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RESUMO

A obesidade € uma doenca metabdlica crbnica que est4d associada ao
desenvolvimento de varias comorbidades. Estudos em humanos demonstram uma
incidéncia de prejuizos no neurodesenvolvimento, como o autismo em filhos de
maes obesas. Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da obesidade
materna induzida por reducdo de ninhada sobre o comportamento de sua prole e a
expressdo de sinaptofisina no cértex e hipocampo, uma vez que esta proteina foi
associada com o desenvolvimento do autismo. Para isso, utilizamos o modelo de
reducdo de ninhada para inducdo da obesidade, sendo considerados dois grupos
experimentais: ninhada reduzida (NR-F1) com 4 filhotes por ninhada e ninhada
normal (NN-F1) contando 12 filhotes por ninhada. A obesidade foi caracterizada em
ratas NR-F1 no dia pds natal (PND) 56 e avaliados o comportamento materno
(PND2-8) e atividade locomotora (PND5) em ratas lactantes. Sua prole (F2) foi
avaliada durante a lactacdo quanto o niumero de vocaliza¢des ultrassdnicas (PND5),
e no teste de comportamento de retorno a maravalha do ninho (PND13), e na idade
pré-pubere (PND28-32) nos testes de comportamento social de brincar, placa com
furos, reconhecimento de objetos, claro-escuro, de nado forcado e no campo aberto.
No final dos experimentos, o cérebro foi removido e dissecado o hipocampo e o
cortex pré-frontal para quantificar a sinaptofisina por Western blotting. Nossos dados
demonstraram que a reducdo no tamanho da ninhada foi capaz de induzir a
obesidade materna, mas ndo alterou os parametros relacionados a obesidade na
prole. A prole NR-F2 apresentou déficits na comunicacdo social precoce,
discriminacdo olfativa, comportamento lidico social e exploragdo de objetos, além
de aumentar 0s movimentos repetitivos e estereotipados e apresentar
comportamentos tipo-depressivo e tipo-ansioso. Também houve mudancas na
guantidade de sinaptofisina no hipocampo e no cortex pré-frontal da prole de maes
com menos ninhadas. Em concluséo, a obesidade materna pela reducédo da ninhada
prejudica o neurodesenvolvimento comportamental, induzindo sintomas semelhantes
ao autismo na prole. Este estudo é importante para alertar a populagdo mundial

sobre as consequéncias negativas da obesidade materna.

Palavra-chave:  Superalimentacdo neonatal. @ Obesidade. Prejuizos no

neurodesenvolvimento. Autismo. Sinaptofisina.



ABSTRACT

Obesity is a chronic metabolic disease associated with the development of various
types of eating habits; it's considered a public health problem. Studies with humans
demonstrate that there are impairments in neurodevelopment such as: cerebral
palsy, autism, schizophrenia and cognitive impairments in children of obese mothers.
Thus, the objective of this study was to evaluate the effects of maternal obesity
induced by reduced litter size on the behavior of their offspring. For this purpose, we
used the litter size reduction model to induce obesity, considering two experimental
groups: reduced litter size (SL-G1) with 4 puppies per litter and normal litter (NL-G1)
counting 12 puppies per litter. Obesity was characterized in adult SL-G1 rats and
maternal behavior and locomotor activity were evaluated in lactating rats. Their
offspring (G2) were assessed during lactation by the number of ultrasonic
vocalizations (PND5) and by the Homing Behavior (PND13), and the prepubertal age
(PND18-32) by the social Play Behavior, Hole-board, Objects Recognition, Light-
Dark, Forced Swimming and in the Open Field tests. At the end of the experiments,
the brain was removed and dissect the hippocampus and prefrontal cortex to quantify
the synaptophysin by Western blotting. Our data demonstrated that the reduction in
litter size was able to induce maternal obesity but did not alter parameters related to
obesity in the offspring. The SL-G2 offspring showed deficits in early social
communication, olfactory discrimination, social play behavior and the exploration of
objects, in addition to increasing repetitive and stereotyped movements, and exhibit
type-depressive and type-anxious behaviors. There were also changes in the
synaptophysin amount in the hippocampus and prefrontal cortex of the offspring from
reduced litter dams. In conclusion, maternal obesity by litter reduction impairs
behavioral neurodevelopment, inducing autism-like symptoms in the offspring. This
study is important to alert the world population about the negative consequences of
maternal obesity.

Keyword: Neonatal overfeeding. Obesity. Impaired neurodevelopment. Autism.
Synaptophysin
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1 INTRODUCAO

A obesidade é uma doencga metabdlica crdnica caracterizada pelo excesso de
gordura corporal resultante do desequilibrio prolongado entre o consumo alimentar e
0 gasto energético e esta associada com o desenvolvimento de comorbidades como
diabetes mellitus tipo 2, inflamacédo cronica, hipertenséo, dislipidemia, alguns tipos
de cancer, dificuldade / incapacidade de se locomover, osteoartrite, apneia do sono
e Acidente Vascular Cerebral. Sua etiologia € multifatorial e esta relacionada a
fatores genéticos, a comportamentos sedentarios, a excesso alimentar em especial
0 excesso de carboidrato e de lipideos ultra processados, a fatores socioecondmicos
(antes a obesidade era predominante nas classes mais ricas, hoje é predominante
NoS grupos socioecondmicos mais baixos), ao uso de alguns farmacos como
glicocorticéides, antidiabéticos, antidepressivos, antipsicoticos e também esta
relacionada a algumas doencas como sindrome de Cushing, hipotireoidismo e
sindrome dos ovarios policisticos e alteracdes na microbiota intestinal (BADILLO-
SUAREZ, RODRIGUEZ-CRUZ, NIEVES-MORALES, 2017; GARIBALDE et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2009; PINHO et al., 2013; SARTURI et al., 2010; SMITH, SMITH,
2016).

Em uma grande parte da historia humana, o excesso de peso foi considerado
indicacao de saude bem como riqueza e prosperidade. Os gregos antigos foram os
primeiros, no entanto, perceber os perigos da obesidade e sua associacdo com
doenca, sendo Hipdcrates (460aC - 370aC) o primeiro a relacionar a obesidade com
infertilidade e morte precoce. Ele também foi o primeiro a associar a modificacdo da
dieta com a melhoria da saude (HASLAM, 2007; KOMAROFF, 2016).

Anterior ao século XVIII, a obesidade era descrita como excesso de peso ou
corpuléncia, sendo registrada pela primeira vez no século XVIIl e associada com
varias doencas. No inicio do século XX, surgiu uma preocupacdo com 0 baixo peso
corporal por causa da ameaca da pneumonia e tuberculose, sendo o peso saudavel
dado pela associacdo entre peso corporal e mortalidade e o excesso de peso
definido como o peso que excedeu o valor de referéncia. Nas primeiras décadas do
século XX, surgiram os primeiros relatos da associacdo da obesidade com aumento
da mortalidade (EKNOYAN, 2006; HASLAM, 2007; KOMAROFF, 2016).

Atualmente o método mais utilizado mundialmente para classificar 0 peso é o

indice de massa corporal (IMC) que é calculado utilizando o peso corporal em
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quilogramas dividido pela altura em metros quadrados (kg / m2). De acordo com IMC
os individuos sdo alocados em cinco categorias diferentes: baixo peso (<18,5 kg /
m2), normal (18,5 - 24,9 kg / m?), sobrepeso (25,0 — 29,9 kg / m?), obeso classe 1
(30,0 — 34,9 kg / m2), obeso classe 2 (35,0 — 39,9 kg / m?) e obeso classe 3 (<40 kg /
m?2) de acordo com o calculo de IMC foi definida em 1983 sendo hoje em dia um
método internacional padrédo utilizado para classificacdo de peso (ENGIN, 2017,
KOMAROFF, 2016).

A Organizacdo Mundial da Saude (2018) aponta que a obesidade mundial
quase triplicou desde 1975 e que em 2016 mais de 650 milhdes de adultos eram
obesos, 380 milhdes de criancas e adolescentes estavam acima do peso ou obesas.

A obesidade entre criangcas tem implicacbes ao longo da vida, como a
prevaléncia de obesidade na vida adulta (OHLENDORF, et al, 2019) e suas causas
estdo relacionados ao estilo de vida sedentario, consumo de dieta altamente
caldrica, jogos eletrbnicos, fatores geneéticos, estado nutricional da mae e
alimentacao infantil durante o primeiro ano de vida (PATEL, SRINIVASAN, 2010;
SCHWARTZ, 2006; SMITH, SMITH, 2016).

As consequéncias da obesidade em modelos animais foram estudadas pela
primeira vez em 1949 em ratos ao ofertar dieta altamente palatavel. Desde entéo
muitos estudos foram desenvolvidos a fim de entender os mecanismos para gerar a
obesidade e também para sua prevencdo, sendo estudados, principalmente em
roedores nos quais sao utilizados varios métodos de estudo da obesidade como: o
camundongo ob/ob geneticamente obeso, a indugéo da obesidade por excesso de
alimentos altamente palataveis, dietas hiperlipidica e com grande quantidade de
carboidrato, assim como a redu¢éo do tamanho de ninhada. Esses modelos animais
induzem a doenca de maneira mais semelhante a génese de obesidade em
humanos (ENES-MARQUES, GIUSTI-PAIVA, 2018; FERNANDES et al., 2016;
HARIRI, THIBAULT, 2010; INGLE, 1949; RIBEIRO et al., 2018; SPEAKMAN et al.,
2007).

Estudos demonstram que intervencdes nutricionais gestacionais ou perinatais,
podem gerar prejuizos no neurodesenvolvimento de seus descendentes. No estudo
de Bukhari, Clark e Williamson, (2018) utilizando um modelo de programacéo
nutricional, foi observado um aumento no comportamento tipo ansioso nas proles
cujas maes foram alimentadas com uma dieta rica em frutose quando comparadas

com o controle que consumiu ragao normal.
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Em um estudo utilizando dieta rica em gordura com ratas Wistar adultas
durante 8 semanas antes do acasalamento, durante a gestacdo e lactacdo foi
observado um aumento do peso dos filhotes tanto macho quanto fémea apds o dia
pos natal 12 (PND12), sendo observado ao desmame um aumento na quantidade
das gorduras subcutaneas, viscerais e gordura marrom, de machos e fémeas
guando comparado aos filhotes de maes controle que receberam racdo normal.
(ALMEIDA et al., 2017)

Utilizando a dieta de cafeteria em camundongos durante a gestacao, foram
observadas alteragcbes no comportamento materno e atraso no desenvolvimento
fisico e neuroldgico, apresentando impacto sobre o comportamento emocional na
prole adolescente (RIBEIRO et al., 2018).

A reducgédo no tamanho da ninhada também foi demonstrada eficiente como
indutor de obesidade, modulando permanentemente a adiposidade e circuitos
hipotalamicos que controlam a ingestdo de alimentos e equilibrio energético na
idade adulta (HABBOUT, ROCHETTE, VERGELY, 2013; PLAGEMANN et at., 1998).

A reducgédo do tamanho da ninhada em roedores foi primeiramente demonstrada
por Kennedy (1957) e tem sido usado para induzir a supernutricdo na vida pos-natal
imediata da prole e utilizada também para investigar as consequéncias do ganho de
peso excessivo pés-natal (FIOROTTO, 1991; MOZES, SEFCIKOVA, RACEK, 2014).

