioquimicas e as gorduras omental, retroperitoneal
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e epididimal foram coletadas e pesadas. Foram utilizados 1-3 animais de cada
ninhada dependendo do parametro observado e/ou teste realizado. Todos os
experimentos foram realizados entre 8 e 12h, visando minimizar os efeitos dos ritmos

circadianos.

Figura 5 — Esquematizacéo do delineamento experimental das progenitoras e dos filhotes
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.8 Analise estatistica

A homogeneidade e normalidade foram verificadas pelos testes de Bartlet e F.
Nos dados de uma variavel, foram utilizados o teste t de Student, quando os dados
eram parametricos, e o teste U de Mann-Whitney para dados nédo paramétricos. A
ANOVA de duas vias foi utilizada para analise de dados com 2 variaveis. Esses
procedimentos foram testados para possiveis outliers pelo método de ROUT. O teste
de correlacdo de Pearson foi empregado para comparacdes de dados. As analises
foram realizadas por meio do programa de andlise estatistica GraphPad Prism 7. A
probabilidade de 5% foi considerada como capaz de evidenciar diferencas

significantes entre os grupos.
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6 RESULTADOS

6.1 Estudos maternos

6.1.1 Comportamento maternal

A Figura 6 ilustra os resultados obtidos na avaliagdo do comportamento
maternal. A ANOVA de 2 vias nao indicou diferencas significantes entre os grupos
guanto ao recolhimento de filhotes com relacdo ao tempo [F (3, 52) = 1,52,p=0,22] e
namero de filhote [F (2, 52) = 1,06,p=0,35], sem interacao entre os fatores [F (6, 52) =
0,26,p=0,95)] (Figura 6 A). O teste t de Student também n&o encontrou diferencas
entre os grupos em relacao a frequéncia (t=0,7881, df=8, p=0,4534, Figura 6 B), tempo
total (t=0,4823, df=8, p=0,6425, Figura 6 C) e tempo méaximo (t=0,8222, df=8,
p=0,4348, Figura 6 D) de limpeza dos filhotes e no tempo total (t=0,4345, df=8,
p=0,6754, Figura 6 E) e tempo maximo (t=0,5292, df=8, p=0,6110, Figura 6 F) de
amamentacdo. Em relacdo ao comportamento materno voltado a propria mée,
observou-se 0 aumento do tempo total (t=2,482, df=7, p=0,0421, Figura 6 H), sem
diferencas na frequéncia (t=1,561, df=7, p=0,1625, Figura 6 G) e tempo maximo
(t=0,7172, df=8, p=0,4936, Figura 6 |) de autolimpeza.
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Figura 6 — Pardmetros do comportamento maternal das progenitoras dos grupos controle (GC) e
hipernutrigdio (GH); GC: n = 6/ GH: n = 5. (A) Recolhimento dos filhotes — ANOVA de duas vias; (B)
Frequéncia de limpeza dos filhotes. (C) Tempo total de limpeza dos filhotes; (D) Tempo maximo de
limpeza nos filhotes; (E) Tempo total de amamentacao; (F) Tempo maximo de amamentacgédo; (G)
Frequéncia de autolimpeza; (H) Tempo total de autolimpeza; (I) Tempo méaximo de autolimpeza. Sao
apresentadas as médias e respectivos erros-padrao. Teste t de Student: * p<0,05 em relagdo ao grupo
controle
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Fonte: Elaborado pela autora.

6.1.2 Atividade geral em campo aberto

A Figura 7 ilustra a atividade geral em campo aberto das progenitoras
observada no dia do desmame. O teste t de Student ndo indicou diferencas
significantes entre os grupos na frequéncia (t=0,1683, df=8, p=0,8705, Figura 7 A), no
tempo total (t=0,06186, df=8, p=0,9522, Figura 7 B) e tempo maximo (t=0,1637, df=8,
p=0,8740, Figura 7 C) de limpeza da face, na frequéncia (t=0,9678, df=8, p=0,3615,
Figura 7 D), tempo total (t=1,027, df=8, p=0,3345, Figura 7 E) e tempo maximo (t=1,15,
df=7, p=0,2878, Figura 7 F) de exploragéo vertical, na frequéncia (t=0,3885, df=8,
p=0,7078, Figura 7 G), tempo total (t=0,1456, df=7, p=0,8883, Figura 7 H) e tempo
maximo (t=0,9215, df=8, p=0,3837, Figura 7 1) de imobilidade, bem como na periferia
(t=0,5791, df=8, p=0,5785, Figura 7 J) e no centro da arena (t=0,5790, df=8, p=0,578,
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Figura 7 K).

Figura 7 — Atividade geral em campo aberto das progenitoras dos grupos controle (GC) e hipernutricdo
(GH) observada no dia do desmame (DPN 21); GC: n = 6/ GH: n = 5. (A) Frequéncia, (B) Tempo total
e (C) Duracdo maxima de limpeza de face; (D) Frequéncia, (E) Tempo total e (F) Tempo maximo de
exploracdo vertical; (G) Frequéncia, (H) Tempo total e (I) Tempo méaximo de imobilidade; (J) Tempo
total na periferia e (K) Tempo total no centro da arena. Sdo apresentadas as médias e respectivos
erros-padrdo. Teste t de Student: p>0,05 em relac&o ao grupo controle
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Fonte: Elaborado pela autora.

