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RESUMO

O ambiente perinatal é crucial para a programacdo metabdlica e hormonal e a
qualidade deste ambiente em roedores tem consequéncias fisioldégicas e
comportamentais em longo prazo. Condi¢cdes desfavoraveis no periodo perinatal,
época em que ocorre o desenvolvimento do sistema regulador do balanco
energético podem reprogramar o metabolismo e ajusta-lo nesta condicéo por toda a
vida. Um dos modelos experimentais de programacao neonatal é obtido por meio da
reducdo de ninhada, em que ninhadas sé&o padronizadas para trés ou quatro filhotes
por mae. O maior aporte nutricional em periodos precoces de desenvolvimento
promove uma programacao metabdlica e os efeitos desta programacdo podem se
estender durante toda a vida, com a sobrenutricdo pos-natal levando a obesidade na
vida adulta. Uma vez que os tecidos adiposos subcutaneo e abdominal sédo descritos
como tecidos ativos na regulacdo de processos fisiologicos e patoldgicos, incluindo
imunidade e inflamacéo torna-se importante avaliar se a sobrealimentacdo e o
sobrepeso advindos da reducdo do tamanho da ninhada levam a alteracées nas
respostas comportamentais e inflamatérias em filhotes adultos. Em resposta ao
lipopolissacarideo, ratos machos adultos com sobrepeso de nosso estudo exibiram
uma exacerbacdo das respostas comportamentais e aumento da febre, além de
aumento nos niveis plasmaticos de corticosterona e de citocina pré-inflamatéria IL-
18. Em conclusdo, nossos resultados demonstram que O sobrepeso e suas
consequéncias interferem na capacidade destes animais de reagirem ao desafio
imunologico. Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Ciéncias

Biomédicas da Universidade Federal de Alfenas.

Palavras-chave: Programacao metabdlica. Sobrepeso. Obesidade.

Lipopolissacarideo. Resposta comportamental. Resposta inflamatéria.
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ABSTRACT

The perinatal environment is crucial for metabolic and hormonal programming and
the quality of the environment in rodents have physiological and behavioral
consequences in long-term. Adverse conditions in the perinatal period, a time when
there is the development of the regulatory system of energy balance can reprogram
metabolism and adjust it in this condition for life. One of the experimental models of
neonatal programming is obtained by reducing litter, where litters are standardized
for three or four pups per mother. The largest nutritional supply in early periods of
development promotes a metabolic programming and the effects of this program can
extend throughout life, with the postnatal overnutrition leading to obesity in
adulthood. Since subcutaneous and abdominal adipose tissues are described as
active tissues in the regulation of physiological and pathological processes including
immunity and inflammation it becomes important to evaluate if the overfeeding and
overweight arising from reduction in litter size lead to changes in the behavioral and
inflammatory responses in adult offspring. In response to lipopolysaccharide,
overweight adult male rats of this study exhibited an exacerbation of behavioral
responses and increase of fever besides an increased plasma levels of
corticosterone and IL-1B proinflammatory cytokine. In conclusion, our results show
that overweight and its consequences interfere with the ability of these animals to
respond to immune challenge. The experiments were developed in the Biomedical

Sciences Laboratory of the Federal University of Alfenas.

Keywords: Metabolic programming. Overweight. Obesity. Lipopolysaccharide.

Behavioral response. Inflammatory response.


http://code-industry.net/

Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

LISTA DE ILUSTRACOES

Modelo de reducgdo de NiNhadas............ccoovvriiiiiiiiiiiiiiiieeeee e
Representacdo esquematica dos parametros do comportamento
maternal e ndo-maternal em roedores.........ccccccccveeeeeeiiiieiiscccie
Estrutura de lipopolissacarideo da parede celular de bactérias
Gram-NEQALIVAS. ........cceeeeieeeiiieiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeeeeees
Resposta imune inata evocada por LPS endotOxico .............ccceeuuneee.
Delineamento experimental em ratas lactantes..............c.cccccevevieenn.
Avaliacao de ratas lactantes de ninhada normal e ninhada reduzida
durante a primeira semana de |actagao..............eeeveviiiiiiiiiiiiiniiiiinnns
Avaliacdo dos parametros maternais de ninhada normal e ninhada
reduzida durante a primeira semana de lactacao...............cccccceunnnnn.
Avaliacdo dos parametros nao-maternais de ninhada normal e
ninhada reduzida durante a primeira semana de lactagéo.................
Grafico de colunas da avaliacdo dos parametros maternais na
primeira semana de lactacdo em fémeas de ninhada normal e
(01T ] = To F= W = T0 18 4 o - U
Gréfico de colunas da avaliacdo dos parametros ndo-maternais na
primeira semana de lactacdo em fémeas de ninhada normal e
NINhada redUZIAA............euviiiiiiiiiieece e
Fotomicrografias representativas de cortes de encéfalo de maes de
ninhada normal (A) e reduzida (B). Efeitos da reducao de ninhadas
sobre a expressao de c-Fos no SON de ratas lactantes no DL 7......
Fotomicrografias representativas de cortes de encéfalo de mées de
ninhada normal (A) e reduzida (B). Efeitos da reducdo de ninhadas
sobre a expressao de c-Fos no PVN de ratas lactantes no DL 7..........
Fotomicrografias representativas de cortes de encéfalo de mées de
ninhada normal (A) e reduzida (B). Efeitos da reducéo de ninhadas

sobre a expressao de c-Fos na MPOA em ratas lactantes no DL 7..

26

31
32
44

55

57

59

60

61

62

63

64


http://code-industry.net/

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28

Fotomicrografias representativas de cortes de encéfalo de mées de
ninhada normal (A) e reduzida (B). Efeitos da reducdo de ninhadas
sobre a expressao de c-Fos na BNST em ratas lactantes no DL 7...
Ganho de peso corporal de filhotes machos (A) e fémeas (B) de
NN e NR nos DLs 2, 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 e peso corporal em
machos adultos com 60 dias de vida (C).....cccceeeeevieeiiiiriiieeeeiiiiinnn
Comprimento naso-anal (cm) em filhotes machos (A) e fémeas (B)
de NN eNRNOSDLS 2,10 € 2.
Distancia anogenital (mm) em filhotes machos (A) e fémeas (B) de
NN e NRNOSDLS 2,10 € 2.
indice anogenital (mm) em filhotes machos (A) e fémeas (B) de NN
ENR NOSDLS 2, 10 € 2. e
indice de Lee no DL 21 em filhotes machos (A) e fémeas (B) de NN

Desenvolvimento fisico de filhotes machos (A) e fémeas (B) de NN
€ NR AOS DLS 2 @0 21..cciiiiiiiiiiee ittt ettt
Tempo de permanéncia sobre a area com odor maternal no TPOM
em filhotes machos e fémeas de NN e NR no DL7 em 5 tentativas
e No tempo total em SeguUNAOS..........ccooeeeiiiiiiiieer e
Desenvolvimento reflexivo de filhotes machos (A) e fémeas (B) de
NN € NR AOSDLS 2 80 21. ..iiiiieieeeee e e e
Desenvolvimento sexual de filhotes machos e fémeas de NN e

Ingestdo alimentar em filhotes machos de NN e NR 2, 4, 6, 8 e 24h
apos injegcdes de salina OuU LPS.........cooviii e,

Porcentagem de preferéncia a sacarose em filhotes machos de NN
e NR, 2h apos inje¢cbes de salina ou LPS..........ccccvviiiiiiiiiiiiiieee,
Efeitos da aplicacdo de salina ou LPS sobre o comportamento no

aparato de Campo Aberto em machos adultos de NN e NR.............

65

66

67

68

68

69

70

70

71

72

73

75

77

78


http://code-industry.net/

Figura 29

Figura 30

Figura 31

Figura 32

Efeitos da administracdo de salina ou LPS sobre a variacdo da
temperatura corporal em animais de NN € NR.........cccooeeiiiiiiieiennnnn..
Efeitos da administracdo de salina ou LPS sobre o indice térmico
no intervalo de 2-5h apds administracdo em animais de NN e NR...
Niveis plasméticos de CT (ug/dLl) na 1% 22 e 42 horas apoés

injecdes i.p. de salina ou LPS em filhotes machos adultos.de NN e

Niveis plasméticos de citocinas (pg/mL) 2h ap0s inje¢fes i.p. de
salina ou LPS em filhotes machos adultos de NN e NR. ..................