O excesso de peso no modelo de reducao de ninhada é devido a auséncia de
competicdo e uma maior ingestdo de leite causada por maior disponibilidade, e,
além disso, aumento da concentracdo de gordura no leite, provocando
consequéncias sobre a prole durante o desenvolvimento fisico e
neurocomportamental (FIOROTTO, 1991; HABBOUT, ROCHETTE, VERGELY,
2013; MOZES, SEFCIKOVA, RACEK, 2014; PLAGEMANN et at., 1998).

Debarba (2017) utilizou a redugéo do tamanho da ninhada (3 filhotes, ninhada
reduzida (NR), 10 filhotes, ninhada normal (NN) e de 16 filhotes, ninhada grande
(NG) e foi observado maior peso corporal ao desmame (PND21) e essa diferenca foi
mantida até a idade adulta (PND60).

Em outro estudo com reducdo do tamanho da ninhada utilizando ratos Wistar
na proporgao de 4 filhotes (NR) e 10-12 filhotes (NN) por lactante, foi observado ao
desmame que a quantidade de gordura e de leptina havia dobrado nos animais
criados em NR, e também que a hiperinsulinemia parece desempenhar um papel

fundamental para o desenvolvimento de resisténcia a leptina e risco de obesidade
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ao longo da vida destes ratos. Sendo assim, 0s autores sugeriram que o0 estado
nutricional no periodo poés-natal imediato pode ter um impacto no risco
cardiometabolico na vida adulta (SCHMIDT et al., 2001).

Enes Marques e Giusti-Paiva em 2018, utilizando a reducdo de ninhada na
proporcao de trés filhotes (2 machos e 1 fémea) para a ninhada foi reduzida (NR) e
12 filhotes (maximo 6 machos por ninhada) para a ninhada normal (NN), a prole NR,
apresentou um aumento de peso desde o 8° dia de lactacdo até a fase adulta no
PND 56 e aumento no indice de Lee em fémeas. O indice de Lee em roedores se
compara ao IMC de humanos.

Assim, a nutricdo materna adequada € fundamental para o desenvolvimento
fisico, manutencdo do crescimento e desenvolvimento de funcbes e sistemas
organicos da prole, sendo que uma alimentacédo inadequada no periodo pés-natal
pode influenciar negativamente no neurodesenvolvimento e no comportamento da
prole (BLACK et al., 2013; MORGANE et al., 1978).

Estudos recentes em humanos tém feito a associacéo entre obesidade materna
e o0 transtorno do espectro autista (TEA) sendo observada uma associagéo
significativa ao aumento do risco de se ter filhos com TEA (KRAKOWIAK et al.,
2011; LEl et al., 2018).

O TEA impacta significativamente nos custos pessoais, sociais e econdmicos
assim como na qualidade de vida e independéncia funcional. Nas ultimas décadas
houve um aumento dos casos de criancas diagnosticadas com TEA e de acordo
com a Organizagdo Mundial da Saude hoje em dia uma em cada 160 criancas sdo
diagnosticadas com TEA e comumente acompanhadas de alguns transtornos
psiquidtricas como a ansiedade e depressdo (MAKUSHKIN, MAKAROV,
PASHKOVSKIY, 2019; ROSEN, et al., 2018; STEFANIK et al., 2018; WHO, 2019)

O TEA é uma desordem neurobiolégica complexa, derivada da palavra grega
autos, que significa um eu isolado, caracterizada por déficits persistentes na
comunicagdo social e interacdo social e na reciprocidade socioemocional, assim
como comportamento com padrdes restritos e repetitivos. As desordens geralmente
sdo diagnosticadas até os 5 anos de vida e sua ocorréncia é cinco vezes maior em
meninos em comparacao as meninas (BHAT et al.,, 2014; DSM-5, 2014; WHO,
2019).

Os comportamentos tipicos de individuos com TEA veem sendo muito

estudados principalmente em roedores, como os déficits de comunicacdo que séo
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um fendtipo importante em pacientes com TEA. Estudos recentes utilizam a
guantificacdo de vocalizacdes ultrassénicas (VUS) em filhotes para avaliar a
capacidade de comunicacao social em roedores (BATISTA, GIUSTI-PAIVA, VILELA,
2019; DOW et al., 2019; SIMOLA, GRANON, 2018).

Outro comportamento tipico em pacientes com TEA € o déficit no
comportamento social, podendo ser estudado em modelos animais com sintomas
semelhantes ao TEA pelo comportamento social de retorno a maravalha do ninho na
infancia e o comportamento social de brincar na idade pré-pubere (BAIRD,
NORBURY, 2016; BATISTA, GIUSTI-PAIVA, VILELA, 2019; SUPEKAR, et at.,
2018).

O comportamento repetitivo e também chamado de comportamento
estereotipado tipico de pacientes com TEA pode ser avaliado em ratos pela
guantificacdo de imersdo com a cabeca na placa com furos. Ja o comportamento
restritivo pode ser observado pela exploracdo de objeto, onde o animal tipo autista
tende a explorar mais o objeto ja conhecido (BARIBEAU et al., 2019; BATISTA,
GIUSTI-PAIVA, VILELA, 2019; MEEKING et al., 2020; SCHERTZ et al., 2016; VAN'T
WESTEINDE et al., 2019).

Como ja mencionado, os transtornos de ansiedade e depressdo s&o
comumente existentes em pacientes com TEA sendo cerca de 40% dos jovens séo
também acometidos com transtorno de ansiedade e de 0,9 a 29% em criancas e
adolescentes com transtorno depressivo. Em roedores uma das formas de se avaliar
0 comportamento tipo ansioso é o teste de claro escuro, onde 0s animais que
expressam esse comportamento permanecem mais tempo na parte escura do
aparato. Para avaliar o comportamento tipo depressivo o teste mais comumente
utilizado é o nado forcado, sedo que 0s animais que apresentam este
comportamento, ficam mais iméveis no teste (ONAIVI et al., 2011; RIBEIRO et al.,
2018; ROSEN, et al., 2018; WHO, 2019).

Para estudar o comportamento tipo autista em roedores sédo utilizados os
camundongos geneticamente modificados BTBR, a exposicdo materna ao
lipopolissacarideo, ao acido propionico, ao acido valpréico, ao valproato ou ao acido
poliinosinico-policitidilico. Sabe-se também que as condi¢des metabdlicas maternas
sao fatores de risco conhecidos para o transtorno do espectro do autismo infantil
(TEA) (BATISTA, GIUSTI-PAIVA, VILELA, 2019; CARLEZON-JR et al., 2019;
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CUSTODIO et al.,, 2017 DOBROVOLSKY et al., 2019; KIRSTEN et al., 2018;
PANJWANI et al., 2019, MEEKING et al., 2020; TARTAGLIONE, et al., 2019).

A prevaléncia da obesidade materna vem aumentando em paralelo ao aumento
da prevaléncia do TEA (LElI et al., 2019). Estudos demonstram que a obesidade pré-
gestacional materna afeta uma em cada trés mulheres em idade fértil e tem sido
associada a problemas na saude e no neurodesenvolvimento da crianca (FISHER et
al.,, 2013; FLEGAL et al.,, 2016). Porém, os mecanismos subjacentes para as
associacdes entre a obesidade e o comprometimento no neurodesenvolvimento
ainda ndo sdo bem entendidos (MONTHE-DREZE, et al, 2018).

O periodo neonatal é critico para a programac¢ao nutricional, podendo influenciar em
alteracdes do desenvolvimento estruturais e funcionais duradouras, pois 0s
mecanismos fisiologicos e metabdlicos ndo estdo completamente maduros neste
periodo (DEARDEN, OZANNE, 2015).

Filhos de maes obesas, apresentam 40% mais chances de apresentarem
comprometimento emocional / comportamental e 60% mais chances de ser
diagnosticado com distirbio do desenvolvimento neurolégico, além de menor
desempenho cognitivo, sendo associado a uma diminuicdo do quociente de meio
ponto de inteligéncia (Ql) nas criangcas aos 5 anos de idade em comparagdo aos
filhos de mées com peso normal (BLIDDAL et al., 2014; SANCHEZ et al., 2018;
WIDEN, et al., 2019).

Lyall et al (2011) foram os primeiros a associar a obesidade gestacional em
humanos com o aumento do risco de ter filhos com TEA. Desde entdo surgiram
muitos estudos populacionais relacionando a obesidade pré- gestacional e a
obesidade gestacional com o desenvolvimento de descendentes com TEA (KONG et
al., 2018; KRAKOWIAK et al., 2012; LEI et al., 2019; PANJWANI et al., 2019;
VARCIN, NEWNHAM, WHITEHOUSE, 2019; WINDHAM et al. 2019).

Apesar da prevaléncia crescente, a fisiopatologia do TEA ainda ndo € bem
entendida. H& evidencias do envolvimento genético na etiologia deste transtorno,
uma vez que nascidos em familia com irmaos com TEA tém um risco 35-40% maior
de desenvolver TEA. Além disso, alteracbes no desenvolvimento de estruturas
neuronais e axonais, envolvendo a sinaptogénese, estao fortemente envolvidas no
desenvolvimento do TEA (EISSA, et al 2018). Dentre as alteragbes encontradas em

pacientes com TEA, esta a reducédo na expressao de sipnaptofisina nas vesiculas
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pré-sindpticas em neurénios do hipocampo e cortex que estdo relacionados com
mudancas no declinio cognitivo (LI, KAVALALI, 2017).

A sinaptofisina é a glicoproteina mais abundante na membrana das vesiculas
pré-sinapticas. Ela estd envolvida na regulacdo do tamanho e da duracdo dos
eventos exociticos, desempenhando assim um papel importante na transmissao
sinaptica. Estudos demonstram que a sinaptofisina ndo € essencial para a liberacao
de neurotransmissores; porém foi observado alteracbes comportamentais e de
aprendizagem em camundongos nocaute para sinaptofisina (CAMERON et al 1991,
LI, KAVALALI, 2017).

Diante do exposto, ndo existem estudos em modelos animais que comprovem
a associacao entre a obesidade materna e o desenvolvimento do TEA com uma
possivel participacdo da sinaptofisina nas alteragdes comportamentais. Assim,
nosso estudo foi realizado a fim de estabelecer essas relagbes e desvendar alguma
alteracdo relacionada a plasticidade sinaptica que pode estrar contribuindo para o
TEA.
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2 JUSTIFICATIVA

A Organizacdo Mundial da Saude (2018) aponta que a obesidade mundial
guase triplicou desde 1975, sendo nos Estados Unidos da América (USA) o pais
com a maior prevaléncia de obesos, aproximadamente 40% da populagao. Baseado
no fato de que a obesidade materna observada em humanos esta associada
positivamente com descendentes diagnosticados com transtornos do espectro
autista (TEA), que a prevaléncia de TEA em estados dos USA é quase 3 vezes
superior comparada a prevaléncia mundial (MAENNER et al 2020; WHO, 2019;) e
gue a reducdo na expressao de sinaptofisina podem estar envolvidos no
neurodesenvolvimento do TEA, tal estudo se torna de grande relevancia. Uma vez,
gue até onde sabemos, ndo existe na literatura dados em modelos animais que
facam tal relacdo entre a obesidade materna com o neurodesenvolvimento do TEA

em seus descendentes e 0 possivel envolvimento da sinaptofisina.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da obesidade materna induzida por reducao de ninhada sobre o
comportamento de prole tanto feminina quanto masculina e a expressdo de

sinaptofisina no cértex e hipocampo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Caracterizacao da obesidade— (F1)

a) Verificar se a reducdo de ninhada altera o ganho de peso desde o periodo
neonatal até a vida adulta;

b) Verificar se a reducdo da ninhada altera o peso das gorduras viscerais na vida
adulta;

c) Verificar se a reducéo da ninhada altera o indice de Lee em ratas adultas.