6.1.3 Niveis séricos de citocinas, corticosterona e ACTH

A Tabela 1 ilustra os dados obtidos da andlise de citocinas e dos hormonios
corticosterona e ACTH ao desmame das progenitoras dos grupos GC e GH. Né&o
foram observadas diferencas significantes nos niveis séricos das citocinas bem como
dos horménios entre os grupos. Os valores da analise estatistica estdo apresentados
na Tabela 1.
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Tabela 1 — Niveis séricos de citocinas e hormonios (pg/ml) das progenitoras dos grupos controle (GC)
e hipernutricdo (GH), dosados no DPN 21. Séo apresentadas as médias e respectivos erros-padrao; n
= nameros de animais por grupo

C|t00|[1qs e GC GH Valores de t; df;
Hormonios ep
t=0,3656; di=8
69,50 + 12,39 78,0 + 21,94 2090,
IL-1 alfa (n=6) (n=4) p=0,7241
t=1,343; df=9
93,0 + 14,16 65,20 + 15,0 e
IL-1 beta (n=6) (n=4) p=0,2121
L6 945,70 + 151,90 1.363, 0 + 202,40 tzl’_608f2%:9
(n=6) (n=4) p=L,
t=1,078; df=8
53,67 + 19,16 82,25 + 14,41 e
TNF-alfa (1=6) P p=0,3126
t=1,236; df=5
1399, 0 + 404,20 671,30 + 410,50 oD
ACTH (n=4) (=3) p=0,2712
t=1,932; df=5
Corticosterona  169702,0+19347,0  441281,0 £ 93393,0 om0.1256

(n=4) (n=3)

Teste t de Student.
Fonte: Elaborado pela autora.

6.2 Estudos com a prole

6.2.1 Desenvolvimento fisico, reflexolégico e motor

A Figura 8 ilustra o desenvolvimento ponderal das proles dos grupos GC e GH.
A ANOVA de 2 vias indicou que os dias afetaram a massa corporal da prole [F (3, 40)
= 903,3, p<0,0001] e o regime alimentar [F (1, 40) = 24,00, p<0,0001], havendo
interacdo entre os fatores [F (3, 40) = 3,439, p=0,0257] (Figura 8 A). O teste de
multiplas comparacdes de Sidak indicou que a massa corporal do grupo GH foi
significantemente maior nos DPN 21 (p<0,009) e DPN 31 (p<0,012) quando
comparado com o GC. Da mesma forma, no ganho de massa corporal, a ANOVA de
2 vias apontou que os dias [F (2, 30) = 677,4, p<0,0001] e o regime alimentar [F (1,
30) = 16,88, p=0,0003] foram diferentes entre os grupos, ndo havendo interagao entre
os fatores [F (2, 30) = 1,126, p=0,3377] (Figura 8 B).

O indice de Lee néo foi diferente entre os grupos (grupo GC = 0,3248 £ 0,005,
n=6; GH = 0,3268 * 0,007, n=6, t=0,1535 df=10, p=0,8811) bem como o indice de
massa corporal (grupo GC =0,52 + 0,01732, n=6; GH = 0,5433 + 0,0233, n=6, t=0,803
df=10, p=0,4407).
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Figura 8 — (A) Massa corporal do DPN 2 ao DPN 31 e (B) ganho de massa corporal das proles dos
grupos controle (GC) e hipernutricdo (GH); n = 6. S8o apresentadas as médias e respectivos erros-
padrdo. ANOVA de duas vias seguida pelo teste Sidak de multiplas comparagdes: *p<0,05; **p<0,01;
***pn<0,001 em relacdo ao grupo controle
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Fonte: Elaborado pela autora.

A Figura 9 ilustra os demais parametros do desenvolvimento fisico das proles
dos grupos GC e GH. O teste t de Student ndo indicou diferencgas entre 0s grupos em
todos parametros: desdobramento das orelhas (t=1,901, df=21, p=0,0710, Figura 9 A),
aparecimento de pelos (t=1,518, df=21, p=0,1440, Figura 9 B), erupcao dos dentes
incisivos (t=0,5931, df=21, p=0,5594, Figura 9 C), abertura dos olhos (t=0,5931, df=21,
p=0,5594, Figura 9 D) e descida dos testiculos (t=0,098, df=21, p=0,9226, Figura 9 E).
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Figura 9 — Parametros do desenvolvimento fisico das proles dos grupos controle (GC) e hipernutricdo
(GH); GC: n =12/ GH: n=11. (A) Desdobramento das orelhas; (B) Aparecimento de pelos; (C) Erupgéo
dos dentes incisivos; (D) Abertura dos olhos; (E) Descida dos testiculos. Sdo apresentadas as médias
e respectivos erros-padrdo. Teste t de Student
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Fonte: Elaborado pela autora.