81

82

83

84


http://code-industry.net/

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

LISTA DE TABELAS

Cronograma das avaliacbes realizadas em filhotes de ninhada
normal e ninhada reduzida.............ccccoeeiiiiiiiiii e,
Andlises de variancia de duas vias do CMT e do CNMT de ratas
lactantes com ninhada normal e ninhada reduzida na primeira
Semana de IaCtAGAD. ...ttt
Andlises de variancia de duas vias do CMT analisado
individualmente em ratas lactantes com ninhada normal e ninhada
reduzida na primeira semana de lactagao.............ccccceeeceiieneeeneeennnn.
Andlises de variancia de duas vias do CNMT analisado
individualmente em ratas lactantes com ninhada normal e ninhada
reduzida na primeira semana de lactagao.............ccccceeeeieiieeeeeeeeeennn.
Analises de variancia de duas vias do ganho de peso corporal de
filhotes de ninhada normal e ninhada reduzida do DL 2 ao
(0TS 0 T= 1 1 PP
Analises de variancia de duas vias do Comportamento juvenil de
brincadeira em machos de ninhada normal e ninhada reduzida......
Andlises de variancia de duas vias do Comportamento juvenil de
brincadeira em fémeas de ninhada normal e ninhada reduzida.......
Andlises de variancia de duas vias da ingestao alimentar em ratos
machos adultos apds salina ou LPS.............cccciiiiiiiiiiee,
Analises de variancia de duas vias da preferéncia a sacarose em

ratos machos adultos apés salinaou LPS...............ccccoiiiiiiieeenn,
Andlises de variancia de duas vias do teste de Campo aberto em
ratos machos adultos apés salina ou LPS.................cooeeiiiiiiiiinnn,

Andlises de variancia de duas vias do indice térmico (2-5h) em
ratos machos adultos apds salina ou LPS..............ccooeevvviiveiiiiiinnnnnn,
Andlises de variancia de duas vias das dosagens de

corticosterona em ratos machos adultos apés salina ou LPS..........

48

56

58

59

67

74

76

7

79

80

82


http://code-industry.net/

ACTH
AgRP
AP-1
ARC
AUC
BHE
BNST
CA
CART
CD 14
CJB
CM
CMT
CNA
CNMT
CO
COX2
CRH
CT
CVOs
DAB
DAG
DG
DL
DPN
EPM
GR
GPI
H202

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

- hormdnio adrenocorticotréfico

- peptideo agouti

- proteina ativadora 1

- nucleo arqueado

- &rea sob a curva

- barreira hematoencefalica

- bed nucleo da estria terminal

- campo aberto

- fator de transcricdo cocaina-anfetamina dependente
- conjunto de diferenciagéo 14

- comportamento juvenil de brincadeira
- comportamento maternal

- comportamento maternal total

- comprimento nasoanal

- comportamento nao-maternal total
- monéxido de carbono

- cicloxigenase 2

- horménio liberador de corticotrofina
- corticosterona

- 6érgaos circunventriculares

- diaminobenzidina

- distancia anogenital

- dia gestacional

- dia lactacional

- dia pés-natal

- erro padrdo da média

- receptor de glicocorticoide
- glicosil-fosfatidilinositol

- peroxido de hidrogénio


http://code-industry.net/

HFD - high fat diet

HHA - hipotalamo-hipdfise-adrenais
HL - high licking

5-HT2a - receptor de serotonina 2a

5-HT2c - receptor de serotonina 2c

IAG - indice anogenital
IkB - inibidor de kappa B
IL - indice de Lee

IL-Ira - antagonista de receptor de interleucina 1

IL-18 - interleucina 1 beta

IL-6 - interleucina 6

iINOS - 6xido nitrico sintetase induzido
IPP - inibicdo pré-pulso

IRF3 - fator regulatério 3 de interferon
Kg - quilograma

LAS - leptina anti-soro

LBP - proteina ligadora de lipopolissacarideo
LFD - low fat diet

LL - low licking

LPS - lipopolissacarideo

MC2R - receptor de melanocortina 2

MAPK - proteinas quinases ativadas por mitbgenos
MD-2 - proteina mieldide diferenciadora 2

MPOA - area pré-Optica medial do prosencéfalo

NA - nucleo accumbens

NFkB - fator nuclear kappa B

nm - nanémetro

nM - nanomolar

NN - ninhada normal
NO - Oxido nitrico

NPY - neuropeptideo Y
NR - ninhada reduzida

NTS - nUcleo do trato solitario


http://code-industry.net/

oT
PMAM
PBS
PG
PGE2
POA
POMC
PRL
PS
PVN
QO
RIE
RPM
SG
SNC
STAT
SON
VHM
VL
VTA
TAB
TBE
TNF
TPOM
TLR

- ocitocina

- padrées moleculares associados a micrébios
- tampao fosfato

- prostaglandina

- prostaglandina E2

- &rea pré-oOptica

- pré-opiomelanocorticotropina

- prolactina

- preferéncia a sacarose

- nucleo paraventricular

- quiasma Optico

- radioimunoensaio

- rotagdes por minuto

- self-grooming

- sistema nervoso central

- sinal transdutor e ativador da transcricao
- nucleo supra-6ptico

- nlcleo hipotalamico ventromedial

- ventriculo lateral

- area tegmental ventral

- tecido adiposo branco

- tribromoetanol

- fator de necrose tumoral

- teste de preferéncia ao odor maternal

- receptor toll- like


http://code-industry.net/

LISTA DE SIMBOLOS

°C - graus celsius

h - hora

=  -igual

+ - mais ou menos
< - menor

/ - por

% - porcentagem


http://code-industry.net/

5.5
5.6
5.7
5.8

5.8.1
5.8.2
5.8.3
5.9
5.10
5.11
5.12
5.13

6.1
6.2

6.4

SUMARIO

INTRODUGAO.......ooiieee ittt are s 19
REVISAO DE LITERATURA......oooiiiee e 21
JUSTIFICATIVA ..ottt 39
(@] =3 ] = N 1V 1 TR 40
GERAL .. .oovieeeee ettt ettt te et eeaeeneanes 40
ESPECIFICOS.. ..ottt 40
MATERIAIS E METODOS.....c..cceitreeeeeeesieeeeseesssseeessessssssnesnnens 41
ANIMAIS ..ottt ettt st s ae e steeae e 41
GRUPOS EXPERIMENTAIS.....ccoiieieeete e, 41
AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MATERNAL.........ccvv..... 42
AVALIACAO NEURONAL POR IMUNOHISTOQUIMICA PARA c-

Fos DURANTE A LACTACAO. ..o e 43
DESENVOLVIMENTOS FiSICO E REFLEXIVO DOS FILHOTES. 44
DESENVOLVIMENTOS SEXUAL DOS FILHOTES.........c.ccccueu..... 46
COMPORTAMENTO JUVENIL DE BRINCADEIRA .......cccocue.... A7
TESTES COMPORTAMENTAIS APOS INDUCAO DE

COMPORTAMENTO DOENTIO COM LPS.....ccoceeevereeceeeeea, 48
INgESTA0 aliMENTAr.......ccoiiiie e 49
Preferéncia @ SACAIOSE.......cuvueei e 49
CaMPO ADEITO ... 50
MONITORAMENTO DA TEMPERATURA CORPORAL................. 51
DOSAGEM DE CORTICOSTERONA........ceoeeeeeeeeeee e 52
DOSAGEM DE CITOCINAS ...ttt 53
D] 201X 53
ANALISE ESTATISTICA. ..o vttt 54
RESULTADOS.....uuvtiieeeeeeirreeeeeeieeesessssseeesessssssssesssssssssssssesssssseess DD
COMPORTAMENTO MATERNAL......c.coviiiiiieee e 55
AVALIACAO NEURONAL POR IMUNOHISTOQUIMICA PARA c-