3.2.2 Ratas lactantes (F1)

a) Avaliar o comportamento materno de ratas lactantes (F1) que foram submetidas
ou nao a reduc¢do do tamanho da ninhada no periodo pés-natal;
b) Avaliar a atividade locomotora de ratas lactantes (F1) que foram submetidas ou

ndo a reducdo do tamanho da ninhada no periodo p6s-natal.

3.2.3 Prole - (F2)

a) Verificar se 0 ganho de peso é alterado nas proles F2 de maes que foram ou nao
submetidas a reducdo da ninhada, desde o periodo neonatal, até a idade pré-
pubere;

b) Avaliar o nimero de vocalizacdes ultrassdnicas da prole lactente;

c) Avaliar o comportamento da prole lactente através do teste de preferencia pela

maravalha do ninho;
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d) Avaliar o comportamento da prole pré-pubere nos testes: comportamento social
de brincar, placa com furos, reconhecimento de objetos, claro—escuro, nado

forcado e campo aberto.

3.2.4 Quantificacdo de Sinaptofisina Western blotting — F2

a) Avaliar a expressdo de sinaptofisina do hipocampo e do cortex por Western

blotting
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Antes de qualquer procedimento, o projeto foi submetido e aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL) (permit 09/2019).

Os animais foram obtidos do Biotério Central da UNIFAL. Sendo utilizadas
ratas Wistar fémeas de 6 a 8 semanas de vida, com peso entre 200 gramas e 250
gramas e machos da mesma linhagem com idade entre 8 a 10 semanas e pesando
de 250 gramas e 300 gramas para acasalamento. ApGs a chegada do biotério, 0s
animais denominados filhotes 0 (FO) ficaram por um periodo de ambientacéo por 7
dias, onde foram agrupados em um numero maximo de 5 animais por caixa e
mantidos em caixas de polipropileno adequadas a sua manutencdo, em condicfes
controladas de temperatura (22 + 2 °C), sob regime de luz com ciclo claro—escuro de
12/12 horas (periodo de luz: 07h as 19h) e receberam dieta padrdo e agua ad libitum

durante todo periodo experimental

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Apé6s ambientacdo no laboratorio de Fisiologia Translacional, os animais FO
foram colocados para acasalar na proporcao de 3 fémeas para cada 1 macho. Na
manhd do dia seguinte, foi realizado um lavado vaginal, na presenca de
espermatozoide em fase estral, foi considerado o dia de gestacéo 0 (GDO).

O dia de nascimentos dos filhotes 1 (F1) foi considerado como dia zero
(PNDO), sendo a padronizacao das ninhadas realizada no PND1. Para tal, utilizamos
vinte ratas prenhes, das quais, dez tiveram suas ninhadas padronizadas em ninhada
reduzida (NR), composta por 4 filhotes, sendo 2 machos e 2 fémeas e dez, tiveram
suas ninhadas padronizadas em ninhada normal (NN), sendo composta por 12
filhotes, sendo 6 machos e 6 fémeas (SCHMIDT et al., 2001).

Durante o periodo de lactacéo foi avaliado semanalmente o ganho de peso das
ninhadas até o desmame, no PND21. Ap6s o desmame somente as fémeas

provenientes de NR e NN, foram mantidas no biotério, agrupadas em 4 animais por
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caixa e pesadas semanalmente até atingirem a idade adulta PND56. Os machos
foram sacrificados por excesso de anestésico inalatorio Isoflurano.

No PND56 essas ratas foram utilizadas para caracterizacdo da obesidade ou
colocadas para acasalar com machos experientes (provenientes do biotério central)
conforme descrito anteriormente; o CM avaliado nessas mées do PND2-8.

Filhotes nascidos de mées criados em ninhada normal ou ninhada reduzida
foram considerados filhotes 2 F2 e submetidos aos testes comportamentais durante
a lactacdo (PND5 e PND13) e idade pré-pubere (PND28-32). Além disso, 0 peso
desses animais foi acompanhado semanalmente.

E importante salientar que para a obtencdo dos filhotes provenientes de maes
NN ou NR, foi utilizada somente uma fémea de cada ninhada reduzida ou normal,
para exclusao do efeito ninhada (LAZIC, ESSIOUX, 2013; PLAGEMANN et al., 1998;
VERONESI ET AL., 2017) e cada animal passou por apenas um teste.

Assim, 0s grupos experimentais foram os seguintes:

Acompanhamento de peso desde o nascimento até e vida adulta de ratas
dos grupos NN-F1 e NR-F1

- fémeas adultas criadas em ninhada reduzida (n=8);

- fémeas adultas criadas em ninhada normal (n=8).

Andlise do indice de Lee e peso do tecido adiposo: retroperitonial e

perigonadal das ratas vida adulta dos grupos NR-F1 e NN-F1

- fémeas adultas criadas em ninhada reduzida (n=8);

- fémeas adultas criadas em ninhada normal (n=8).

Analises comportamentais das maes NR-F1 e NN —-F1
Comportamento materno (PND2-8)
- maes criadas em ninhada reduzida (n=8);

- maes criadas em ninhada normal (n=8).

Analises da VUS e comportamentais das proles NR-F2 e NN-F2
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Vocalizacdo ultrassonica (PND5), preferencia pela maravalha do ninho (PND13),
comportamento social de brincar (PND28-32), placa com furos (PND28-32),
reconhecimento de objetos (PND28-32) e claro-escuro (PND28-32), nado for¢cado
(PND28-32) e campo aberto (PND28-32)

- filhotes machos provenientes de mées criadas em ninhada reduzida (n=8);
- filhotes fémeas provenientes de maes criadas em ninhada reduzida (n=8);
- filhotes machos provenientes de mées criadas em ninhada normal (n=8);

- filhotes fémeas provenientes de maes criadas em ninhada normal (n=8).

Apbs o final dos testes experimentais, metade dos animais foram sacrificados
por excesso de anestésico inalatério Isoflurano e decapitados para retiradas das
estruturas encefalicas hipocampo e cortex. O restante dos animais foram sedados e

perfundidos para posteriores procedimentos.

Quadro 1 - Representagdo esquematica do delineamento experimental

F1

PND1 - 56, F1

gestacdo e PND 56 F1
lactagdo || Caracterizacéo PND 56
Pesagem da obesidade || Acasalamento

Continua

F1
F1 PND1

FO PNDO NR-F1 - 4 filhotes
Acasalamento ||Nascimento|| NN-F1 - 12 filhotes

FO FO
Chegada|| Ambientacédo

F2

PND 28 - 32
Placa com furos
Reconhecimento
de objetos
F2 Claro-escuro
F2 F1 F1 PND 13 Nado forcado

F2 PND 1 F2 PND2-8 PND5 F2 Preferencia Campo aberto
PND O NR-F2 - 12 filhotes || PND 1 - 28 || Comportamento || Campo ||PND 5||a maravalha||Perfuséo e retirada de
Nascimento || NN-F2 - 12 filhotes|| Pesagem materno aberto VUS do ninho ||estruturas encefalicas)

BF0 EF1 AR

Fonte: Da autora

4.3 ACASALAMENTO - FO

Apbés o termino do periodo de ambientacdo as ratas foram pesadas e
transferidas para caixas com ratos sexualmente experientes, na proporcdo de trés
fémeas para cada macho. Na manhé do dia seguinte foi feito um lavado vaginal e o
dia que for encontrado espermatozoide foi considerado o dia de gestacdo 0 (GDO) e

as ratas prenhas foram separadas a cada 3 por caixa até o 15° dia de gestacao,
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onde foram separadas individualmente, o dia do parto foi designado como o dia pés
natal O (PNDO).

Figura 1 — Confirmacédo de prenhés

Fonte: Da autora

Nota: A imagem (A) mostra a presenca de espermatozoides no lavado vaginal em fase estral e a
imagem (B) mostra a presenca de tampao vaginal caracterizando o inicio da gestacao.

4.4 INDUCAO E CARACTERIZACAO DA OBESIDADE - F1

4.4.1 Reducéo do tamanho da ninhada — F1

Apés o nascimento os filhotes de maes provindas do biotério foram
considerados filhos 1 (F1)e padronizados no PND1 com 4 filhotes para a ninhada
reduzida (NR-F1) na proporgéo de 2 machos e 2 fémeas para cada mée e a ninhada

normal (NN-F1) foram padronizada com 12 filhotes por mée, sendo a proporgéo de 6
machos e 6 fémeas por ninhada.
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Figura 2 — Ninhada Normal e Ninhada Reduzida

Fonte: Da autora

Nota: A figura mostra a diferenca dos animais entre 0s grupos,
ninhada normal (NN-F1) e ninhada reduzida (NR-F1) no
PND-15

4.4.2 Acompanhamento do ganho de peso - F1

Ninhadas dos grupos NN-F1 e NR-F1 foram pesados semanalmente desde 1°
dia p6s nascimento (PND1) até o desmame no PND21 e ap6s esse periodo o
experimento foi continuado apenas com as fémeas, onde a pesagem foi feita de

forma individual até o ultimo dia lactacional na vida adulta.

Figura 3- Diferenca de tamanho entre fémeas dos grupos ninhada normal e ninhada reduzida
no periodo neonatal

Fonte: Da autora
Nota: Imagem (A) PND8 e imagem (B) PND15.
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4.4.3 indice de Lee e peso do tecido adiposo — F1

Fémeas adultas dos grupos NN-F1 e NR-F1 na idade de acasalamento
(PND56) foram sacrificadas com excesso de anestésico inalatorio isofurano, foi
avaliado o indice de Lee [peso corporal (g) 1 = 3 / comprimento nasoanal (cm) 100]
(SANCHES et al, 2016) e as gorduras retroperitonial e perigonadal extraidas e

pesadas.

4.5 AVALIACOES DAS RATAS LACTANTES - F1

4.5.1 Comportamento Materno - F1

O comportamento materno das ratas F1 lactantes foi avaliado do PND2 ao
PND8, sendo observado 1 vez a cada 3min, 3h/dia em dois periodos, das 7h30min
as 9h e das 15h30min as 17h. (adaptado de VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2014).