A Figura 10 ilustra os parametros do desenvolvimento reflexolégico e motor da
prole de ratos dos grupos GC e GH. O teste U de Mann-Whitney mostrou que nao
houve diferencas entre os grupos no dia de ocorréncia do endireitamento postural
(U=0,478, Figura 10 A), geotaxia negativa (U=0,833, Figura 10 B) e preenséao palmar
(U = 0,268, Figura 10 C) nao diferiram entre os grupos. O dia de andar adulto

(U=0,0033, Figura 10 D) adiantou nos animais do grupo GH em relacéo ao grupo GH.
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Figura 10 — Parametros do desenvolvimento reflexoldgico e motor das proles dos grupos controle (GC)
e hipernutricdo (GH); GC: n = 12/ GH: n = 11. (A) Endireitamento postural; (B) Geotaxia negativa; (C)
Preensédo palmar; (D) Andar adulto. Sdo apresentadas as médias e respectivos erros-padrao. Teste t
de Student: **p<0,01 em relag&o ao grupo controle
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Fonte: Elaborado pela autora.

6.2.2 Atividade geral em campo aberto

A Figura 11 ilustra a atividade geral observada em campo aberto no dia do
desmame das proles dos grupos GH e GC. O teste t de Student indicou que os animais
do grupo GH apresentaram maior frequéncia de locomocéo (t=2,269, df=11, p=0,0444,
Figura 11 A). Por outro lado, ndo houve diferencas significantes entre 0os grupos na
frequéncia de levantar-se (t=0,3632, df=11, p=0,7233, Figura 11 B) e na duracédo de
imobilidade (t=0,1679, df=11, p=0,8697, Figura 11 C).
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Figura 11 — Atividade geral das proles dos grupos controle (GC) e hipernutricdo (GH) observada aos
21 dias de idade no campo aberto; n = 6. (A) Frequéncia de locomocéo; (B) Frequéncia de levantar-se;
(C) Tempo de imobilidade. Sao apresentadas as médias e respectivos erros-padrédo. Teste t de Student:
*p<0,05 em relacdo ao grupo controle
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Fonte: Elaborado pela autora.

A Figura 12 ilustra a atividade geral observada no campo aberto aos 31 dias de

idade de ratos do grupo GC e GH. As frequéncias de locomocéo (t=2,199, df=20,24,
p=0,0396, Figura 12 A), de levantar-se (t=2,199, df=19,06, p=0,0343, Figura 12 B) e
a duracado de imobilidade (t=2,199, df=19,99, p=0,7040, Figura 12 C) nao diferiram

entre 0s grupos.

Figura 12 — Atividade geral das proles dos grupos controle (GC) e hipernutricdo (GH) observada aos
31 dias de idade no campo aberto; n = 6. (A) Frequéncia de locomocéo; (B) Frequéncia de levantar-se;
(C) Tempo de imobilidade. Sdo apresentadas as médias e respectivos erros-padréo. Teste t de Student:
*p<0,05 em relacdo ao grupo controle
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Fonte: Elaborado pela autora.

6.2.3 Teste de transicao claro-escuro

A Figura 13 ilustra o comportamento de transi¢cao claro-escuro de ratos. Nao

foram observadas diferencas significantes entre os grupos em nenhum dos

parametros observados: laténcia para entrar no escuro (t=0,5316, df=11, p=0,6056,
Figura 13 A), tempo no lado escuro (t=0,3281, df=11, p=0,7490, Figura 13 B), tempo
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no lado claro (t=0,3281, df=11, p=0,7490, Figura 13 C), entradas no lado escuro

(t=1,272, df=11, p=0,2296, Figura 13 D) e entradas no lado claro (t=1,088, df=11,
p=0,2997, Figura 13 E).

Figura 13 — Comportamento das proles dos grupos controle (GC) hipernutricdo (GH) no teste de
transicdo caixa claro-escuro; GC: n = 6/ GH: n = 7. (A) Laténcia para entrar no lado escuro (s); (B)
Tempo no lado escuro (s); (C) Tempo no lado claro (s); (D) Entradas no lado escuro e (E) Entradas no
lado claro. Sdo apresentadas as médias e respectivos erros-padrao. Teste t de Student

Teste de transigao claro-escuro

'y
o

o
k=1

-

Segundos (média + EP}
B ]

=3

GC

GH
Grupos

A Laténcia para entrar no escuro

- - N N
= o 2 3
& a S =]

Segundos (média £ EP)
o
(=]

B

Tempo no lado escuro

—_1

c

6C

GH
Grupos

150

100

50

Segundos {média + EP)

c

Tempo no lade claro

[

GC GH
Grupos

D Entradas no lado escuro E Entradas no ladoe claro
-8 -8
o o
w w
+ +
[ 1 6
2] ]
] ]
3 B
E, E,
] ]
K] o
8 &
Sz 52
3 T
£ £
0 T 0 T
GC GH GC GH
Grupos Grupos

Fonte: Elaborado pela autora.

6.2.4 Teste de natacéo forcada

A Figura 14 ilustra o comportamento dos animais do grupo GC e GH no teste
de natacéo forcada. Foi observada menor laténcia para primeira flutuacao (t=4,377,
df=11, p=0,0011, Figura 14 A), bem como o aumento do tempo de imobilidade

(t=2,204, df=11, p=0,0498, Figura 14 B). Nao foram detectadas diferencas no tempo
de escalada (t=1,883, df=11, p= 0,0865, Figura 14 C).
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Figura 14 — Comportamento das proles dos grupos controle (GC) e hipernutricdo (GH) no teste de
natagdo forgada; GC: n = 6/ GH: n = 7. (A) Laténcia para primeira flutuagéo (s); (B) Tempo de
imobilidade (s); (C) Tempo de escalada (s). Sdo apresentadas as médias e respectivos erros-padréo.
Teste t de Student: *p<0.05; **p<0,001 em relacdo ao grupo controle
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Fonte: Elaborado pela autora.