Fos DURANTE A LACTACAO.......cocioiiie e 61
COMPORTAMENTO JUVENIL DE BRINCADEIRA .......cccvevennee 72


http://code-industry.net/

6.5

6.5.1
6.5.2
6.5.3
6.5.4
6.6
6.7

TESTES COMPORTAMENTAIS APOS INDUCAO DE

COMPORTAMENTO DOENTIO COM LPS........coiiiiiie e, 76
INgESTA0 AliMENTAN.......cciiieeeece e e 76
Preferéncia & SACArOSe......ocuveiiiiie i 78
CamPO ADEITO....ceeeiiiiice e 79
Monitoramento da temperatura corporal.............ocooiiiiiiiiiinnnnee. 81
DOSAGENS DE CORTICOSTERONA. ... 82
DOSAGENS DE CITOCINAS. ... 84
DISCUSSAOD. ..ot 85
CONCLUSAD. ...ttt 95
REFERENCIAS. ...ttt 96
ANEXO A 123

ANEXO Bt e 124


http://code-industry.net/

19

1 INTRODUCAO

A programacédo constitui-se em fendmeno epigenético que fundamenta as
relacbes entre nutricdo, ambiente e estresse, 0s quais agindo em um periodo
precoce e critico na vida podem mudar o desenvolvimento do organismo (DE
MOURA; LISBOA; PASSOS, 2008; DE MOURA; PASSOS, 2005). Condicdes
desfavoraveis no periodo perinatal, época em que ocorre o desenvolvimento do
sistema regulador do balanco energético podem reprogramar o metabolismo e
ajusta-lo nesta condicdo por toda a vida (BRUNTON et al.,, 2013; BRUNTON;
RUSSELL, 2010).

A programacédo é considerada uma fendbmeno adaptavel para a sobrevivéncia,
tanto dos que vivem em areas nutricionalmente deficientes e em condi¢cdes de
estresse quanto em condi¢cdes de oferta abundante de nutrientes, no qual esses
organismos podem estar em risco de desenvolver doencas metabdlicas, como
obesidade, dislipidemia, diabetes e hipertensdo (DE MOURA; LISBOA; PASSOS,
2008; DE MOURA,; PASSOS, 2005).

Um dos modelos experimentais de programacdo neonatal e obesidad é obtido
por meio da reducdo de ninhada, em que ninhadas séo padronizadas para trés ou
quatro filhotes por mae. O maior aporte nutricional em periodos precoces de
desenvolvimento promove uma programacdo metabodlica (PLAGEMANN et al., 1999)
e os efeitos desta programacdo podem se estender durante toda a vida, com a
sobrenutricdo pos-natal levando a obesidade na vida adulta (BOULLU-CIOCCA et
al., 2005; SPENCER; TILBROOK, 2009).

Entre os fatores ndo nutricionais relacionados ao ambiente neonatal estdo
agueles que dizem respeito ao comportamento maternal. Um ambiente maternal
adequado é capaz de prover aos filhotes condi¢cdes essenciais a sobrevivéncia dos
mesmos e modificacbes no ambiente neonatal afetam a qualidade e a quantidade do
comportamento maternal em relacdo aos filhotes, com consequéncias no
desenvolvimento e comportamento (DIMITSANTOS et al., 2007).

Neste estudo, avaliamos os efeitos das mudancas no ambiente maternal
neonatal sobre o comportamento maternal e o desenvolvimento da prole. Estudamos

também os efeitos das mudancas neonatais pela reducdo de ninhadas sobre o
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comportamento de brincar em filhotes na fase juvenil, através do comportamento
juvenil de brincadeira. A brincadeira € um comportamento bastante frequente na vida
de animais jovens, principalmente mamiferos e seu estudo pode ser considerado um
meio pelo qual € possivel compreender como ocorre o desenvolvimento
comportamental e social nestes animais. Esta habilidade social € um dos principais
indicadores de desenvolvimento saudavel em animais e humanos e a maioria dos
mamiferos gasta uma substancial parte de sua maturacdo engajados em brincadeira
com parceiros (TREZZA; BAARENDSE; VANDERSCHUREN, 2010).

Uma vez que os efeitos da programacéo nutricional neonatal podem perpetuar-
se durante toda a vida, avaliamos e discutimos algumas das modificagbes
comportamentais, endocrinas e inflamatdrias que ocorrem em ratos adultos em
razdo do sobrepeso / obesidade.

A obesidade é uma doenca muito comum que tem alcancado status de
epidemia em muitos paises desenvolvidos (BESSESEN, 2008), estando associada
ao aumento na susceptibilidade e morbidade a infeccbes (FALAGAS; KOMPOTI,
2006), entre elas as infeccBes cutaneas, periodontais e respiratérias (GARCIA,
2002; WOOD; JOHNSON; STRECKFUS, 2003; SALERNO et al., 2004). Alteracbes
na resposta imune a infeccdo foram observadas em varios modelos genéticos
animais de obesidade (IKEJIMA et al., 2005; IVANOV; KULCHITSKY;
ROMANOVSKY, 2001; IVANOV; ROMANOVSKY, 2002; LUGARINI et al., 2005;
O’CONNOR et al., 2005; PARK et al., 2009) e camundongos obesos mostraram
alteracdes na resposta inflamatoria ao lipopolissacarideo (LPS), com aumento na
expressao e liberacdo de citocinas no plasma, baco, figado e macréfagos peritoniais
(LAWRENCE; BROUGH; KNIGHT, 2012). Além disso, aumentos na expressao de
citocinas no hipotalamo e tecido adiposo em resposta ao LPS foram observados em
ratos obesos apos dieta com frutose (ORLANDI et al., 2015).

Nesse contexto sdo escassos 0s trabalhos que investigaram os efeitos dos
distirbios metabdlicos induzidos pela reducdo de ninhadas sobre as respostas
inflamatorias e comportamentais na prole adulta. Considerando que essas respostas
podem se modificar em razdo da programacdo e das modificacbes metabdlicas
ocorridas no periodo neonatal, nossos estudos tiveram por objetivo avaliar as
respostas de comportamento doentio induzido por LPS em ratos machos adultos

com sobrepeso pela reducéo de ninhadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A gestacéo e a lactacdo sdo um periodo critico para o futuro estado nutricional
e hormonal da progénie, uma relacdo que é denominada de programacao. A
definicdo de “programacédo” é a resposta adaptativa, em fetos, a um ambiente
intrauterino adverso (LUCAS, 1991). Segundo a hipotese do fendtipo econémico, o
desenvolvimento fetal é sensivel ao ambiente nutricional (HALES; BARKER, 1992).

A programacéo atua de forma a aumentar as chances de sobrevivéncia do feto
em condi¢des precéarias de nutricdo e promover modificagcdes no metabolismo pos-
natal (GOTTLIEB; DA CRUZ; BODANESE, 2008). CondicGes desfavoraveis no
periodo perinatal, época em que ocorre o desenvolvimento do sistema regulador do
balanco energético podem reprogramar o metabolismo e ajusta-lo nesta condicao
por toda a vida (BRUNTON et al., 2013; BRUNTON; RUSSELL, 2010). Um ambiente
prejudicial durante um periodo critico de desenvolvimento tem efeitos persistentes,
enquanto que este mesmo ambiente fora deste periodo critico somente induz
mudancas reversiveis (REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011). Entre os
fatores de programacdo estdo: nutricdo, horménios, estimulos fisicos, como
temperatura, ciclo claro-escuro e agentes estressores (DE MOURA; LISBOA;
PASSOS, 2008; DE MOURA; PASSOS, 2005).

A importancia do estado nutricional no feto estende-se ao periodo logo apés o
nascimento, uma vez que € neste periodo que ocorrem os eventos de plasticidade
fisiologica (BUCKLEY; JAQUIERY; HARDING, 2005) e manipulacdes dietéticas em
idade prematura podem afetar o desenvolvimento dos circuitos hipotalamicos ligados
a regulacdo da ingestdo alimentar (VELKOSKA et al., 2008). A melhora do aporte
nutricional e o ambiente mais favoravel podem tornar os efeitos da programacéao
ocorrida neonatalmente prejudiciais, dando origem a doencas metabdlicas,
cardiovasculares e renais no inicio da vida adulta (BARKER, 2007).