Os seguintes parametros comportamentais foram observados:

- Numero de vezes que a rata fica sem filhotes: quando a rata estiver fara do ninho,
explorando, alimentando-se, sem contato fisico com os filhotes;

- Numero de vezes que a rata fica lambendo filhotes;

- Numero de vezes que a rata fica sobre os filhotes em posicéo ndo arqueada;

- Numero de vezes que a rata fica sobre os filhotes em posicédo arqueada (cifose);

- Numero de vezes que a rata fica em posicéo passiva: deitada de costas ou de lado;
- Numero de vezes que a rata fica construindo o ninho: quando a rata pega o filhote
pela boca ou empurra-o para o ninho

- Numero de vezes que a rata fica limpando-se

Figura 4- Alguns dos comportamentos maternos observados

Fonte: Da autora
Nota: Cifose (A), Lambendo os filhotes (B) e construindo o ninho (C).
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4.5.2 Campo aberto - F1

O campo aberto é util para andlise da atividade locomotora do animal, pois
permite quantificar a atividade motora espontanea. O aparato de campo aberto
consiste de uma arena circular de acrilico, com diametro de 60 cm e paredes com 50
cm de altura com o piso preto. O teste foi realizado com as ratas lactantes F1 no
quinto dia de lactagdo. As ratas foram colocadas no centro da arena e a sua
atividade de locomotora filmada por 5 minutos para avaliacdo da distancia percorrida
(BATISTA, GUISTI-PAIVA, VILELA, 2019). Ap6s cada teste, o campo aberto foi
limpo com alcool 5%. A analise foi realizada automaticamente dos videos obtidos

por flmagem de cada experimento

4.6 PADRONIZACOES PARA TESTES COMPORTAMENTAIS — F2

Filhotes de F1 foram padronizados no PND1 com 12 filhotes por mé&e, sendo a

proporcao de 6 machos e 6 fémeas por ninhada.

4.7 AVALIACAO DA PROLE - F2

4.7.1 Acompanhamento do ganho de peso - F2

Ninhadas dos grupos NN-F1 e NR-F1, foram considerados filhos 2, NN-F2 e
NR-F2 respectivamente e foram pesados semanalmente desde PND1 até o

desmame no PND21 e individualmente no PND28.

4.7.2 indice de Lee e peso do tecido adiposo — F2

Filhotes machos e fémeas na idade pré-pubere (PND32) dos grupos NN-F2 e
NR-F2 foram sacrificadas com excesso de anestésico inalatorio isofurano, foi
avaliado o indice de Lee [peso corporal (g) 1 = 3 / comprimento nasoanal (cm) 100]
(SANCHES et al, 2016) e as gorduras retroperitonial, epididimal e perigonadal

extraidas e pesadas.
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4.7.3 Vocalizagéo Ultrassonica (VUS) — F2

A quantificacdo das vocalizagOes ultrassOnicas sdo importantes para avaliar a
comunicacédo social precoce (BATISTA, GUISTI-PAIVA, VILELA, 2019). No PNDS5,
um filhote macho e uma fémea de cada rata lactante foram avaliados para o
monitoramento da VUS. Cada filhote foi separado de sua ninhada, um de cada vez,
e colocado em uma caixa com temperatura controlada (30°C) por 10 minutos. Em
seguida, o filhote foi colocado em uma camara a prova de som em um recipiente de
acrilico raso e posicionado na camara abaixo de um microfone conectado a um
sistema de aquisicdo computadorizado (ML 221 PowerLab, ADInstruments, Bella
Vista, NSW, Australia) para detectar as VUSs a 40-100 kHz. Os sons foram
registrados por 3 minutos, e o numero total de VUSs foram analisados
posteriormente (BATISTA et al., 2016). A camara a prova de som e o recipiente de
acrilico raso foram cuidadosamente limpo com uma solucédo de 5% de alcool apos

cada teste.

Figura 5 — Vocalizacao ultrassodnica
Microfone ultrassénico

Detector de ultrassom

Isolamento

\:M/jfﬁ

Fonte: Adaptado de MELANCIA, F.; TREZZA, V, 2018.

4.7.4 Comportamento de preferencia pela maravalha do ninho — F2

O comportamento de preferencia pela maravalha do ninho é utilizado para
avaliar a discriminagdo olfatéria (BATISTA, GUISTI-PAIVA, VILELA, 2019). No
PND13, um filhote macho e uma fémea de cada rata lactante foram separados das

mées e mantidos durante 30 min em uma sala com temperatura controlada (25°C).
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ApOs esse periodo, cada filhote foi colocado em uma caixa cujo chao foi coberto por
3/4 com maravalha limpa e 1/4 com maravalha da mée. O filhote foi posicionado no
lado da caixa que estava coberta por maravalha limpa, com o focinho voltado para a
parede da caixa e seu comportamento foi analisado por 3 minutos em tempo real.
Os seguintes parametros foram registados: laténcia em segundos para atingir a area
com maravalha da mae, tempo total em segundos gasto pelo filhote na area de
maravalha da méae e numero total de entradas na area de maravalha da mae
(MELANCIA et al., 2018).

Figura 6 - Retorno a maravalha do ninho
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Fonte: Adaptado de MELANCIA, F.; TREZZA, V, 2018.

4.7.5 Reconhecimento de objetos — F2

O teste de reconhecimento de objetos avalia a habilidade do roedor em
reconhecer um objeto previamente explorado na presenga de um novo objeto nao
conhecido (REGER; HOVDA; GIZA, 2009). Dois dias antes do teste, os animais
foram expostos a caixa teste (10 minutos) para a habituacdo para garantir que 0s
animais passem quantidade suficiente de tempo explorando os objetos e ndo o
ambiente (ANDERSON et al., 2004). O teste foi realizado no PND28-32 em uma
arena quadrada (40 cm x 40 cm) com o chéo coberto com maravalha. No dia do
teste os animais foram apresentados a 2 objetos idénticos (A e B) durante 10
minutos (treinamento), 2 horas apds, o objeto de treinamento B (objeto familiar) foi
substituido por um novo objeto C (objeto novo) e 24 horas apds, o objeto C foi
substituido por um novo objeto D (objeto novo) conforme podemos observar na

figura 7. Todos os objetos apresentaram texturas e tamanhos semelhantes, mas
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formas distintas. Os ratos machos e fémeas foram colocados individualmente na
arena e seu comportamento foi filmado por 10 minutos para analise subsequente. A
exploragéo foi definida da seguinte forma: quando o animal cheirou ou tocou o objeto
com o focinho. O tempo gasto pelo animal explorando os dois objetos (objeto familiar
ou novo) foi tomado como uma medida de exploracdo de objetos. Um indice de
reconhecimento (IR) foi calculado para cada animal e foi expresso pela razéo: IR =
TN/ (TF + TN), TF = tempo gasto explorando o objeto familiar (objeto A ou B); TN =
tempo gasto explorando o novo objeto em 2h (C) e 24h (D) (ANDERSON et al.,
2004; MELANCIA, et al., 2017; RECH et al., 2010;). Entre os testes, 0s objetos e a

arena foram devidamente limpos.

Figura 7 — Reconhecimento de objetos
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Fonte: Adaptado de MELANCIA, F.; TREZZA, V, 2018.

4.7.6 Placa com furos — F2

O teste da placa com furos avalia padrdes repetitivos de imersdao da cabeca
nos furos da placa que sdo considerados comportamentos repetitivos e
estereotipados (MAKANJUOLA et al., 1997).

O aparato da placa com furos consiste em uma arena quadrada (40 cm x 40
cm) com fundo preto e 16 furos com trés cm de diametro cada (figura 8). Os animais
foram ambientados ao aparato sem a placa com furos no dia anterior ao teste, entre
os dias PND28-32, os ratos foram colocados individualmente no aparato e seu
comportamento foi filmado durante 5 minutos para posterior analise comportamental.
O parametro medido através da filmagem foi 0 nimero de imersdo com a cabeca em

cada furo (o animal mergulhou a cabeca até encobrir os olhos) nos orificios da placa
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(SERVADIO et al., 2016). ApOs o experimento com cada animal, o aparato foi limpo

com alcool 5 %.

Figura 8 — Placa com furos
Placa de madeira Furos

Fonte: Adaptado de MELANCIA, F.;
TREZZA, V, 2018

4.7.7 Comportamento social de brincar

O teste de comportamento social de brincar é utilizado para avaliar o interesse
em brincar socialmente. O comportamento foi realizado em uma caixa quadrada de
acrilico (60 cm x 60 cm x 60 cm). Os ratos foram individualmente habituados a caixa
de teste durante 10 minutos por 2 dias antes do experimento. No dia do teste (PND
28-32), os animais foram isolados por 3h30min antes do teste para aumentar sua
motivacdo social e assim facilitar a expressdao do comportamento pré-pubere de
brincadeira (TREZZA, BAARENDSE, VANDERSCHUREN, 2009; TREZZA,
VANDERSCHUREN, 2008;). O teste consistiu em colocar dois animais pertencentes
ao mesmo grupo experimental ndo irmaos na arena de teste durante 10 minutos e
as interacbes do comportamento pré-pubere de brincadeira foram entéo registradas
para posterior analise. Foi registrado o tempo em segundos em que cada animal
interagia com o outro animal. Com o objetivo de reduzir as interferéncias nas
respostas comportamentais, 0os animais em pares nao diferiram mais de 10 g no
peso corporal (MELANCIA et al., 2018).
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Figura 9- Comportamento pré-pubere de brincadeira
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Fonte: Adaptado de MELANCIA, F.; TREZZA, V, 2018

4.7.8 Claro — Escuro

A avaliagcdo do comportamento no aparato de claro-escuro é utilizado para
avaliar comportamento tipo-ansioso. O aparato que foi utilizado para realizacado do
teste € uma caixa dividida em dois compartimentos: um com paredes pretas e tampa
escura; e um com paredes brancas e iluminacdo ambiente. Estes compartimentos
sdo separados por uma diviséria do ‘tipo guilhotina”, com uma porta central de 7,5 x
7,5 cm, ao nivel do chdo. Cada rato foi alocado individualmente no centro da parte
iluminada, de frente para a abertura que leva ao lado escuro da caixa, sendo-lhe
permitido explorar livremente os dois compartimentos durante 5 minutos. Foi
avaliado o tempo de laténcia para atingir o compartimento escuro e tempo de
permanéncia no lado escuro (DOUKKALI et al., 2015). Apds a exposicao de cada

animal ao experimento, o aparato foi limpo com alcool 5 %.

Figura 10 — Claro-Escuro
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Fonte: Adaptado de MELANCIA, F.; TREZZA, V, 2018
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4.7.9 Nado Forcado

A avaliacdo do tempo de imobilidade no teste de nado for¢cado é utilizado para
avaliar comportamento tipo-depressivo em roedores. Um dia antes da realizacdo do
teste de nado forgcado os animais foram colocados para nadar (pré-teste), um por
vez, por 15 minutos, em um cilindro plastico (24 cm de diametro por 60 cm de altura
contendo 50 cm de 4gua a 24 + 1°C, (PADOVAN; GUIMARAES 2004). Em seguida,
eles foram removidos do cilindro com agua, secos cuidadosamente com toalha de
algodéo, e deixados em gaiolas individuais até se secarem completamente antes de
serem devolvidos as caixas de moradia. No dia seguinte, exatamente 24 horas apos
a sessdo de pré-teste, os animais, um por vez, foram submetidos novamente a
sessdo de nado forcado e filmados por 5 minutos para analises posteriores. Os
parametros analisados em seguida foram: laténcia (s) para o primeiro episédio de
imobilidade e tempo (s) de imobilidade. Apds o experimento com cada animal a gua
foi trocada para evitar a influéncia de substancias de alarme (ABEL, BILITZKE,
1990).