6.2.5 Peso das gorduras omental, retroperitoneal e epididimal

A Figura 15 ilustra os pesos das gorduras omental, retroperitoneal e epididimal.
O grupo GH mostrou um aumento do peso das gorduras omental (t=2,635, df=11,
p=0,0250, Figura 15 A), retroperitoneal (t=4,039, df=11, p=0,0024, Figura 15 B) e
epididimal (t=4,499, df=11, p=0,0011, Figura 15 C).

Figura 15 — Peso das gorduras omental (A), retroperitoneal (B) e epididimal (C) das proles dos grupos
controle (GC) e hipernutricdo (GH) aos 31 dias de idade; n = 6. Sdo apresentadas as médias e
respectivos erros-padrédo. Teste t de Student: *p<0,05; **p<0,01 em relacéo ao grupo controle
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Fonte: Elaborado pela autora.

6.2.6 Correlacdes entre indice de Lee, ganho de peso, indice de massa corporal e

peso das gorduras omental, retroperitoneal e epididimal

A Tabela 1 ilustra os dados obtidos da correlacdo entre os indices de Lee,
massa corporal, IMC e pesos das gorduras omental, retroperitoneal e epididimal. As

correlacdes entre o indice de Lee e ganho de peso ndo apresentaram diferencas



53

significantes. Observou-se alta correlacdo entre o indice de Lee e a IMC nos dois
grupos. Ainda, a correlacdo entre a gordura omental e o indice de Lee dos animais
do grupo GC foi altamente correlacionada (cerca de 77%) enquanto no grupo GH
esta relacao foi negativa (cerca de —-55%). Quando foram correlacionados os ganhos
de massa corporal e os pesos das gorduras, notou-se alta correlacdo entre 0s

resultados do grupo GH, porém baixa correlacdo naqueles do grupo GC.

Tabela 2 - Correlacdo entre: indice de Lee (IL), ganho de massa corporal total (GMCT) (g), indice de
massa corporal (IMC) e peso das gorduras omental (GO), retroperitoneal (GR) e epididimal (GE) (g)
das proles dos grupos GC e GH; n= 6. Teste de correlagéo de Pearson.

Grupos GC GH
IL X GMCT 0,017561278393548  -0,0341078768203564
IL x IMC 0,992380869455301 0,944700279571396
IL x GO 0,778292863193384 -0,555570198316311
IL x GR 0,0319520253925684 0,116611810030296
IL x GE -0,0492955978047334 0,017561278393548
GMCT x GO 0,104935155862184 0,539985239906793
GMCT x GR 0,30628845036099 0,871190258822329
GMCT x GE 0,0507060990626079  0,757391624836088

Teste de correlagdo de Pearson.
Fonte: Elaborado pela autora.

6.2.7 Niveis séricos de citocinas, corticosterona e ACTH

A Figura 16 ilustra os niveis séricos de citocinas das proles dos grupos GC e
GH aos 31 dias de idade. O teste U de Mann-Whitney indicou que 0s niveis séricos
da IL-1B dos filhotes do grupo GH foram maiores (U=0,0390, Figura 16 B), sem
diferencas significantes entre os niveis de IL-1a (U=0,7749, Figura 16 A) e IL-6
(U=0,2936, Figura 16 C). Os niveis de TNF-a nao foram diferentes entre os grupos
guando analisados pelo teste bicaudal (U= 0,062). Mas quando analisado pelo teste
monocaudal, observou-se tendéncia a redugao desta citocina no grupo GH (U=0,031,
Figura 16 D).
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Figura 16 — Niveis séricos de (A) IL-1a, (B) IL-1B, (C) IL-6 e (D) TNF-a das proles dos grupos controle
(GC) e hipernutricdo (GH) aos 31 dias de idade; n = 6. Teste t de Student ou Mann Whitney: *p<0,05
em relacdo ao grupo controle
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Fonte: Elaborado pela autora.

A Figura 17 ilustra os resultados da analise bioquimica dos niveis séricos de
corticosterona das proles dos grupos GC e GH aos 31 dias de idade. Os niveis de

corticosterona foram menores no grupo GH (U= 0,0152, Figura 17 A). Nao foram

observadas diferencas significantes entre os grupos a respeito dos niveis de ACTH

(t=1,502 df=10, p = 0,1640, Figura 17 B).

Figura 17 — Niveis séricos de corticosterona e ACTH das proles dos grupos controle (GC) e
hipernutricdo (GH) aos 31 dias de idade; n = 6. Teste U de Mann-Whitney: * p< 0,05; Teste t de Student.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou, em relacdo ao desenvolvimento ponderal, que a
redugéo da ninhada promoveu nos animais aumento e ganho de massa corporal nos
DPNs 21 e 31 bem como aumento do indice de massa corporal aos 31 dias de vida.
Ademais, foi observado o aumento das gorduras omental, retroperitoneal e
epididimal.