Durante o periodo de amamentacdo, a diminuicdo ou o aumento da ingestao
de leite, através dos ajustes padronizados no tamanho das ninhadas sao capazes de
programar mudancas adaptativas que persistem na vida adulta do animal. Estes
ajustes no tamanho das ninhadas possibilitam que neonatos de ninhadas maiores
sejam utilizados como modelo de estudo da subnutricdo
(LORANCA; TORRERO; SALAS, 1999; WILLIAMS et al, 2003), enquanto que os de
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ninhadas menores o sejam como modelo de sobrenutricdo (DAVIDOWA; YUZHEN,;
PLAGEMANN, 2003; HABBOUT et al., 2013; HOU et al., 2011; MARTINS et al.,
2008; PLAGEMANN et al., 1999a; PLAGEMANN et al.,, 2010; RODRIGUES et al.,
2007; RODRIGUES et al., 2011).

O modelo experimental de reducdo de ninhadas € utilizado para se estudar o0s
efeitos da programacgdo nutricional neonatal sobre a vida futura do animal
(PLAGEMANN et al.,, 1999; PLAGEMANN et al., 1999a; VELKOSKA; COLE,
MORRIS, 2005)

A Figura 1 mostra a representacdo esquematica da ninhada normal (10/12
filhotes), com padrédo de alimentacdo poOs-natal regular e da ninhada reduzida (3/4

filhotes), com padrdo de sobrealimentacéo pés-natal.

Figura 1 - Modelo de reducao de ninhada.

a — will
( ™ =
FREGE
L LT E;
10-12 pups/litter: Control
normal litter (NL) normal-fed
(NF)

) iy
SR R—
3-4 pups/litter: Postnatally
small litter (SL) overfed
(PNOF)

Fonte: Adaptado de Habbout et al., 2013.

A sobrealimentacdo neonatal em razdo da reducao no tamanho das ninhadas
leva a hiperfagia e maior adiposidade visceral (CONCEICAQO et al., 2011), aumento

nos niveis de glicose, insulina, triglicerideos e leptina ao desmame e na vida adulta
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(BOULLU-CIOCCA et al.,, 2005, HOU et al.,, 2011; LOPEZ et al.,, 2005, RAJIA;
CHEN; MORRIS, 2010; RODRIGUES et al., 2011), maiores niveis plasméticos de
corticosterona ao desmame e no periodo juvenil (RODEL et al., 2010) e prejuizo no
metabolismo de glicocorticoides (HOU et al., 2011), hipertensao e disfuncdo renal
(BOUBRED et al., 2007; PLAGEMANN et al.,, 1999a; YIM et al., 2013), hipertrofia
cardiaca (MOREIRA, 2009), aumento do estresse oxidativo e da resisténcia a
insulina no figado, levando a disfuncdo hepatica quando adultos (CONCEICAO et
al., 2013). Outras anormalidades advindas do modelo de sobrealimentacdo neonatal
incluem hiperinsulinemia, resisténcia insulinica e aumento da sensibilidade a insulina
no coracao (PEREIRA et al., 2006; PLAGEMANN et al., 2010), menor sensibilidade
a insulina no tecido adiposo epididimal (RODRIGUES et al., 2007), no coracdo
(MARTINS et al., 2008) e nas células beta-pancreaticas (CUNHA et al., 2009).

A leptina tem sido estudada em modelos de sobrealimentacdo neonatal, uma
vez que este hormdnio tem como principal fungédo a inibicdo da ingestao alimentar
(CUMMINGS et al., 2004), atuando na reducao do apetite ao informar o cérebro que
os estoques de energia em forma de gordura estdo adequados através da inibicéo
da formacédo de neuropeptideos relacionados ao apetite (VILLANUEVA; MYERS JR.,
2008). E produzida na placenta e principalmente no tecido adiposo, tendo como
reguladores a massa de tecido adiposo e hormdnios que agem na regulacdo do
metabolismo energético, como a insulina e os glicocorticoides (EHRHARDT et al.,
2001).

A interacdo da leptina com seu receptor se da no contexto dos neurdnios
produtores de neuropeptideos e neurotransmissores que aumentam (orexigenos) ou
diminuem (anorexigenos) a ingestao alimentar. Assim, a leptina tem acdo em quatro
peptideos produzidos em neurdnios do nucleo arqueado (ARC): o neuropeptideo Y
(NPY), o peptideo agouti (AgRP), a pré-opiomelanocorticotropina (POMC) e o fator
de transcricdo cocaina-anfetamina dependente (CART). Embora seja um modelo
incompleto, postula-se que a leptina suprima a atividade dos neurdnios que
produzem NPY/AGRP (efeito orexigeno) e que ela estimule a atividade de neurdnios
produtores de POMC ou CART (efeito anorexigeno) (SCHWARTZ et al., 2000).

Modificagbes nas agdes da leptina e da insulina em neurdnios hipotalamicos
ocorrem em animais com sobrepeso por reducdo de ninhadas, indicando uma
resisténcia aos sinais circulantes de adiposidade. O NPY tem relevante funcédo na

regulacdo da ingestdo alimentar e no controle do peso corporal, através da agéo
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orexigena no ARC e no nucleo paraventricular (PVN) do hipotalamo. A
hiperinsulinemia e hiperleptinemia em animais neonatos sobrealimentados né&o
aumentam os niveis de NPY, embora haja um aumento na expressédo de neurénios
NPY no ARC e na concentracdo deles no PVN, mostrando claramente a
desorganizacdo e ma-programacdo do sistema hipotalamico nestes animais
(DAVIDOWA; PLAGEMANN, 2000; DAVIDOWA; YUZHEN; PLAGEMANN, 2003;
PLAGEMANN et al., 2006).

A relacéo entre eventos precoces da vida e saude na idade adulta parece ser
em parte, mediada pela influéncia do cuidado maternal sobre o desenvolvimento de
sistemas neuronais que fundamentam a expressdao comportamental e as respostas
neuroendocrinas ao estresse na prole. Assim, a manipulacdo neonatal pode afetar o
comportamento da mae e a relacdo mae-filhote induzindo mudancas fisiolégicas e
comportamentais em resposta aos estimulos externos, as quais perduram durante
toda a vida do animal (MEANEY, 2001).

O conjunto de cuidados que as fémeas lactantes oferecem aos seus filhotes,
desde o nascimento até que eles desenvolvam caracteristicas e habilidades para
garantirem a prépria sobrevivéncia € chamado de comportamento maternal (CM)
(ANGOA-PEREZ et al., 2014; CROWELL-DAVIS; HOUPT, 1986; FERREIRA et al.,
2002; PIRES et al., 2013; VILELA, 2011). O CM em mamiferos e roedores assegura
a sobrevivéncia dos filhotes e prové nutricdo, calor, estimulacdo sensorial, limpeza e
protecdo (CUMMINGS; CLEMENS; NUNEZ, 2010), regulando o desenvolvimento
dos sistemas fisiologico, social, emocional, cognitivo e comportamental da prole
(FLEMING; DAY; KRAEMER, 1999; FLEMING et al., 2002).

O CM é modulado pela experiéncia derivada do parto (ROSENBLATT, 1992) e
pela estimulacdo somatosensorial que a fémea recebe dos filhotes (ROSENBLATT
et al, 1979; STERN, 1989).

Perto da data do parto, a méae inicia uma série de mudancas comportamentais
qgue visam receber adequadamente os filhotes, as quais incluem mudancas no
padrdo de limpeza corporal, levando mais tempo na limpeza da regido mamaria e
construgdo de um ninho com o substrato disponivel (NUMAN, 1988).

Em ratos, o CM ocorre com maior frequéncia nos primeiros dez dias apés o
parto e diminui a partir dai (GROTA; ADER, 1969). A motivacdo maternal é
estruturada neste periodo, no qual a mée adquire experiéncia interagindo com o
recém-nascido (POINDRON, 2005).
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O CM tem seu auge nas duas primeiras semanas ap0s 0 parto, diminuindo
gradativamente durante o crescimento dos filhotes, até que eles se tornem mais
independentes na autorregulacdo térmica e na procura de alimento e a mae torne-se
menos responsiva as demandas da prole (NUMAN, 1994). Depois de duas semanas
do nascimento ha um declinio gradual dos cuidados maternos, até que ocorra a
rejeicao dos filhotes pela mae ao desmame, o qual ocorre aproximadamente aos 28
dias de vida (REISBICK; ROSENBLATT; MAYER, 1975)

O rapido aparecimento do CM é decorrente das mudancas endoécrinas
maternais no periodo perinatal, como modificagbes nos niveis de estrogénio e
progesterona. Os niveis circulantes de estrogénios permanecem baixos até a
metade da gravidez e o0s niveis de progesterona aumentam (MANN, 2006;
NOVAKOV; FLEMING, 2005). A queda brusca da progesterona e aumento nos
niveis de estroégeno e prolactina (PRL) sdo essenciais para o inicio imediato do CM
junto ao parto (NUMAN, 1994).