Figura 11 — Nado Forcado

Fonte: Da autora
Nota: Comportamento imovel

4.7.10 Campo aberto

O campo aberto é util para analise da atividade locomotora do animal, pois

permite quantificar a atividade motora espontanea. O aparato de campo aberto
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consiste de uma arena quadrada de acrilico, com 60 cm de largura, 60 cm de
comprimento e paredes com 50 cm de altura, com o piso preto. O teste foi realizado
com os filhotes F2 entre os dias PND28-32. Os animais foram colocados no centro
da arena e a sua atividade locomotora filmada por vinte minutos A avaliacdo da
distancia percorrida foi realizada automaticamente (BATISTA, GUISTI-PAIVA,
VILELA, 2019). ApOs cada teste, o campo aberto foi limpo com alcool 5%. A analise
foi realizada por meio da observacdo dos videos obtidos por filmagem de cada

experimento.

Figura 12 — Campo Aberto

Fonte: Adaptado de MELANCIA, F.;
TREZZA, V, 2018

4.8 QUANTIFICACAO DE SINAPTOFISINA POR WESTERN BLOTTING - F2

Ap6s o término dos experimentos, os animais foram eutanasiados e o
hipocampo e o cortex pré-frontal foram dissecados e armazenado em -80°C até o
momento da realizagdo do teste de Bradford. Para a realizagdo do teste de Bradford
as amostras foram homogeneizadas em tampdo de lise com um coquetel de
inibidores de protease (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Em seguida as amostras foram
centrifugadas (9200 rpm, 15 minutos, 4°C) e a concentracdo de proteinas no
sobrenadante foi quantificada pelo teste de Bradford. As amostras contendo o
tampéao de lise juntamente com Laemmli foram fervidas e submetidas a anélise de
Western bloting. As proteinas foram separadas por SDS-PAGE a 10% ou 12%

dependendo o peso das proteinas (electroforese em gel de poliacrilamida com
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dodecilsulfato de sddio) e em seguida foram transferidas para membranas de
nitrocelulose com um sistema electroforético semi-seco (Bio-Rad, Hercules, CA). A
membrana foi lavada 3 vezes em PBS contendo 0,05% de Tween 20, bloqueada
com 5% de leite desnatado e albumina em PBS durante 3 horas a temperatura
ambiente e depois incubada overnight, a 4 °C com determinado anticorpo primario
Anti-Sinaptofisina (1:1000, Abcam, ab8049). No dia seguinte, apdés 3 lavagens em
PBS contendo 0,05% de Tween 20, as membranas foram incubadas durante 1 hora
a temperatura ambiente com anticorpo secundario Anti-Rabbit (1:4000, Santa Cruz).
Apoés o periodo de incubacdo, a membrana foi lavada 3 vezes em PBS 0,1 M
contendo Tween 20 a 0,05% e depois foi utilizado um kit de detec¢cdo comercial
durante aproximadamente 1 a 2 minutos (kit de deteccdo ECL, Bio-Rad, Hercules,
CA). As imagens de analise foram capturadas por analisador de imagem por
guimioluminescéncia (Chemidoc, Bio-Rad, Hercules, CA). Posteriormente as
membranas passardo pelo processo de stripping seguido do blogueio em 5% de leite
desnatado em PBS durante 2 horas. Apds o bloqueio as membranas foram lavadas
3 vezes em PBS 0,1 M contendo Tween 20 a 0,05%, seguida da incubacdo
overnight, a 4 ° C com anticorpo anti-actina (1:5000, Sigma Aldrich 4700). No dia
seguinte, as membranas foram lavadas 3 vezes em PBS 0,1 M contendo Tween 20
a 0,05%, e as membranas foram incubadas por 1 hora com o anticorpo secundario
(1:2000, Abcam-ab 6789). Apds incubacdo, as membranas foram novamente
lavadas 3 vezes em PBS 0,1 M contendo Tween 20 a 0,05%, em seguida foi
utilizado o mesmo kit de deteccéo durante aproximadamente 1 a 2 minutos (kit de
deteccéo ECL, Bio-Rad, Hercules, CA). As imagens de analise foram capturadas por
analisador de imagem por quimioluminescéncia (Chemidoc, Bio-Rad, Hercules, CA)
e as intensidades das bandas foram quantificadas utilizando um software especifico
da Bio-Rad. A intensidade de cada banda foi expressa em relacédo a da B-actina e 0s

dados foram expressos normalizados para o controle (RIBEIRO et al., 2020).



40

5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando um software GraphPad
versdao 8.0 e expressos como média = erro padrdo da média (EPM). Para
comparacao de dois grupos foi aplicado o teste “t” de Student. Os resultados com p

< 0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACAO DA OBESIDADE DE RATAS F1

Para caracterizacdo da obesidade avaliamos o ganho de peso do periodo neonatal
até a vida adulta (PND8 — 56), e avaliamos no PND56 o indice de Lee e peso do

tecido adiposo.

6.1.1 Avaliagdo do peso das ratas F1

A figura 13 mostra o peso apés o0 nascimento no PND1 (A) e ganho de peso do
periodo neonatal PND8 até a fase adulta PND56 (B), ganho de peso durante a
gestacdo (C) e ganho de peso durante a lactacdo (D) das ratas F1 dos grupos

ninhada normal e ninhada reduzida.

A andlise através do teste t Student demonstrou que os animais do grupo
ninhada reduzida apresentaram um aumento no ganho de peso desde o PND8 (p<
0,001) mantendo essa diferenca até o PND56 (p<0,001); foi demonstrado também
gue houve aumento no ganho de peso destes animais na fase gestacional GD7
(p<0,01) e GD14 (p<0,5) e de amamentacao (p<0,5) quando comparado ao grupo

ninhada normal.
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Figura 13: Efeito da reducdo do tamanho da ninhada no ganho de peso do grupo F1
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Fonte: Da autora

Nota: N= 8 animais por grupo. A) Peso ao nascer, B) ganho de peso do periodo neonatal até a
idade de acasalamento na vida adulta, C) ganho de peso durante a gestagéo, D) Ganho
de peso durante a lactacdo, NN-F1: criadas em ninhada normal e NR-F1: criadas em
ninhada reduzida. Os simbolos representam o nivel de significancia *p < 0.5, ** p < 0.01
e *** p < 0.001 comparado com controle (NN-F1). Os dados foram submetidos a andlise
de Teste T Student com valores expressos como média + EPM.

6.1.2 Peso do tecido adiposo de ratas adultas — F1

A figura 14 mostra o peso das gorduras perigonadal (A) e retropiritonial (B) no

PNDS56 das ratas F1 dos grupos ninhada normal e ninhada reduzida.

A andlise através do teste t Student demonstrou que os animais do grupo
ninhada reduzida apresentaram um aumento da gordura perigonadal (A) (p< 0,001),
e da gordura retroperitonial (B) (p<0.01) quando comparado ao grupo hinhada

normal.
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Figura 14: Efeito da reducdo do tamanho da ninhada sobre a adiposidade ratas adultas (PND56)

do grupo F1
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Fonte: Da autora

Nota: N= 8 animais por grupo. Peso das gorduras A) perigonadal, B) retroperitonial Os simbolos
representam o nivel de significancia ** p < 0.01 e *** p < 0.001 comparado com controle(NN-
F1). Os dados foram submetidos a andlise de Teste T Student com valores expressos como
média £ EPM.

6.1.3 Avaliacdo do indice de Lee de ratas adultas — F1

A figura 15 mostra a avaliacdo do indice de Lee no PND56 das ratas F1 dos

grupos ninhada normal e ninhada reduzida.

A andlise através do teste t Student demonstrou que os animais do grupo
ninhada reduzida apresentaram um aumento no indice de Lee (p< 0,001), quando

comparado ao grupo ninhada normal.

Figura 15: Efeito da reducdo do tamanho da ninhada sobre o
indice de Lee de ratas adultas (PND56) do grupo F1
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Fonte: Da autora
Nota: N= 8 animais por grupo. Os simbolos representam o nivel
de significancia ** p < 0.01 comparado com controle(NN-
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F1). Os dados foram submetidos a andlise de Teste T
Student com valores expressos como média + EPM.

6.2 AVALIACOES DAS RATAS LACTANTES - F1

As ratas do grupo F1 que foram colocadas para acasalar para gerar F2, foram
avaliadas durante o periodo de lactacao.

6.2.1 Avaliagcdo do comportamento materno — F1

A figura 16 mostra a avaliacdo da porcentagem do comportamento materno de
ratas do grupo ninhada normal (NN-F1) e ninhada reduzida (NR-F1) do 2° ao 8° dia
de lactacao.

Observa-se que n&o houve diferenga entre 0s grupos experimentais nos
parametros avaliados.

Figura 16 — Efeito da obesidade materna induzida por reducéo de ninhada no comportamento
materno e ndo materno do grupo F1
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Fonte: Da autora.

Nota: N=8 animais por grupo. Avaliacdo da porcentagem do comportamento materno de lambida,
cifose, sobre os filhotes, passiva, constru¢éo do ninho e lambendo-se e do comportamento
ndo materno de alimentacdo, exploracdo e nao exploracdo das ratas lactantes do grupo NN-
F1: criadas em ninhada normal e NR-F1: criadas em ninhada reduzida. Os dados foram
submetidos a analise de Teste T Student com valores expressos como média + EPM.

6.2.2 Avaliagcdo campo aberto — F1

A figura 17 mostra a avaliacdo da distancia percorrida de ratas do grupo
ninhada normal (NN-F1) e ninhada reduzida (NR-F1) no campo aberto.

Observa-se que nao houve diferenca entre os grupos analisados.

Figura 17: Efeito da reducdo do tamanho da ninhada na atividade
locomotora do grupo F1
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Fonte: Da autora

Nota: N= 8 animais por grupo. Distancia percorrida no campo aberto,
NN-F1: criadas em ninhada normal e NR-F1: criadas em ninhada
reduzida. Os dados foram submetidos a analise de Teste T
Student com valores expressos como média £ EPM.

6.3 AVALIACAO DOS FILHOTES - F2

Os filhotes F2 filhos de maes NN e NR (F1), foram avaliados durante o periodo de

lactacdo até a idade pré-pubere (PND28-32).



46

6.3.1 Avaliacédo do ganho de peso - F2

Figura 18 mostra o peso (A) e ganho de peso de machos (B) e fémeo (C) de
filnotes F2 provindo de ratas dos grupos ninhada normal (NN-F1) ou ninhada
reduzida (NR-F2).

Observa- se que ndo houve diferenca de peso e de ganho de peso entre os

grupos filhos de mées NN e maes NR.

Figura 18: Efeito da obesidade materna induzida por redugéo de ninhada sobre o ganho de peso
de seus descendentes.

- 8_
871 A B = NN-F2
= NR-F2

0- 0
Dia pds natal 1 Dia pés natal 1
80 _
g C s 804
«© = £
E 60+ £ 60
C )
Q o
8 40 a =
g 84(]
3 2
_g 20+ e 20
U] U]
0__.I]—| T T T c"-.ll__a| T T T
8 15 21 28 8 15 21 28
Dias pos natal Dias pos natal

Fonte: Da autora

Nota: N= 8 animais por grupo. A) Peso ao nascer e acompanhamento de ganho de peso de filhos
B) machos e C) fémeas, NN-F2: filhotes de mées do grupo NN-F1 (ninhada normal) e NR-
F2: filhotes de maes do grupo NR-Fl(ninhada reduzida). Os dados foram submetidos a
analise de Teste T Student com valores expressos como média + EPM.