Enes-Marques e Giusti-Paiva (32) observaram que a reducdo da ninhada
promoveu o excesso de peso e aumento da gordura visceral em ratos na idade adulta
propondo que estes dados estavam relacionados com a maior disponibilidade de leite
materno que a reducdo da ninhada promoveu. Contudo, indicativos dos efeitos
precoces da hipernutricdo durante a infancia puderam ser observados neste trabalho
ja aos 31 dias de vida.

Recentemente Xavier et al. (142) investigaram as alteracdes morfolégicas e
metabdlicas em ratas lactantes de ninhadas reduzidas e suas consequéncias na
prole ao longo da lactacdo. As ninhadas reduzidas foram ajustadas para 3 filhotes/
mae, enquanto as ninhadas controles permaneceram com 9 filhotes/ méae. A analise
histopatolégica das glandulas mamarias das ratas de ninhadas reduzidas mostrou
aspecto irregular, bem como reducdo dos alvéolos, além de maior conteudo de
adipdcitos na regido alveolar. Segundo discutido pelo autor, tais alteracbes
resultaram em um leite com elevado valor energético e maior teor de gordura em
relacdo ao de lactantes de ninhadas n&o reduzidas. Similarmente, Sef&ikova et al.
(143) e Shankar et al. (121) afirmam que a reducédo da ninhada modifica tanto a
quantidade como a qualidade do leite, resultando em uma maior producédo de
lipideos, bem como o aumento da disponibilidade de nutrientes para os filhotes. Tais
observagdes explicam nossos resultados.

Contudo, nao foram observadas diferengas entre os grupos em relacdo ao
indice de Lee. O indice de Lee pode ser usado como forma acurada e rapida para
determinar obesidade em ratos submetidos a um método de ganho de peso. Este
indice consiste na divisdo da raiz cubica do peso em gramas pelo comprimento
nasoanal em milimetros e multiplicado por 1000. Resultados do indice de Lee abaixo
de 0,300 sdo considerados normais (135). Portanto, pelos dados obtidos deste
indice, a reducao da ninhada empregada neste trabalho ndo induziu obesidade nos

animais. Além disto, estes dados também apontam para uma correlacdo negativa
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entre o indice de Lee e ganho de massa corporal nos animais do grupo GH, ou seja,
a massa corporal foi maior enquanto o indice de Lee foi menor. O IMC dos dois
grupos foi altamente correlacionado uma vez que ambos fazem correlagdo entre
massa corporal e comprimento nasoanal.

Em humanos, a avaliacdo do peso corporal na infancia segue critérios
diferentes do que aqueles utilizados para adultos (144). Segundo a OMS , no caso
da mensuracdo do IMC em criangas, sé&o considerados parametros como a
estatura/idade e peso/estatura (145). Desta forma, sugerimos que, na idade de
nossos animais, o indice de Lee pode ndo ser adequado para avaliacdo do
sobrepeso/obesidade.

N&o foram encontradas diferencas entre os grupos nos demais parametros do
desenvolvimento fisico, além do ganho de massa corporal, bem como do
desenvolvimento reflexolégico. Resultados diferentes foram obtidos por Oliveira de
Lira et al. (146) que observaram além do aumento da massa corporal, alteracdes no
desenvolvimento reflexolégico e motor. A autora propds que 0 excesso de
alimentacao nos periodos iniciais da vida pode ter promovido altera¢cdes metabdlicas
na regulacdo serotoninérgica do comportamento alimentar. No mesmo sentido
Carvalho et al. (124) verificaram que a reducéo da ninhada adiantou, em machos, o
desdobramento das orelhas, o dia de ocorréncia de pelos, a abertura dos olhos e a
geotaxia negativa, atribuindo o desenvolvimento acelerado dos filhotes a alteracdo
da programacdo do desenvolvimento, proveniente da desregulacdo hormonal
provocada pela supernutricdo advinda da maior disponibilidade de leite.

Estas diferencas podem ser consequéncia do nimero de animais utilizados
para a padronizacdo dos grupos nos diferentes trabalhos. Enquanto Oliveira de Lira
et al. (146) padronizou o grupo experimental com 2 filhotes e o grupo controle com 8
filhotes, nosso estudo padronizou o grupo experimental com 4 filhotes e o grupo
controle com 8 filhotes. Apesar da ninhada ter sido reduzida em relagdo ao grupo
controle, o fato de possuir 2 animais a mais por ninhada pode ter inferido em uma
maior disputa pelo leite materno. Ja Carvalho et al. (124) reduziu a ninhada do grupo
experimental para 3 filhotes e padronizou a ninhada controle com 12 filhotes. Em
experimentos perinatais, é indicada a padronizac¢do da ninhada, quando possivel, com
4 machos e 4 fémeas. Este procedimento é feito para permitir amamentagao similar
entre os filhotes, pois a rata apresenta oito tetas, possibilitando um cuidado materno

apropriado (147). Desta forma, o fato de os autores terem mantido as ninhadas de
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progenitoras do grupo controle com 12 filhotes pode ter potencializado os efeitos
observados no grupo experimental (n = 3 filhotes), exacerbando os resultados obtidos.
No entanto, estas observacdes nado invalidam os resultados obtidos pelos autores.