As acOes de ratas lactantes para com seus filhotes podem ser diretas ou
indiretas. As ac¢les diretas incluem a constru¢cdo do ninho, o recolhimento dos
filhotes, a estimulacdo a miccdo através da lambida anogenital e o posicionamento
da méae sobre os filhotes (MANN, 2006). Além destas, a postura arqueada de ratas
lactantes expde as mamas e facilita a ejecdo do leite pela sucgdo (STERN;
JOHNSON, 1990).

Quanto as acOes indiretas de lactantes em relacdo aos filhotes temos o
comportamento agressivo contra o intruso (defesa propria e da ninhada) e
comportamentos preditivos de ansiedade reduzida, denominado de ansiolise
maternal (BOSCH et al., 2005; FLEMING; LUEBKE, 1981; VILELA, GIUSTI-PAIVA,
2011).

A lambida constitui-se em importante medida da qualidade dos cuidados
maternais, pois além de manter os filhotes limpos e promover a mic¢éo e defeccéo,
tem alto impacto sobre o desenvolvimento emocional e social da prole (BOSCH;
NEUMANN, 2012).

Variacdes nos parametros de lambidas durante os primeiros dez dias de vida
da prole mostram repercussdes na fase adulta. Filhotes de maes consideradas
altamente lambedoras - HL (high licking) exibem respostas atenuadas ao estresse
(LIU et al., 1997), além de apresentarem abertura dos olhos mais precocemente e

comportamento de medo reduzido quando avaliados no teste de campo aberto
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comparados aos filhotes de mé&es pouco lambedoras — LL (low licking) (URIARTE et
al.; 2007).
Na Figura 2 estéo representados alguns parametros maternais e ndo-maternais

em roedores que sao observados durante a analise do comportamento maternal.

Figura 2 - Representacdo esquematica dos parametros do comportamento maternal e nao-
maternal em roedores.

Nota: Cifose (A), Carregando filhote (B), Lambendo filhote (pup-grooming/licking pups) (C),
Construindo ninho (D), Fora do ninho (E), Agrupando os filhotes (F), Sobre os filhotes

(G).
Fonte: Veronesi,V. B., 2016.

O comportamento maternal pode modular as respostas ao estresse, com
impacto substancial sobre o desenvolvimento comportamental, endécrino e neural
da prole (DIMITSANTOS et al., 2007; KAFFMAN; MEANEY, 2007).

Diferencgas individuais na frequéncia de lambidas e cifose em ratas lactantes
contribuem para o desenvolvimento de diferencas na responsividade ao estresse na
prole adulta (CALDJI et al., 1998). A deficiéncia no cuidado maternal torna os filhotes
hiperresponsivos ao estresse e mais suscetiveis a doencas e problemas
comportamentais na vida adulta (CIRULLI; BERRY; ALLEVA, 2003; NEWPORT,;
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STOWE; NEMEROFF, 2002; SEIPP; JOHNSTON, 2005; WEAVER et al., 2004),
enquanto que respostas atenuadas ao estresse foram observadas com o aumento
do cuidado maternal, mostrando ser o eixo hipotalamo-hipofise-adrenais (HHA)
sensivel aos eventos de programacao neonatal em ratos (CHAMPAGNE et al., 2003;
LIU et al, 1997; WEAVER et al., 2004; ZHANG et al., 2013).

O estudo do sistema neuroenddcrino em ratos durante o periodo peripuberal
envolve uma cascata, em que as condicdbes ambientais em um estagio do
desenvolvimento podem modificar experiéncias em estagios posteriores. Em apoio a
esta ideia, estudos prévios mostraram que manipulacdes durante o periodo pré-natal
ou neonatal afetam a frequéncia da brincadeira na fase juvenil (PARENT; MEANEY,
2008). Desta forma, o estresse pré-natal da mae feminiliza a brincadeira juvenil
causando diminuicdo da mesma em ratos machos, mostrando que a diferenciacao
sexual da brincadeira social comeca durante o periodo pré-natal (WARD; STEHM,
1991). Além disso, a administracdo de estradiol ou testosterona durante o periodo
neonatal masculiniza comportamentos sociais em fémeas (OLESEN et al, 2005;
PELLIS; PELLIS; KOLB, 1992; PELLIS et al., 1997).

O comportamento juvenil de brincadeira (CJB) € considerado uma das mais
precoces formas de comportamento social ndo diretamente relacionado a mae em
roedores e é considerada uma vigorosa forma de interacdo social em mamiferos
jovens (SPEAR, 2000; VANDERSCHUREN; NIESINK; VAN REE, 1997). Esta
habilidade social € um dos principais indicadores de desenvolvimento saudavel em
animais e humanos e a maioria dos mamiferos gasta uma substancial parte de sua
maturagao engajados em brincadeira com parceiros
(TREZZA; BAARENDSE; VANDERSCHUREN, 2010).

A brincadeira € um comportamento bastante frequente na vida de animais
jovens e ocorre em muitas espécies animais, principalmente primatas, roedores,
carnivoros, ungulados, elefantes e cetaceos (GRAHAM; BURGHARDT, 2010). Em
ratos, a brincadeira juvenil é critica para o desenvolvimento de comportamentos
sociais normais, incluindo o reconhecimento familiar de coespecificos e a expressao
apropriada de comportamentos agressivos e reprodutivos (NORTHCUTT; NGUYEN,
2014).

O estudo da brincadeira pode ser um meio pelo qual é possivel compreender
como ocorre 0 desenvolvimento comportamental e social em animais. As

investigacdes do comportamento social de brincadeira abrangem aspectos como
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caracteristica do mesmo, diferencas sexuais, areas cerebrais e neurotransmissores
envolvidos e alteragbes no ambiente social, os quais poderiam influenciar a
organizagdo deste comportamento.(VIEIRA; SARTORIO, 2002). Além disso, a idade
interfere decisivamente neste comportamento ludico e é fator relevante para que a
brincadeira ocorra. E, portanto, caracteristica de animais jovens que estio em
desenvolvimento, tendo seu inicio por volta do 18° dia de vida, com picos durante o
periodo pré-puberal (dias 30-40), diminuindo apds a puberdade (AUGER; OLESEN,
2009). A brincadeira social € observada como mordida, luta, investida e imobilizacao
(bite, wrestling/boxing, pouncing, pinning) (VANDERSCHUREN; NIESINK; VAN
REE, 1997; THOR; HOLLOWAY, 1984). Pouncing € o ato de pular ou avancar sobre
a nuca do companheiro, € considerado uma iniciacdo ou solicitacdo de brincadeira,
enquanto que pinning é usado para determinar o “status” de dominancia entre
juvenis (MEANEY; STEWART, 1981). Durante o encontro social, pinning é
considerado a postura mais Obvia do comportamento social de brincadeira e
funciona como uma libertagdo de uma luta prolongada (PANKSEPP, SIVIY;
NORMANSELL, 1984; PELLIS; PELLIS, 1987). Ap6és um periodo variavel de
isolamento social, os animais apresentam maiores frequéncias de parametros de
comportamento de brincar (AUGER; OLESEN, 2009; PANKSEPP; BEATTY, 1980).
Além disso, a brincadeira decai com o passar do tempo (HOLE, 1991).

O CJB é considerado sexualmente dimorfico, com machos exibindo maiores
niveis de brincadeira social que as fémeas em razdo dos maiores niveis circulantes
de testosterona em machos (AUGER; OLESEN, 2009; MEANEY et al, 1983,
MEANEY; STEWART,1981a; OLIOFF; STEWART, 1978). Fémeas de roedores
interrompem mais frequentemente um episédio de brincadeira do que os machos.
(MEANEY; STEWART; BEATTY, 1985) e eventos de interacdo social entre elas
tendem a ser mais curtos (HOLE, 1988). Além disso, sdo mais provaveis de serem
imobilizadas pelo parceiro de brincadeira, enquanto que machos adotam taticas
defensivas que levam mais frequentemente a luta (PELLIS; PELLIS, 1990).