6.3.2 Avaliacdo do indice de Lee filhotes - F2
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A figura 19 mostra a avaliacdo do indice de Lee no PND56 das ratas F2 dos

grupos ninhada normal e ninhada reduzida.

A andlise através do teste t Student ndo demonstrou diferencas entre os

grupos.

Figura 19: Efeito da obesidade materna induzida por reducdo de ninhada sobre o indice de Lee
de seus descendentes.
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Fonte: Da autora
Nota: N= 8 animais por grupo. NN-F2: filhotes de m&es do grupo NN-F1 (ninhada normal) e NR-

F2: filhotes de maes do grupo NR-Fl(ninhada reduzida). Os dados foram submetidos a
andlise de Teste T Student com valores expressos como média + EPM.

6.3.3 Peso do tecido adiposo - F2

A figura 20 mostra o peso das gorduras dos machos epididimal (A),
retropiritonial (B) e das fémeas perigonadal (C) e retropiritonial (D) no PND28 de

filnotes F2 dos grupos ninhada normal e ninhada reduzida.

A analise através do teste t Student demonstrou que ndo houve diferencas das

guantidades de gorduras entre 0s grupos
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Figura 20: Efeito da obesidade materna induzida por reducdo de ninhada sobre a adiposidade de
seus descendentes.
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Fonte: Da autora

Nota: N= 8 animais por grupo. Peso das gorduras A) epididimal, B) retroperitonial de filhotes
machos, peso das gorduras C) perigonadal, D) retroporitonial de filhores fémeas, NN-F2:
filhotes de maes do grupo NN-F1 (ninhada normal) e NR-F2: filhotes de maes do grupo NR-
Fl(ninhada reduzida). Os dados foram submetidos a andlise de Teste T Student com
valores expressos como média + EPM.

6.3.3 Vocalizacao Ultrassonica (VUS) — F2

A Figura 21 mostra a quantificacdo de vocalizacdes ultrassonicas dos filhotes
F2 machos (A) e fémeas (B) provindos de ratas dos grupos ninhada normal ou

ninhada reduzida.

A andlise através do teste t Student demonstrou que 0s animais F2
provenientes de maes do grupo ninhada reduzidas, apresentaram uma reduc&o no
namero de vocalizacBes ultrassénicas (macho p < 0.01; fémea p < 0.01) quando

comparados ao controle.
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Figura 21 Efeito da obesidade materna induzida por reducéo de ninhada sobre a vocalizacdo
ultrassbnica de seus descendentes.
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Fonte: Da autora.
Nota: N= 8 animais por grupo. Numero de vocaliza¢des ultrassbnicas de filhos A) machos e B)

fémeas, NN-F2: filhotes de méaes do grupo NN-F1 (ninhada normal) e NR-F2: filhotes de maes
do grupo NR-F1(ninhada reduzida). Os simbolos representam o nivel de significancia ** p <
0.01 comparado com controle(NN-F2). Os dados foram submetidos a analise de Teste T
Student com valores expressos como média + EPM.

6.3.4 Comportamento de retorno para o ninho — F2

A figura 22 mostra a avaliacdo do teste de comportamento de retorno para o
ninho dos filhotes (F2 — macho e fémea) provindos de ratas dos grupos ninhada

normal e ninhada reduzida.

Observa-se no grafico A que houve um aumento no tempo de laténcia dos
machos (p < 0.01) provindos de mae do grupo ninhada reduzida para atingir a
maravalha da mée. No gréafico B néo foi observado diferenca, ja nos graficos C e D
pode-se observar uma reducédo no tempo de permanéncia na maravalha do ninho de
machos (p < 0.001) e fémeas (p < 0.5) provindos de mé&es do grupo ninhada

reduzida quando comparados aos filhotes das ratas do grupo ninhada normal.



Figura 22 Efeito da obesidade materna induzida por reducdo de ninhada sobre a performance

comportamental no teste de retorno a maravalha do ninho de seus descendentes.
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Fonte: Da autora.

Nota: N=8 animais por grupo. — Laténcia para atingir a maravalha do ninho de filhotes A) machos e

B) fémeas,

tempo de permanéncia na maravalha do ninho dos filhotes C) machos e D)

fémeas, NN-F2: filhotes de mées do grupo NN-F1 (ninhada normal) e NR-F2: filhotes de mées
do grupo NR-F1(ninhada reduzida). Os dados foram submetidos a anéalise de Teste T Student

com valores expressos como média = EPM.

6.3.5 Placa com furos — F2

A figura 23 mostra o numero de mergulhos com a cabeca nos furos do aparato

de filhotes machos (A) e fémeas (B) provindos de ratas dos grupos ninhada normal e

ninhada reduzida.

Os graficos A e B demonstram que houve um aumento no numero de

mergulhos tanto nos machos (p<0.5) quanto nas fémeas (p<0.001) provindos de

maes do grupo ninhada reduzida quando comparados aos filhotes das ratas do

grupo ninhada normal.
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Figura 23 Efeito da obesidade materna induzida por reducdo de ninhada sobre a performance
comportamental no teste de placa com furos de seus descendentes.
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Fonte: Da autora.

Nota: N=8 animais por grupo. Nimero de mergulhos com a cabecga de filhotes A) macho e
B) fémea, NN-F2: filhotes de mdes do grupo NN-F1 (ninhada normal) e NR-F2:
filhotes de mées do grupo NR-Fl(ninhada reduzida). Os simbolos representam o
nivel de significancia *p < 0.5 e ** p < 0.001 comparado com controle(NN-F2). Os
dados foram submetidos a andlise de Teste T Student com valores expressos como
média = EPM.

6.2.6 Comportamento social de brincar — F2

A figura 24 demonstra a avaliacdo do tempo total do comportamento social de
brincar de filhote F2 macho (A) e fémea (B) provinda de ratas dos grupos ninhada

normal e ninhada reduzida.

Podemos observar que houve uma reducdo no tempo de brincadeira dos
animais provenientes de ratas do grupo ninhada reduzida (machos p<0.001 e

fémeas p<0.001) quando comparados ao controle.
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Figura 24 Efeito da obesidade materna induzida por reducéo de ninhada sobre a performance
comportamental no teste de brincadeira de seus descendentes.
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Fonte: Da autora.

Nota: N=8 animais por grupo. Comportamento social de brincar de filhotes A) machos e B)
fémeas NN-F2: filhotes de mé&es do grupo NN-F1 (ninhada normal) e NR-F2: filhotes de
méaes do grupo NR-Fl(ninhada reduzida). Os simbolos representam o nivel de
significancia *** p < 0.001 comparado com controle(NN-F2). Os dados foram
submetidos a andlise de Teste T Student com valores expressos como média + EPM.

6.3.7 Reconhecimento de objetos

A figura 25 mostra o indice de reconhecimento de objetos de 2h dos animais
machos (A) e fémea (B) e de 24h dos animais machos (C) e fémeas (D) provindos

de ratas dos grupos ninhada normal e ninhada reduzida.

Como podemos observar no grafico A, houve uma reducdo no indice de
reconhecimento de objetos de 2h dos machos (p < 0.001) provindos de mée do
grupo ninhada reduzida quando comparados aos filhotes das ratas do grupo ninhada
normal, ndo observamos diferencas nos graficos B, C e D quando comparados ao

seu controle.
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Figura 25 Efeito da obesidade materna induzida por reducéo de ninhada sobre a performance de
reconhecimento de objetos de seus descendentes.
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Fonte: Da autora.

Nota: N=8 animais por grupo. indice de reconhecimento de objetos de 2h de filhotes A)
machos e B) fémeas, indice de reconhecimento de objetos de 24h de filhotes A)
machos e B) fémeas, NN-F2: filhotes de mées do grupo NN-F1 (ninhada normal) e
NR-F2: filhotes de mé&es do grupo NR-Fl(ninhada reduzida). Os simbolos
representam o nivel de significAncia p < 0.001 comparado com controle(NN-F2). Os
dados foram submetidos a andlise de Teste T Student com valores expressos como
média £ EPM.

6.3.8 Claro - escuro - F2

A figura 26 demonstra a avaliacdo do teste claro-escuro de filhotes (F2 —

macho e fémea) provindo de ratas dos grupos ninhada normal e ninhada reduzida.

Observa-se no grafico A que houve uma reducédo no tempo de laténcia dos
machos (p<0.01) e em B das fémeas (p < 0.05) provindos de mée do grupo ninhada
reduzida para fazer a primeira transi¢cdo do lado claro para o escuro e os graficos C
e D demonstram respectivamente que filhotes (macho p < 0.05 e fémeas p < 0.01)
de maes do grupo ninhada reduzida permaneceram mais tempo no lado escuro

guando comparados ao controle.
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Figura 26 Efeito da obesidade materna induzida por reducdo de ninhada sobre a performance
comportamental no teste de claro-escuro de seus descendentes.
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Fonte: Da autora.

Nota: N=8 animais por grupo. Laténcia para atingir o lado escuro de filhotes A) machos e B) fémeas,
permanéncia no lado escuro de filhotes C) machos e D) fémeas, NN-F2: filhotes de maes do
grupo NN-F1 (ninhada normal) e NR-F2: filhotes de mées do grupo NR-F1(ninhada reduzida).
Os simbolos representam o nivel de significancia *p < 0.5 e ** p < 0.01 comparado com
controle(NN-F2). Os dados foram submetidos a analise de Teste T Student com valores
expressos como média + EPM.

6.3.9 Nado forgado — F2

A figura 27 mostra a avaliacdo do teste de nado for¢cado dos filhotes (F2 —

macho e fémea) provindos de ratas dos grupos ninhada normal e ninhada reduzida.

Como podemos observar nos gréaficos A e B, houve uma reducdo no tempo de
laténcia dos machos ( p < 0.05) e das fémeas (p < 0.001) provindos de mae do
grupo ninhada reduzida para apresentar o primeiro comportamento de imobilidade e
os graficos C e D demonstram que os filhotes de ratas do grupo ninhada reduzida
permaneceram mais tempos imoveis (macho p < 0.05 e fémea p < 0.05) no teste

guando comparados ao filhos das ratas do grupo ninhada normal.
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Figura 27 Efeito da obesidade materna induzida por reducdo de ninhada sobre a performance
comportamental no teste de nado forcado de seus descendentes.
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Fonte: Da autora.

Nota: N=8 animais por grupo. Laténcia para imobilidade de filhotes A) machos e B) fémeas,
tempo de imobilidade dos filhotes C) macho e D) fémea, NN-F2: filhotes de maes do
grupo NN-F1 (ninhada normal) e NR-F2: filhotes de mées do grupo NR-F1(ninhada
reduzida). Os simbolos representam o nivel de significancia *p < 0.5 e * p < 0.01
comparado com controle(NN-F2). Os dados foram submetidos a analise de Teste T
Student com valores expressos como média + EPM.

6.3.10 Campo aberto — F2

A figura 28 mostra a avaliacdo da atividade locomotora no aparato de campo
aberto dos filhotes (F2 — macho e fémea) provindos de ratas dos grupos ninhada

normal e ninhada reduzida.