Em relacdo ao desenvolvimento motor, observou-se o adiantamento do dia de
andar adulto dos animais do grupo GH. Durante o desenvolvimento, as células animais
sdo normalmente expostas a uma série de fatores extracelulares que influenciam e
determinam seu comportamento proliferativo. Muitos desses fatores séo polipeptideos
que foram secretados pelas proprias células-alvo ou por outras populagdes de células.
Os fatores polipeptidicos que estimulam ou inibem a proliferacdo celular sdo
chamados coletivamente de fatores de crescimento. Os efeitos dos fatores de
crescimento nas células dependem de varios aspectos, como a natureza do fator de
crescimento, o tipo de célula e a condi¢éao fisioldgica da célula e seu ambiente (148).

O leite materno contém inumeros fatores bioativos como as adiponectinas
(APN), fator de crescimento epidérmico (EGF) e seu receptor (EGF-R), e o fator 32
de crescimento (TGF-b2). Esses bioativos do leite, com excecdo do EGF-R, podem
covariar com a saude materna, duracdo da gestacdo, primariedade e condi¢cdes
ambientais. Eles exercem grande influéncia no desenvolvimento imune e
gastrointestinal, bem como nos padrdes de crescimento infantil (149) (150) (151).

A presenca de fatores como o fator de crescimento epidérmico (EGF) e o fator
de crescimento transformante alpha (TGF-a) do leite materno durante as trés fases
da lactacdo (colostro, leite intermediario e leite maduro) sao responsaveis pelo
desenvolvimento intestinal do recém-nascido, levando a absorcdo correta de
nutrientes. O contetdo do EGF no leite materno diminui durante a lactacdo, mas a
maior disponibilidade de leite compensa esta reducdo, permitindo que os filhotes
recebam quantidades adequadas do EGF. Por outro lado, o conteido do TGF-a
aumenta durante a lactacdo (151), estando também envolvido com o
desenvolvimento perinatal (152).

Além dos fatores de crescimento, encontra-se na composicao do leite materno
a presenca de carboidratos, de lipidios, de proteinas e de oligossacarideos, os quais
também possuem fundamental importancia no desenvolvimento do feto. Assim,
pode-se inferir que devido a maior disponibilidade de leite pela redug¢ao da ninhada,
os filhotes tenham ingerido maiores quantidades destes macronutrientes, e, por isto,
apresentaram desenvolvimento motor mais acelerado, bem como maior ganho de

peso em relagédo aos animais do grupo GC.
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O comportamento maternal foi observado entre os dias 5 e 7 da lactacao.
Nestes dias os filhotes sdo 0s responsaveis por manter o comportamento maternal,
que é estimulado pelo ato da amamentagéo, sendo considerados como 0s de maior
intensidade do comportamento maternal (153).

Os mamiferos ndo humanos geralmente apresentam um conjunto
estereotipado de respostas comportamentais aos seus recém-nascidos. Eles exibem
maneiras espécie-especificas de transporte, de exploracdo, de alimentacdo e de
higiene de seus filhotes, além de protegé-los de predadores e outros perigos. Esses
comportamentos promovem a resiliéncia fisiologica e imunoldgica, a maturacgao fisica
e o desenvolvimento social e emocional tipico das espécies dos jovens (154). Nos
primeiros dez dias apds o parto, as progenitoras ficam muito tempo no ninho e, a
medida que os filhotes crescem e se tornam mais independentes, os cuidados
maternos tendem a decrescer gradativamente. Como 0 comportamento materno €
mantido, em boa parte, pela estimulacédo oriunda do filhote, a mae torna-se menos
responsiva em relagéo a eles. Em ratos, o processo de desmame da prole inicia-se
a partir do dia em que os filhotes comegcam a andar e entram em contato com a racao,
momento que ocorre a partir do dia 10 da lactacdo. Em torno do 20° dia da lactacéo,
os filhotes se alimentam preferencialmente de racéo (155). A auséncia de diferencas
no comportamento maternal das ratas lactantes voltado aos filhotes mostra que a
redugéo da ninhada néo interferiu no comportamento da méae.

Além disto, a reducao da ninhada ndo modificou o comportamento de limpeza
das progenitoras dirigida aos filhotes. Como parte do cuidado maternal, a limpeza
dos filhotes tem funcdes ndo sé de higiene, mas também de estimulo na prole, em
particular, regulando o desenvolvimento dos sistemas neurais envolvidos com o
estresse e determinacdo sexual (156). Desta forma, a reducdo da ninhada nao
modificou os cuidados maternos.

No entanto, Carvalho et al. (124) e Enes-Marques e Giusti-Paiva (32) notaram,
no mesmo modelo, que a observagao diaria na primeira semana apés o parto
mostrou o aumento do comportamento de amamentacéo da prole e do lamber dos
filhotes. Estas diferencas também podem ser consequéncia das diferencas entre o
namero de filhotes que a ninhada foi reduzida, como comentado acima, bem como
da metodologia utilizada nas observactes do comportamento maternal.

Quando estudado o comportamento materno voltado a mée, observou-se que

as fémeas do grupo GH apresentaram aumento na expressdo do comportamento de
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autolimpeza.