O estudo de comportamentos sociais tem crescido nos udltimos anos.
Desordens psiquiatricas como a esquizofrenia podem levar ao afastamento e
isolamento social em humanos e roedores (CANNON et al, 2008; SCHNEIDER,;
KOCH, 2005) e déficits no CJB e em outros tipos de interacdo social apos infeccéo
neonatal e injaria cerebral em ratos foram descritos como modelo de autismo
(KIRSTEN et al., 2012; LANCASTER, 2007; PLETNIKOV et al., 1999).
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A compreensao do desenvolvimento do CJB continua a ser extremamente
dificil devido a incoeréncia metodoldgica entre os estudos, havendo necessidade de
padronizacdo na coleta e andlise deste comportamento, o que aumentara a
habilidade de comparacdes com futuros estudos e facilitara a translacdo para a
saude humana (BLAKE; MCCOY, 2015).

O impacto duradouro que modifica¢des nutricionais, metabdlicas e hormonais
no ambiente intrauterino e no periodo pés-natal exercem sobre a determinacédo de
processos vitais futuros estd bem consolidado na literatura (PLAGEMANN, 2006). O
modelo de reducdo de ninhadas em roedores € um modelo experimental bastante
util para se estudar os efeitos da programacao neonatal sobre eixos metabdlicos na
vida adulta, uma vez que a maturacdo neuroenddcrina em roedores ocorre
principalmente durante o periodo pods-natal (MATTHEWS, 2002). O maior aporte
nutricional em ninhadas menores, através do modelo de reducdo de ninhadas tem
sido estudado por pesquisadores tanto em ratos quanto em camundongos
(HABBOUT et al., 2013; HOU et al., 2011; MARTINS et al., 2008; PLAGEMANN et
al., 1999; PLAGEMANN et al., 2010; RODRIGUES et al., 2007; RODRIGUES et al.,
2011) e suas consequéncias mais relevantes envolvem o sobrepeso e a obesidade.

A obesidade é uma doenca muito comum que tem alcancado status de
epidemia em muitos paises desenvolvidos (BESSESEN, 2008) e esta associada ao
desenvolvimento de comorbidades como doencas cardiovasculares, dislipidemias,
diabetes e disfuncéo hepatica, entre outras (CONCEICAQO et al., 2013).

Uma das mais importantes descobertas das pesquisas em obesidade é o
conceito de que ela é caracterizada por uma inflamacéo crénica de baixo grau. Novo
enfoque tem sido dado a resposta inflamatéria do tecido adiposo branco (TAB), o
qual é considerado um importante 6rgao endocrino metabolicamente ativo (RITCHIE;
CONNELL, 2007; ANTUNA-PUENTE et al., 2008).

A ligagdo entre o acumulo de tecido adiposo e mudangas em marcadores
inflamatorios tem sido descrita na literatura (BULLO et al., 2007; FANTUZZI,
2005; JUGE-AUBRY; HENRICHOT; MEIER, 2005). Individuos obesos tém aumento
em marcadores inflamatorios como a proteina C-reativa e a interleucina 6 (IL-6), com
o TAB contribuindo com aproximadamente 30% da IL-6 circulante (FANTUZZI,
2005). A inflamacéo sistémica de baixo grau na obesidade leva a um aumento na
concentracéo das adipocinas pro-inflamatérias, entre elas a IL-6, o fator de necrose

tumoral a (TNF-a), a leptina e a adiponectina (anti-inflamatoria), as quais exercem
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grande impacto em diversas fungdes corporais que estao fortemente correlacionadas
com doencas cardiovasculares (SOUZA et al., 2008).

Mas o processo inflamatério no tecido adiposo € diverso da inflamacao
resultante da ativacéo do sistema imune pela invasédo de microorganismos.

A inflamacdo é descrita na literatura como uma resposta recrutada pelo
organismo diante de lesdes, apresentando caracteristicas como edema,
vermelhiddo, dor e febre, os quais determinam os sinais cardinais da inflamagé&o
como tumor, rubor, dor e calor (LARSEN; HENSON, 1983). A inflamacé&o constitui-se
em mecanismo de defesa para combater os estimulos nocivos e iniciar 0 processo
de reparacao tecidual, caracterizando-se por uma resposta biolégica complexa de
tecidos vasculares a estimulos lesivos como danos celulares, irritantes fisicos ou
qguimicos e patogenos (GALLIN; GOLDSTEIN; SNYDERMAN, 1992).

A resposta inflamatadria frente a um microorganismo decorre do reconhecimento
desses agressores através dos sistemas de reconhecimento de agentes patogénicos
como os receptores do tipo toll-like (TLR) do sistema imune do organismo. Diversas
células como as células musculares, enterdcitos, adipocitos e macréfagos
expressam o0s receptores TLR, o que estabelece uma integracdo entre o sistema
imune e metabdlico (BEUTLER, 2004; SONG et al.,, 2006). Estes receptores tém
como seus ligantes o lipopolissacarideo e os acidos graxos saturados. A ligacao
entre esses ligantes e o receptor estimula a sintese de citocinas pro-inflamatérias, as
quais atuam como mediadores da inflamacédo patogénica e da inflamacéo decorrente
da obesidade.

A ativagdo do sistema imune a partir de estressores biolégicos é frequente em
modelos experimentais e consiste na aplicacdo de LPS ou endotoxina (KELMER,
2009). O LPS é uma molécula altamente toxica derivada da membrana celular
externa de bactérias gram-negativas e sua liberacdo ocorre quando a bactéria se
multiplica ou quando é fagocitada e degradada pelas células de defesa (TUIN et al.,
2006).

A endotoxina é considerada o principal fator responsével pelas manifestagfes
toxicas de infeccdes por bactérias gram-negativas e também pela inflamagéo
sistémica (RIETSCHEL et al., 1994), sendo extremamente tdxica para animais,
apresentando efeito em concentragcbes menores que 1 nM (ADEREM; ULEVITCH,
2000).
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Sua estrutura consiste em duas camadas de aclUcar e uma camada lipidica,
uma parte hidrofilica e outra hidrofobica, respectivamente, sendo a porcao lipidica,
chamada de Lipideo A, considerada a principal responsével pela acdo antigénica do
LPS (RAETZ; WHITFIELD, 2002) (Figura 3).

O organismo esta preparado para detectar pequenas quantidades de LPS
circulante de forma a combater o foco infeccioso. Conforme j& descrito, o LPS
desencadeia vias de sinalizacdo intracelular através de sua ligacdo a receptores
localizados na membrana celular, denominados receptores Toll-like 4 (TLR4),
considerados sensores primarios de infecgdes microbianas (POLTORAK et al.,
1998).

Figura 3 — Estrutura de lipopolissacarideo da parede celular de bactérias gram-negativas
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Fonte: http://www.microbiologybook.org/Portuguese/lipo-portuguese.jpg

O reconhecimento do LPS pode ser mediado por outras moléculas como a LBP
(Lipopolysaccharide Binding Protein), proteina ligadora de LPS, a proteina CD14
(Cluster of Differentiation), conjunto de diferenciacdo 14 em sua forma soluvel ou
ancorada a membrana celular (sCD14 e mCD14, respectivamente) e ainda a

proteina mieldide diferenciadora 2 (MD-2) que também pode ser encontrada nas
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duas formas. As proteinas LBP, MD-2 e sCD14 agem como proteinas auxiliares,
com a funcéo de transferir LPS para o receptor TLR4 ou para o complexo formado
entre o receptor TLR4 e a proteina MD-2, sendo esse complexo considerado como a
principal forma de reconhecimento do LPS (SHIMAZU et al., 1999; AKIRA; TAKEDA,
2004) (Figura 4).