Como podemos observar nos graficos A e B, a obesidade materna induzida por

reducdo de ninhada néo afetou a locomocé&o de seus descendentes.
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Figura 28 Efeito da obesidade materna induzida por reducéo de ninhada sobre a atividade locomotora
de seus descendentes.
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Nota: N=8 animais por grupo. Distancia total percorrida de A) machos e B) fémeas, NN-F2:
filhotes de mées do grupo NN-F1 (ninhada normal) e NR-F2: filhotes de méaes do
grupo NR-F1(ninhada reduzida). Os dados foram submetidos a analise de Teste T
Student com valores expressos como média + EPM.

Quadro 2: Correlagéo entre os principais sintomas de criangas com TEA, comportamento tipo-autista

em roedores e os resultados encontrados em nosso trabalho.

SNTOAS B COMPORTAMENTO NOSSOS RESULTADOS
CRIANCAS COM TEA DE ROEDORES TIPO
AUTISTAS AVALIACAO MACHOS | FEMEA
Def|C|t§ persistentes na Baixa VUS VUS 1l l
comunicacgéao social
o Interesse em
E()ei?crlgscir(]dz de Falta de interesse em | reéconhecera U =
p . reconhecer e maravalha do ninho
socioemocional, falha ermanecer na
em iniciar ou responder Pnaravalha 4o ninho Interesse em
a interacdes sociais. permanecer na ) }
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Comportamento Comportamento Comportamento 1 M1
repetitivos repetitivo / esteriotipado | repetitivo / esteriotipado
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comportamentos Pouco interesse em Interesse em brincar
comunicativos ndo . . . L L
. brincar socialmente socialmente
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Interesses fixos e _ 11l 2h =~ 2h
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Sem alteragéo ou
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Fonte: Da autora

Nota: Os simbolos representam o nivel de significancia | ou 1 p< 0.5, || p<0.01, ||] ou 11T p <
0.001 e = comparado com controle(NN-F2). Os dados foram submetidos a andlise de Teste T
Student com valores expressos como média + EPM
Fonte: Da autora.

6.4QUANTIFICACAO DE SINAPTOFISINA POR WESTERN BLOTTING - F2

A quantificagdo de sinaptofisina foi realizada nas estruturas encefélicas:

hipocampo e cortex pré-frontal.

6.4.1 Sinaptofisina — Hipocampo — F2

A figura 29 mostra a quantificacdo da proteina sinaptofisina na estrutura
encefalica Hipocampal dos filhotes (F2 — macho e fémea) provindos de ratas dos

grupos ninhada normal e ninhada reduzida.

Como podemos observar no grafico A, houve uma reducdo na quantidade de
sinaptofisina no hipocampo dos filhotes machos (p < 0.05) e em filhotes fémeas foi

observado um aumento (p < 0.05) quando comparados aos filhotes das ratas do
grupo ninhada normal.
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Figura 29 Efeito da obesidade materna induzida por reducéo de ninhada sobre a quantificacéo de
sinaptofisina no hipocampo de seus descendentes.
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Fonte: Da autora.

Nota: N=6 animais por grupo. A) machos e B) fémeas. NN-F2: filhotes de mées do grupo
NN-F1 (ninhada normal) e NR-F2: filhotes de mé&es do grupo NR-Fl(ninhada
reduzida). Os simbolos representam o nivel de significAncia *p < 0.5 e *** p < 0.001
comparado com controle(NN-F2). Os dados foram submetidos a analise de Teste T
Student com valores expressos como média £ EPM.

6.4.2 Sinaptofisina — Cértex — F2

A figura 30 mostra a quantificacdo da proteina sinaptofisina no cortex dos

filhotes F2 (macho e fémea) provindos de ratas dos grupos ninhada normal e
ninhada reduzida.

Como podemos observar no grafico A, ndo houve uma diferenca na quantidade
de sinaptofisina no cortex dos filhotes machos (p > 0.05) e em filhotes fémeas foi

observado uma reducdo (p < 0.05) quando comparados aos filhotes das ratas do
grupo ninhada normal.



Figura 30 Efeito da obesidade materna induzida por reducédo de ninhada sobre a quantificacéo de
sinaptofisina no hipocampo de seus descendentes.
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Fonte: Da autora.

Nota: N=6 animais por grupo. A) machos e B) fémeas. NN-F2: filhotes de mées do grupo NN-F1
(ninhada normal) e NR-F2: filhotes de mées do grupo NR-F1(ninhada reduzida). O simbolo
representa o nivel de significancia *p < 0.5 comparado com controle(NN-F2). Os dados foram
submetidos a andlise de Teste T Student com valores expressos como média = EPM.
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7 DISCUSSAO

Em nosso trabalho, observamos que o método de reducdo do tamanho de
ninhada no periodo neonatal das ratas F1, fez com que o grupo ninhada reduzida
(NR-F1) apresentassem um aumento no ganho de peso a partir do PND8 e esse
aumento se manteve na vida adulta no PND56 durante o periodo de gestacéo e
lactacéo, e foi observado também um aumento no indice de Lee e na adiposidade.

Outro estudo que também utilizou reducdo de ninhada em ratas Wistar, na
proporcao de 3 filhotes para o grupo NR e 12 filhotes para o grupo NN, observaram
resultados semelhantes quanto ao ganho de peso, indice de Lee e adiposidade
neste mesmo periodo, sugerindo que a redugdo do numero de filhotes da prole
durante o periodo lactacional foi eficaz para inducdo da obesidade quando adultos
(ENES-MARQUES, GIUSTI-PAIVA, 2018).

A reducdo do tamanho da ninhada de ratas Wistar na mesma proporcao
utilizada em nosso estudo, 4 filhotes para ninhada reduzida e 12 filhotes para
ninhada normal, demonstrou ser eficaz como modelo de estudo de obesidade na
vida adulta, podendo ser observado um aumento no ganho de peso até a vida adulta
juntamente com aumento da adiposidade (CLARKE, STEFANIDIS, SPENCER,
2011; SOCH, et al., 2019).

Sendo assim, diante do aumento de peso das ratas F1-NR pode-se sugerir que
a reducdo da ninhada realizada no nosso estudo foi capaz em induzir a obesidade
materna.

Quanto a avaliacéo da atividade locomotora, em nosso estudo ndo observamos
diferencas nos parametros de distancia percorrida e tempo de imobilidade.

Estes animais foram submetidos ao teste de campo aberto para avaliacdo da
atividade locomotora (KOHLI et al., 2019). A avaliacdo no campo aberto durante a
vida adulta de camundongos que foram expostos a dieta hiperlipidica no periodo
neonatal, demonstrou néo alterar a atividade locomotora (ZILKHA, KUPERMAN,
KIMCHI, 2016). Sugerindo que a obesidade gerada por reducdo de ninhada no
periodo neonatal ndo afetou afeta a atividade locomotora na vida adulta.

Quanto ao comportamento materno (CM), em nosso estudo ndo observamos
diferencas entre os parametros avaliados.

A avaliacdo do CM é extremamente importante, uma vez que as alteracoes

neste tipo de comportamento podem alterar respostas comportamentais da prole.
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Por exemplo, no estudo de Ribeiro e colaboradores (2018) foi evidenciado que
camundongos Swiss fémeas tratadas com dieta de cafeteria durante a gestacéo
apresentaram um aumento do comportamento materno gerando descendentes que
durante a idade pré-pubere apresentaram um aumento do comportamento tipo
ansioso e uma reducao do tempo no teste de brincadeira social. Sendo assim, em
estudos onde ocorrem avaliacbes dos filhotes € importante avaliar também o CM
para verificar se as possiveis alteracdes encontradas nos filhotes sdo em
decorréncia do tratamento, no caso do nosso estudo a obesidade materna por
reducédo de ninhada, ou do CM alterado.

Em nosso estudo, como n&do houve diferenca entre o percentual de
comportamento materno, ndo materno e na atividade locomotora de ratas obesas
denominadas NR-F1, sugere-se que todas as alteragbes comportamentais
encontradas em seus descendentes denominados NR-F2 sdo em decorréncia da
obesidade materna induzida pela redugéo de ninhada e néao por alteracées no CM
ou de locomocéao da mae.

Com relagdo aos filhotes F2, em nosso estudo ndo observamos diferencas
entre 0s parametros peso, gordura e indice de Lee nos grupos estudados, sugerindo
gue a obesidade materna induzida por reducdo de ninhada néao altera parametros
relacionados a obesidade de seus descendentes.

Durante a lactacdo observou-se uma reducdo no numero de vocalizacdes
ultrassonicas tanto nos filhotes machos quanto nos filhotes fémeas de mées obesas.
Sabe-se que as vocalizagbes ultrassonicas (VUS) sao de extrema importancia, pois
tem um papel comunicativo essencial entre roedores mae e filhote assim como os
choros de bebés humanos, servindo para garantir o cuidado materno, sendo
também usados como meio de comunicacao social (PASCIUTO et al., 2015; SHAIR,
2018).

A reducdo no numero de vocalizacdes ultrassdnicas tem sido caracterizada
como déficit comunicativo sendo este um fenotipo apresentado por modelos animais
com sintomas semelhantes ao autismo (BATISTA, GUISTI-PAIVA, VILELA, 2019;
BRONZUOLLI, et al.,, 2018; CEZAR et al., 2018; KIRSTEN et al., 2018; SIMOLA,
GRANON, 2019)

Assim, podemos sugerir que os animais filhotes de NR-F1, apresentam déficits

na comunicacao social como demonstrado pela reducéo da VUS.
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Referente ao teste de retorno a maravalha do ninho, os animais machos F2-NR
apresentaram um aumento no tempo de laténcia apara atingir a maravalha do ninho
e tanto os machos quanto as fémeas deste mesmo grupo, apresentaram um menor
tempo de permanéncia na maravalha do ninho. Terry e Johanson (1996) mostraram
gque o teste de retorno a maravalha do ninho é importante para avaliar a
discriminacao olfatoria, sendo crucial para o desenvolvimento do comportamento e
reconhecimento social. No estudo de Batista, Giusti-Paiva e Vilela (2019) foi
demonstrado que ratos lactentes tipo autistas apresentam reducéo da discriminacéo
olfatoria.

Sendo assim, diante dos nossos resultados sugere-se que animais NR-F2
apresentam prejuizos na discriminagdo olfatéria e comportamento semelhante ao
autismo, devido a dificuldade dos filhotes NR-F2 de encontrar e de permanecer na
maravalha do ninho.

Criangcas com autismo apresentam padrbes restritos e comportamento
repetitivo (DSM-5, 2013). Em roedores tipo autistas uma das formas de avaliar este
comportamento € a avaliacdo do niumero de vezes que o animal mergulha com a
cabeca na placa de furos, onde o aumento do numero de mergulhos com a cabeca
nos buracos sao considerados parametros de comportamento repetitivo ou
estereotipado (BATISTA, GIUSTI-PAIVA, VILELA, 2019; MAKANJUOLA et al.,
1977).

Para avaliar este comportamento, utilizamos o teste de placa com furos na
idade pré-pubere, nossos resultados demonstraram que os filhotes machos e
fémeas NR-F2 provenientes de maes obesas NR-F1, apresentaram aumento do
namero de mergulhos com a cabeca, sugerindo que a obesidade materna induziu
comportamento estereotipado, semelhante ao autismo na proxima geracao.