O comportamento de autolimpeza é um padréo fixo de acdo que ocorre em
varias espécies animais, incluindo artropodes e aves (157) e em varios mamiferos
roedores (158) e felideos (159). Sua funcdo priméria em roedores é ligada a
higienizacdo e outros processos fisioldgicos, como a termorregulacdo, comunicacao
social e estimulacéo (160).

Além disso, corresponde as variaveis ambientais estressoras. Spruijt et al.
(157) estudaram o curso temporal da autolimpeza em resposta a alguns estressores
ambientais e observaram que a severidade do estressor pode retardar ou
incrementar a ocorréncia deste comportamento. O aumento observado nha
autolimpeza materna poderia, entdo, apontar que a reducédo da ninhada possa ter
promovido nas progenitoras o aumento dos niveis de ansiedade.

Por outro lado, o aumento da frequéncia de autolimpeza também ocorre com
maior intensidade em condi¢cdes de baixos estimulos como a que em situacdes de
habituacdo ap6s exposicdes repetidas a ambientes novos. Meshalkina e Kalueff
(161) avaliaram o comportamento de autolimpeza em situagbes de estresse e
conforto, ou seja, de nao estresse, e verificaram que em ambas situacbes este
comportamento € ativado. Uma vez que ndo foram observadas diferencas
significantes entre os niveis de corticosterona destas fémeas, pode-se inferir que o
aumento do comportamento de autolimpeza materna possa estar relacionado a uma
situacdo de baixo nivel de estresse. Além disto, ndo foram observadas diferencas
entre os niveis de citocinas periféricas destas fémeas em relacédo as do grupo GC.
Estes resultados falam em favor de auséncia da ativacao do sistema hipotalamo-
hipofise-adrenal uma vez que processos inflamatérios ativam este eixo (162).

Nossos resultados mostraram que no teste de campo aberto no DPN 21, os
filhotes do grupo GH apresentaram aumento da frequéncia da motilidade, sem
modificacdes na frequéncia de levantar-se e na duracdo de imobilidade. Contudo, no
DPN 31, ndo foram observadas diferencas entre os grupos em nenhum dos
parametros avaliados. E importante ressaltar que foram utilizados animais diferentes
para cada periodo de avaliacdo. Nosso estudo também n&o encontrou diferencas
significativas entre os grupos no teste de transi¢ao claro-escuro.

O teste de campo aberto foi originalmente desenvolvido como um teste de
emocionalidade em roedores (133) (163). A partir deste teste varias categorias de

comportamentos podem ser pontuadas, como locomocao (164), exploragéao (165),
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vocalizacbes (166), defecacdo (167) e tentativas de fuga (168). Além disto, o teste
de campo aberto é frequentemente usado como um teste para ansiedade (169). Um
fato importante é que na primeira exposicdo ao campo aberto, o comportamento do
animal é determinado pelo conflito entre a motivacéo para explorar o ambiente novo
e a aversdo pelos espacos abertos, desprotegidos e iluminados (170) (171), o que
reduz em parte a exploracdo. Em uma segunda exposi¢cdo, ocorre reducdo na
aversado pelo ambiente aberto e predomina o comportamento exploratério (172).

Enes-Marques e Giusti-Paiva (32) mostraram que o0s animais das ninhadas
reduzidas apresentaram resposta anti-tigmotatica no campo aberto, ou seja,
exploraram com mais frequéncias as areas abertas do campo aberto, sem diferencas
em relacdo ao grupo controle no teste de ansiedade. Em nossos experimentos, 0s
animais da ninhada reduzida exploram mais a arena do campo aberto. Uma vez que
os niveis de corticosterona foram reduzidos nos animais do grupo GH no DPN 31,
pode-se aventar que estes animais apresentaram niveis de ansiedade reduzida, fato
este que corrobora os dados de Enes-Marques e Giusti Paiva (32).

Além disto, os niveis de corticosterona foram reduzidos nos animais do grupo
GH no DPN 31. Por volta do DPN 3 ao DPN 14, os ratos sao hiporresponsivos em
termos da liberacdo de corticosterona em resposta a agentes estressores, 0 que
protege o sistema nervoso em desenvolvimento de efeitos deletérios dos altos niveis
dos glicocorticoides Este € um fenbmeno importante pois, pequenas alteracdes na
liberacdo de corticosterona podem ter maiores efeitos no filhote uma vez que, nesse
estagio de desenvolvimento, os niveis da globulina ligante de corticosterona sdo muito
baixos, havendo uma propor¢cdo maior de corticosterona biologicamente ativa no
recém-nascido do que no adulto (173,174). Embora, neste periodo o eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal (HPA) possa ser ativado por estressores (175,176), ele ainda é
imaturo, sendo regulado primariamente pelo comportamento materno (177). No DPN
24 verifica-se um pico nos niveis de corticosterona, que retorna a niveis mais baixos
em torno do DPN 27.

Tomando-se este dado em conjunto com os resultados observados no campo
aberto no DPN 21 dos filhotes, bem como do comportamento de autolimpeza das suas
progenitoras, pode-se sugerir que o aumento da atividade geral observada possa ser
consequéncia de baixos niveis de emocionalidade em face da novidade do campo
aberto. Alem disto, é possivel que a maior atividade exploratéria no campo aberto ao

desmame pode ser atribuida, em parte, ao desenvolvimento precoce da funcéo
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motora expresso pelo adiantamento do dia de andar adulto.