Figura 4 - Resposta imune inata evocada por lipopolissacarideo endotoéxico (LPS).
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Nota: Secrec¢éo de citocinas por mondcito/neutréfilos e macrofagos teciduais circulantes por
LPS. Ligacdo do LPS com a LBP ou septinas. O complexo recém-formado ativa
diferentes células por ligagcdo ao seu receptor CD14 e receptor toll-like 4 (TLR4). Duas
formas de receptores CD14 podem ser encontrados. O primeiro esta presente na
superficie das células mieléides (mMCD14) e atua como uma glicosil-fosfatidilinositol
(GPI)-glicoproteina de membrana ancorada, a outra forma € soltvel no soro (sCD14) e
tem as propriedades de GPI, embora possa se ligar ao LPS para ativar as células
desprovidas de mCD14, tais como células endoteliais. O complexo LPS/LBP é eficaz
em ativar células de origem mieldide (neutréfilos, mondécitos, macréfagos e microglia),
levando & producédo de citocinas pro-inflamatérias, tais como IL-1, TNF e IL-6. Estas
citocinas podem se ligar aos seus receptores cognatos expressos na superficie de
células que formam a BHE (barreira hematoencefalica), mas ndo sdo essenciais para
a mediacéo dos efeitos de LPS no SNC.

Fonte: ZHANG, J; RIVEST, S., 2003, modificado.

A ativacdo dos receptores TLR4 é capaz de desencadear varias vias de
sinalizacdo, entre elas a MAPK (proteina quinase ativada por mitdgenos), AP-1
(proteina ativadora 1), STAT (sinal transdutor e ativador da transcricao), IRF3 (fator
regulatorio 3 de interferon), entre outras. Uma das principais vias ativadas pelo LPS

€ a via do fator de transcricdo NFkB (fator nuclear kappa B) que ao se translocar ao
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ndcleo, promove a transcricdo de diversos genes que participam de processos
fisiologicos e fisiopatologicos (RAETZ; WHITFIELD, 2002).

Dentre as diversas respostas e atividades fisiologicas controladas pelo NFkB,
sua acao sobre processos inflamatérios e imunes, apoptose, diferenciacédo celular e
ativacdo da proliferacdo de células tumorais estdo entre os mais bem estudados e
compreendidos até o momento (CRUZ-MACHADO, 2010). O NFkB age para mediar
a transcrigdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF- q, IL-6 e a interleucina 1B (IL-
1B), enzimas como iNOS (6xido nitrico sintetase induzivel), COX-2 (cicloxigenase 2),
receptores de bradicinina B1, prostaglandinas, histamina e serotonina e a transcri¢cao
da proteina repressora IkB-alfa (inibidor de kappa B), o que resulta na auto-inibigéo
do sistema (CRUZ-MACHADO, 2010; DE PAIVA et al.; 2010; GHOSH; HAYDEN,
2008; KELMER, 2009; NISHIO et al., 2013).

A producdo dessas proteinas promove uma sinalizacdo variada para outras
células do organismo, principalmente células endoteliais e neutrdfilos, permitindo o
controle das respostas frente ao LPS (DANTZER, 2009; KELLEY et al.,2003;
NISHIO et al., 2013). O padrdo de expressdo multi-mediado do LPS permite a
capacidade de gerar diferentes respostas nas células do organismo (BONIZZI,
KARIN, 2004).

A exposicdo a endotoxina, a producdo de citocinas e a maior sintese de
prostaglandinas levam a ativacao do sistema imune e ao aparecimento do conjunto
de sintomas conhecidos como comportamento doentio (sickness behavior) (BANKS,
ERICKSON, 2010; BEUTLER, 2004; DUNN, 2002; LARSON; DUNN, 2001; MARTIN
et al.,, 2013; MCCUSKER, KELLEY, 2013; SERRATS, SAWCHENKO, 2009). O
comportamento doentio € comumente avaliado em modelos animais que utilizam o
lipopolissacarideo ou as citocinas proé-inflamatérias (DANTZER, 2001; DANTZER,
2004; DANTZER, 2006).

As citocinas atuam na interacdo entre os sistemas imune e neuroenddécrino,
sendo esta atuacdo bidirecional e crucial para a manutencdo da homeostase,
regulando a proliferacdo celular, a secrecdo de hormdnios, 0 comportamento e a
atividade do eixo HHA (DANTZER et al.,, 1998; HADDAD; SAADE; SAFIEH-
GARABEDIANC, 2002).

A ativacdo do eixo HHA em resposta ao LPS constitui-se em uma importante

resposta imunoreguladora para suprimir a resposta inflamatéria, diminuindo a
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producéo de proteinas da fase aguda e de citocinas pro-inflamatorias e prevenindo o
choque séptico (BERCZI, 1998).

O LPS aumenta a expressao e liberacédo de varias citocinas, entre elas a IL-1,
IL-6 e TNF-a, as quais agem conjuntamente para regular a liberagcao de esteroides
na adrenal (BEISHUIZEN; THIJS, 2003; KIRSTEN et al., 2013; KIRSTEN et al.,
2015). O tempo e a duracao desta ativacdo podem ser considerados o0s principais
fatores que regulam o sistema imune e o sistema nervoso central (SNC),
influenciando no comportamento doentio (RIVEST, 2003; SHIRAZI et al., 2015).

As modificacbes comportamentais produzidas por meio da ag¢ao de citocinas no
encéfalo ocorrem através de duas formas principais: via neural, por meio de
neurénios aferentes primarios que inervam a regido onde ocorre 0 processo
infeccioso; e via humoral, em que citocinas pro-inflamatérias sado produzidas por
fagocitos nos érgaos circunventriculares (CVOs) e plexo coroide, seguidos pela
propagacao de sinais imunes no parénquima encefélico (DANTZER, 2009).

A liberacdo de citocinas e o aparecimento dos sintomas do comportamento
doentio constituem-se em estratégias para poupar energia (DANTZER, 2001), sendo
considerada uma resposta adaptativa do animal para realocar recursos energéticos
e combater a infeccdo (HART, 1988).

Os sintomas do comportamento doentio incluem febre, anorexia, anedonia,
reducdo da atividade locomotora e do comportamento exploratério, do
comportamento social, mal-estar, perda de interesse em atividades proprias da
espécie, piloerecdo e perda do apetite sexual (AUBERT, 1999; DE PAIVA et al.,
2010; YIRMIYA, 1996).

Dentre os sintomas do comportamento doentio, a reducdo na ingestao
alimentar e a perda de peso sdo 0s mais classicos, estando a ingestdo alimentar sob
controle de varias regides do SNC como ARC, hipotalamo lateral, complexo vagal
dorsal e nucleos da rafe, onde ocorre a integracdo de sinais do estado energético e
ingestao calorica (DHILLO, 2007; SCHWARTZ et al., 2000).

A reducdo na preferéncia e consumo de solucdes agucaradas apds a
endotoxemia caracterizam a anedonia (YIRMIYA, 1996), a qual tem sido bastante
estudada em animais experimentais em seu modelo de preferéncia a sacarose (DE
LA GARZA, 2005; WEIL et al., 2006). A busca pelo estimulo atraente de solugdes
adocicadas é uma resposta comportamental centralmente controlada pelo

hipotadlamo e tronco cerebral, areas envolvidas no controle da homeostase e
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ingestao alimentar (AHIMA; ANTWI, 2008; DE ARAUJO et al., 2008; PIZZAGALLI et
al., 2009).

Além da reducdo na ingestdo alimentar e da anedonia, outro sintoma do
comportamento doentio em animais é caracterizado pela diminuicdo da atividade
locomotora e exploratéria no aparato de campo aberto, os quais podem ocorrer apos
a administracdo de LPS e da IL-1 (NOROUZI et al., 2016; SWIERGIEL; DUNN,
2007). O campo aberto é frequentemente usado para a avaliacdo da atividade
locomotora e também da ansiedade em roedores. Neste teste, quando o animal
passa mais tempo na periferia do aparato é considerado como um marcador de
ansiedade (AZIZI-MALEKABADI et al., 2015a; AZIZI-MALEKABADI et al., 2015b).

Dentre as alteragcbes comportamentais presentes na endotoxemia estdo ainda
as respostas termorregulatérias que levam a febre, as quais produzem um ambiente
desfavoravel ao patdgeno e aumentam a eficacia da resposta imune (KLUGER,
1986; MOLTS, 1993). A regulacdo da temperatura corporal ocorre em varias
estruturas neurais, entre elas o hipotalamo, sistema limbico, troncocerebral,
formacdo reticular, medula espinhal e ganglios simpaticos (BLATTEIS, 1998), mas é
a éarea pré-6ptica do hipotdlamo anterior (POA) uma das estruturas
termorreguladoras de maior importancia, exercendo um papel fundamental no
controle da temperatura corporal, recebendo informacbes térmicas dos
termorreceptores periféricos e da medula espinhal (MORRISON; NAKAMURA;
MADDEN, 2008; ROMANOVSKY, 2007).