Sabe-se que pacientes autistas apresentam além dos comportamentos
estereotipados, menos atencdo a estimulos sociais, falta de interesse no
envolvimento social e / ou baixos niveis de abordagem social, dificuldade em fazer
amigos e de se adaptar a diversos contextos sociais e déficits nas condi¢cbes que
envolvem brincadeiras sociais (DOLEN, 2015; DSM-5, 2013; MERALI, et al., 2014).
Em roedores tipo autistas também podemos observar dificuldade em se envolver em
contextos sociais, como a reducdo apresentada no teste social de brincadeira
(KIRSTEN et al., 2018; WU et al., 2018). Nossos animais teste NR-F2 também

apresentaram reducdo no tempo interacdo no teste social de brincadeira. Assim,
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sugerimos que os filhotes de mées obesas apresentam déficits nas condi¢bes
sociais de brincadeira.

Criangas com autismo ainda apresentam interesses fixos e altamente restritos
e tendem a explorar o mesmo objeto (DSM-5, 2013). Em roedores tipo autistas
também podemos observar comportamento semelhante (BATISTA, GIUSTI-PAIVA,
VILELA, 2019) Para avaliar este comportamento utilizamos o teste de
reconhecimento de objetos na idade pré-pubere e foi observado que filhotes NR-F2
machos de maes obesas apresentaram um interesse maior ao objeto familiar e
reducdo na exploracdo ao objeto novo, levando a uma redugdo no indice de
reconhecimento de objetos, que estéo relacionados com a persisténcia encontrada
em animais com sintomas semelhantes ao autismo.

Além dos sintomas centrais encontrados em pacientes com TEA que sé&o
déficits na comunicacdo, movimentos estereotipados e interesses restritos, 0s
transtornos de ansiedade representam o transtorno psiquiatrico mais comum, sendo
encontrado em aproximadamente 40% dos casos de pacientes diagnosticados com
transtorno do espectro autista. (MERALI et al., 2014; ZABOSKI, STORCH, 2018).

Para avaliar este parametro, utilizamos o teste de claro-escuro e foi observado
gque F2-NR apresentaram uma reducdo no tempo de laténcia para atingir o lado
escuro e um aumento no tempo de permanéncia no lado escuro. Sabe-se que um
aumento no tempo de permanéncia no lado escuro do aparato € tido como um
comportamento preditivo de ansiedade. Nesse sentido, um trabalho de Ribeiro e
colaboradores (2018), trabalhando com a dieta de cafeteria no periodo gestacional
em camundongos observou que filhotes provindos dessas maes permaneceram
mais tempo no lado escuro do aparato e uma reducdo no tempo de laténcia para
fazer a primeira transicdo para o lado escuro, sugerindo assim um comportamento
preditivo de ansiedade nesses filhotes.

Mesmo que o protocolo de obesidade materna anteriormente citada seja
diferente do modelo utilizado neste estudo, a laténcia para entrada e o tempo de
permanéncia no lado escuro dos filhotes sdo semelhantes, podendo assim sugerir
gue a obesidade materna provocada pela reducdo de ninhada pode gerar
descendes com comportamentos preditivos de ansiedade.

O transtorno depressivo, apesar da dificil caracterizagdo em pacientes autistas
por apresentar alguns sintomas que podem ser mascarados pelas caracteristicas do

pacientes autista como o déficit na reciprocidade emocional, déficits na comunicacgéo
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verbal e ndo verbal e a auséncia de interesse em interagir socialmente (DSM-5,
2014), apresenta uma co-ocorréncia importante, afetando cerca de 0,9 a 29% dos
pacientes diagnosticados com TEA (ROSEN, et al.,, 2018; WHO, 2019;). Em
roedores o teste de nado forcado € o teste mais utilizado para avaliar o
comportamento tipo depressivo e estudos com camundongos tipo autistas
apresentaram um maior tempo de imobilidade neste teste (SILVERMAN et al., 2010;
WU et al., 2018).

Em nosso estudo observamos um maior tempo de imobilidade nos animais NR-
F2, de forma semelhante ao ocorrido em modelos de camundongo tipo autista,
assim, podendo assim sugerir que a obesidade materna provocada pela reducéo de
ninhada pode gerar descendes com comportamento tipo depressivo além de
semelhantes ao autismo.

Estudos com roedores demonstram semelhancas comportamentais entre 0s
modelos tipo autista e modelos tipo esquizofrénico, sendo o teste de pré-pulso
inibitério o teste mais utilizado para diferenciar sintomas relacionados ao autismo e
esquizofrenia (SUN et al., 2017; WANG et al., 2019a; WANG et al., 2019b). Porém,
nés ndo tivemos acesso a este teste e buscamos na literatura outras formas de
diferencia-los.

A hiperatividade locomotora € uma caracteristica da maioria de animais tipo
esquizofrénicos (COMIM et al., 2015; RAVANDI et al., 2019). A literatura vem
demonstrando que a maioria dos modelos de roedores para estudo da esquizofrenia,
induz hiperatividade locomotora (COMIM et al., 2015; GUO et al.,2010; RAVANDI et
al., 2019; SUN et al., 2017; WANG et al., 2019a; WANG et al., 2019b), enquanto,
estudos com modelos de roedores tipo autistas ndo levam alteracdo na locomocao
(BANERJEE et al., 2014; BAHI, 2016; BATISTA, GUISTI-PAIVA, VILELA,
2019SEGAL-GAVISH et al., 2016; ZILKHA, KUPERMAN, KIMCHI, 2016; WU et al.,
2018;) e em alguns casos apresentam reducdo da locomocao (BATISTA, GUISTI-
PAIVA, VILELA, 2019; TILBORG et al., 2017; BATINI'C et al., 2016).

Nesse sentido, avaliamos a atividade locomotora dos nossos animais no teste
de campo aberto em 20min de teste, com o proposito de descobrir se nossos
animais estavam com comportamento tipo autista ou tipo esquizofrénico. Como nao
observamos diferencas de locomogé&o entre 0os grupos, sugerimos que a obesidade

materna induzida por reducéo de ninhada induz descendentes tipo autistas.
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Vale ressaltar que o TEA em humanos afeta mais o sexo masculino do que o
feminino (WHO, 2019) e em alguns testes do nosso trabalho também foi
demonstrado que os machos foram mais afetados.

O TEA vem sendo associado com centenas de mutacdes e variacdes
genéticas. Recentementes descobertas associaram muitas dessas variagdes com
genes que codificam proteinas afetando varios aspectos das funcfes sinapticas
como a sinaptofisina, (GASSOWSKA-DOBROWOLSKA, et al 2020).

A sinaptofisina € uma proteina de membrana nas vesiculas sinapticas e é
usada como um marcador especifico das vesiculas / terminais sinapticos, esta
proteina desempenha um papel importante na liberagdo de neurotransmissores e no
ciclo das vesiculas sinapticas, sendo considerada um excelente marcador protéicos
da atividade pré-sinaptica no hipocampo e no cortex (WANG, et al 2017).

Em um estudo com filhos machos adultos de ratas Sprague-Dawley que foram
submetidas a dieta hiperlipidica e hiperglicidica por 6 semanas antes do
acasalamento, durante a gestacdo e lactacdo; foi observado que houve uma
reducdo da expresséo de sinaptofisina no hipocampo (VUONG et al, 2017).

Em outro estudo utilizou ratas Sprague-Dawley gestantes e foi fornecido ou ndo
dieta hiperlipidica durante as 2 ultimas semanas de gestacdo e durante a lactacao,
ap6s o desmame, seus filhotes machos também foram submetidos ou ndo a
ingestéo de dieta hiperlipidica até a vida adulta, onde foi observado uma reducéo da
expressao de sinaptofisina no hipocampo (PAGE, JONES, ANDAY, 2014).

Vale ressaltar, que até onde sabemos, ndo existe na literatura dados que
demonstrem como a sinaptofisina € expressa tanto no hipocampo, como no coértex
de roedores com comportamento-tipo autista na idade pré-pubere.

Em nosso trabalho, observamos uma reducédo da expressao de sinaptofisina no
hipocampo nos machos pré-puberes, mesmo que em nosso estudo o protocolo de
alteracdo no ambiente intrauterino e neonatal, assim como a idade de avaliacdo da
expressado de sinaptofisina sejam diferentes, tais resultados vao de encontro ao
encontrado na literatura, podem sugerir que essas alteracdes encontradas na idade
adulta, podem ser originadas em idade precoce.

Estudos recentes sugerem que a reducdo da expressao de sinaptofisina no
hipocampo estd envolvida com défcitis de memdria e no processo cognitivo
(HAJJAR, et al 2013; WANG, et al 2017). O hipocampo é uma das principais regioes

do cérebro que monitora o aprendizado e o processamento da meméria. Em nosso
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estudo foi observado que a expressao de sinaptofisina no hipocampo dos machos
NR-F2 foi reduzida e nas fémeas NR-F2 aumentada o que pode estar relacionado a
diferenca encontrada no teste de reconhecimento de objetos entre macho e fémea
NR-F2. Pode ser que o aumento de sinaptofisina nas fémeas tenha favorecido as
fémeas no reconhecimento de objetos e o contrario pode ter ocorrido nos machos,
demonstrando assim que essa proteina no hipocampo pode interferir no
desempenho do teste de reconhecimento de objetos.

Com relacdo a expressao de sinaptofisina no cortex, foi observado que as
fémeas NR-F2 apresentaram uma redugdo na expressao de sinaptofisina e entre os
machos nédo foi observada diferenca na expressao de sinaptofisina na mesma
regido. Haddar e colaboradores (2020) observaram que alteragbes cognitivas no
reconhecimento de objetos em camundongos ndo estavam relacionadas com
alteracdo na expressdo de sinaptofisina no cortex. Sendo assim, as demais
alteragbes comportamentais encontradas em nosso trabalho que podem ser
dependetes de neuplasticidade sinaptica cortical ndo foram afetadas pelas
alteracdes na expressao de sinaptofisina.

Estes dados em conjuntos sugerem que animais filhos de mae obesa, cuja
obesidade da mesma foi gerada na infancia por redugéo de ninhada apresentam
sintomas semelhantes ao autismo e que a sinaptofisina pode influenciar, em parte
em alguns dos sintomas, de maneira sexo-dependente.

Sabemos que a incidéncia de criancas autistas vem crescendo
demasiadamente, assim como a obesidade tanto na infancia como na vida adulta e
gue as causas que dao origem ao autismo sdo multifatoriais e ainda ndo se sabe
qual fator teria maior influéncia para tamanha incidéncia.

Diante disso, nosso estudo torna-se de grande relevancia, pois ao nosso
conhecimento, os dados do nosso estudo sdo inéditos na literatura e esta
descoberta pode nos ajudar entender uma das causas do autismo ja que a
prevaléncia tanto da obesidade quanto do autismo vem crescendo a cada dia.

Além disso, nosso grupo continuara em busca de mecanismos neurogénicos e
epigenéticos que possam estar associados com obesidade materna e

desenvolvimento do TEA nos descendentes.
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8 CONCLUSAO

A obesidade materna induzida pela reducéo do tamanho da ninhada prejudica
0 neurodesenvolvimento comportamental, induzindo sintomas semelhantes ao
autismo na prole. Além disso, as alterac6es encontradas na sinaptofisina no
hipocampo podem estar relacionadas ao reconhecimento do objeto. Este estudo é
importante para entender a etiologia dos disturbios do neurodesenvolvimento e
também para alertar a populacdo mundial sobre as consequéncias negativas da

obesidade materna.
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