No teste de natacdo forcada, os ratos do grupo GH apresentaram menor
laténcia para a imobilidade, maior tempo de imobilidade e nenhuma alteragcdo nas
tentativas de escalada em comparacédo ao grupo GC. Estes resultados apontam para
a ocorréncia de comportamento similar a depressao.

O teste de natacédo forcada € utilizado como uma abordagem experimental para
avaliar a eficacia de antidepressivos em roedores. Este modelo, proposto em 1997 por
Porsolt et al. (178), apontou que a reducdo da imobilidade observada com a
administracdo de antidepressivos esta correlacionada com os efeitos clinicos destes
medicamentos (179) (180). Além disto, neste modelo verifica-se especificidade aos
antidepressivos, permitindo diferenciar seus efeitos, por exemplo, de neurolépticos e
ansioliticos (181).

Sua metodologia fundamenta-se na observacdo de que um rato, quando
forcado a nadar em uma situacdo da qual ndo ha escapatéria, deixara de se mover
apos um periodo inicial de atividade vigorosa, ou seja, na tentativa de escapar,
fazendo apenas os movimentos necessarios para manter a cabeca acima da agua, a
fim de que flutue. Essa imobilidade comportamental caracteristica € tida como um
estado de desespero em que o rato aprendeu que a fuga € impossivel e se resigna as
condicBes experimentais (178).

Diversos trabalhos relatam que pacientes obesos apresentam maior incidéncia
de doencas psiquiatricas como o transtorno depressivo maior, esquizofrenia e
transtorno bipolar (13). O aumento da massa corporal associado ao aumento da
gordura promove elevacdo dos niveis de citocinas pro-inflamatérias (182), como
também ocorre na depressao (183) e, por isso, ambas doencas séo consideradas um
processo inflamatério moderado cronico (183) (34) (59).

No sistema periférico, as citocinas coordenam mecanismos da resposta
imunoldgica, abrangendo as respostas inata e adaptativa. A nivel central, séo
responsaveis pela ativagcdo neuroendocrina e neuronal atuando, por exemplo, na
regulacéo do crescimento e proliferacdo de células gliais, na ativacao do eixo HPA,
além de serem capazes de interferir no metabolismo dos sistemas noradrenérgico,
serotoninérgico e dopaminérgico. Ao serem ativadas no SNC, as citocinas podem
causar febre, sonoléncia e alteracbes comportamentais como letargia, fadiga,
anedonia, falta de apetite, entre outras, que, em conjunto, caracterizam o

comportamento doentio. Tais alteracfes comportamentais sdo descritas também na
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depresséao (184).

Além disto, outras evidéncias relacionam também que as anormalidades
metabdlicas decorrentes da obesidade central, que leva a doenga metabdlica, podem
ser responsaveis pela maior incidéncia de depressédo na obesidade (185). Portanto,
sugere-se que 0 comportamento tipo-depressivo observado nos animais pode ter sido
provocado pelo aumento da citocina IL-1 observado no DPN 31.

Nossos resultados mostraram a elevagédo nos niveis de IL-13 nos animais do
grupo GH, sem diferencas entre os grupos nos niveis de IL-1q, IL-6 e TNF-a. Neste
sentindo, sabe-se que o tecido adiposo classifica-se em tecido adiposo marrom e
tecido adiposo branco, e é considerado um 6rgdo endocrino por liberar adipocinas
como IL-6, IL-1B, TNF-a, leptina e adiponectina (58). Composto por adipdcitos
brancos, o tecido adiposo visceral (TAV) envolve os 6rgdos internos e pode ser
subdivido em omental (ao redor do estdbmago e baco), retroperitoneal e gonadal, entre
outros. Quando comparado ao tecido adiposo subcutaneo abdominal e tecido adiposo
gluteo-femoral, o TAV libera maiores quantidades de adipocinas ligadas a processos
inflamatorios (186).

Segundo Kang et al. (187), o excesso prolongado de calorias promove
expansdo adipocitaria, que tem como consequéncia a hipertrofia dos adipdcitos,
resultando na secrecéo de quimiocinas e de citocinas pré-inflamatérias como o TNF-
alfa, IL-1 e IL-6, bem como na infiltracdo de células imunes. O aumento dos niveis
destas citocinas promove um processo inflamatoério crénico no organismo. Desta
forma, pode-se correlacionar o aumento dos niveis de IL-13 ao aumento das gorduras
dos animais no DPN 31 devido a hipernutricdo ou sobrecarga calorica promovida pela

reducado da ninhada.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Tomando-se em conjunto o aumento do ganho de massa corporal concomitante
ao aumento do peso das gorduras, as respostas no teste de natagédo forcada e o
aumento dos niveis de IL-1B, pode-se sugerir que a hipernutricdo possibilitada pela
reducdo da ninhada tenha promovido, em idade precoce, sobrepeso, comportamento
tipo depressivo e um quadro proé-inflamatério nos animais do grupo GH. Além disto, a
maior atividade geral com reducéo dos niveis de corticosterona sugere menores niveis

de estresse destas proles.
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