O valor aceitavel de temperatura corporal em determinadas circunstancias
define o set point termorregulatorio. Através deste, os mecanismos de perda ou
ganho de calor podem ser regulados e as respostas compensatérias geradas frente
as variacOes de temperatura (KANOSUE et al., 1997). As falhas neste termostato em
manter a temperatura homeostatica definem os termos hipotermia, hipertermia e
febre. Na hipotermia, a temperatura corporal diminui abaixo do valor do set point
termorregulador (abaixo dos 35°C). A hipertermia caracteriza-se pela elevacdo da
temperatura corporal acima do valor do set point devido ao calor ambiental ou a
sobrecarga metabolica, dependendo da temperatura ambiente. A febre € uma
elevacdo regulada da temperatura corporal com variacbes do set point
termorregulador e ndo uma consequéncia da incapacidade dos mecanismos

termorreguladores de dissipar o ganho de calor como ocorre na hipertermia. Assim,
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a resposta febril ndo depende da temperatura ambiente, podendo se desenvolver
em qualquer temperatura (CABANAC; MASSONNET, 1980).

A resposta febril envolve a participacdo dos sistemas endocrino, neurolégico e
imunologico, os quais sdo estimulados através da acdo de agentes pirogénicos
enddgenos ou exdgenos. Dentre os agentes pirdgenos exdgenos estdo 0s virus,
bactérias e fungos, 0s quais atuam indiretamente através da estimulacdo da
producdo de agentes pirogénicos enddgenos por células do sistema imune. Dentre
os enddgenos envolvidos na geracao da febre estdo as citocinas, como IL-1, IL-6 e
TNF-a, prostaglandinas e endotelinas (KLUGER, 1991; ROMANOVSKY et al., 2005).
O principal eucosanoide envolvido na geracdo da resposta febril € a prostaglandina
E2 (PGE2), além do aumento na sintese de Oxido nitrico (NO) e mondxido de
carbono (CO) apds administracdo do LPS (GERSTBERGER, 1999; STEINER;
COLOMBARI; BRANCO, 1999). O tratamento com LPS ativa a cascata
complemento pela estimulacdo da producdo de PGE2 por células sinalizadoras
(células de Kupfer), os quais se ligam em seus receptores presentes nos nervos
aferentes vagais conduzindo estimulos para o nucleo do trato solitario (NTS) e para
a POA no hipotdlamo. Dessa maneira, neurdnios sensiveis ao calor sao inibidos
nesta regido, determinando a fase inicial ou fase neural da febre. Posteriormente,
citocinas pré-inflamatérias estimulam a producdo de PGE2 dependente de COX-2,
causando a inibicdo dos neurdnios sensiveis ao calor, caracterizando, assim, a fase
tardia da febre ou fase humoral. A manifestacdo destas duas fases apds a
administracdo de LPS determina a resposta febril bifasica (ROTH; BLATTEIS, 2014;
ROTH; SOUZA, 2001).

A desregulacédo do sistema imune frente a infeccdo bacteriana na obesidade
mostra o relevante papel modulador do tecido adiposo na interacdo entre o sistema
imune e metabdlico.

Estudos prévios observaram um aumento na susceptibilidade e morbidade a
infeccbes em individuos obesos (FALAGAS; KOMPOTI, 2006), entre elas as
infeccbes cutaneas, periodontais e respiratérias (GARCIA, 2002; WOOD;
JOHNSON; STRECKFUS, 2003; SALERNO et al., 2004). Além disso, modificacdes
na resposta imunoldgica a infecgédo foram observadas em varios modelos genéticos
animais de obesidade (IKEJIMA et al., 2005; IVANOV; KULCHITSKY;
ROMANOVSKY, 2001; IVANOV; ROMANOVSKY, 2002; LUGARINI et al., 2005;
O’CONNOR et al., 2005; PARK et al., 2009) e em modelos de obesidade induzida
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por dieta (AMAR et al., 2007; ASTIZ et al., 2016; LAWRENCE; BROUGH; KNIGHT,
2012; MARISSAL-ARVY et al.,, 2014; ORLANDI et al., 2015; POHL; WOODSIDE;
LUHESHI, 2009; SMITH et al., 2007) ap0s o sistema imune ser estimulado por
tratamento com LPS ou outros padrbes moleculares associados a micrébios
(PMAM).

Dentre outros efeitos observados apos desafio imune agudo com LPS, ratos
obesos apresentaram maior febre, maiores niveis circulantes e maior secrecdo de
citocinas proé-inflamatoérias pelo tecido adiposo (POHL; WOODSIDE; LUHESHI,
2009), enquanto que ratos com sindrome metabdlica em razdo de dieta rica em
frutose exibiram exacerbacéo das respostas comportamentais e febris, com aumento
da expressdo de citocinas pro-inflamatorias e da imunoreatividade de c-Fos no
hipotalamo (ORLANDI, 2015). Além disso, camundongos obesos por dieta também
exibiram maior resposta inflamatéria e maior temperatura corporal apés
administracdo de LPS (LAWRENCE; BROUGH; KNIGHT, 2012).

O aumento de 11% no peso corporal em ratos foi suficiente para aumentar o
namero e a duracdo dos sintomas doentios apds injecdes de LPS, estando a
severidade dos sintomas doentios relacionada ao aumento de peso corporal (POHL
et al, 2013).

Estudos prévios tém investigado o papel da leptina como mediadora
neuroimunoldgica da resposta inflamatéria frente ao LPS (GUZIK et al.,, 2007;
INOUE; LUHESHI, 2010; SACHOT; POOLE; LUHESHI, 2004), uma vez que sua
transcricdo e traducdo estdo aumentadas frente a estimulos inflamatérios como o
LPS, a IL-1B8 e a IL-6 (LANDMAN et al., 2003). Acdes da leptina no sistema imune
incluem a modulacdo de mondcitos e macrofagos, neutrdfilos, eosindfilos, basdfilos,
células natural killer, células dendriticas e linfécitos (BUSSO et al., 2002; MACIA et
al., 2006; LI et al., 2007).

Como a obesidade esta associada aos maiores niveis de leptina, esta parece
ser capaz de promover a0 menos em parte, um agravamento nos sintomas de
comportamento doentio em animais obesos. O LPS levou a um aumento tardio nos
niveis circulantes de leptina em ratos obesos, demonstrando ser esta adipocina uma
importante mediadora da resposta imune inata na manutencédo da resposta febril
observada em ratos obesos (POHL; WOODSIDE; LUHESHI, 2014).

A exacerbacdo da resposta febril e maior ativacdo do eixo HHA apéds

administracdo de LPS, tanto em ratos com obesidade induzida por dieta quanto
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naqueles que sofreram sobrealimentacdo neonatal pela redugdo de ninhadas
evidenciam que o aumento da massa corporal é fator relevante no agravamento dos
sintomas do comportamento doentio (CLARKE; STEFANIDIS; SPENCER, 2011).

Mais recentemente, foi descrito o envolvimento da adrenal e do seu receptor
de melanocortina 2 (MC2R) na ativagéo do eixo HHA apds desafio imunologico com
LPS em ratos com sobrealimentacédo neonatal (CAl et al., 2016).

Evidéncias epidemiologicas mostram estar a obesidade associada as respostas
alteradas do sistema imunologico frente a infeccdo e modelos animais em roedores
procuram compreender os mecanismos envolvidos nesta associagao.

Os efeitos da programacao metabdlica neonatal tém sido investigados em seus
diversos aspectos, mas a literatura ainda € escassa sobre as respostas inflamatorias
e comportamentais em animais submetidos a reducdo de ninhadas. Em razao disto,
decidiu-se avaliar as respostas inflamatérias e comportamentais em animais com
sobrealimentacdo neonatal. Maiores investigacdes e consideracdes sobre o impacto
do sobrepeso e da obesidade nas respostas comportamentais e inflamatorias podem

ajudar a salvar milhares de vida.
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3 JUSTIFICATIVA

O ambiente maternal constitui-se em um dos mais significativos ambientes que
um mamifero encontrard ao longo de toda a sua vida (PRYCE; BETTSCHEN;
FELDON, 2003), o que torna este comportamento crucial para o desenvolvimento
adequado dos filhotes. ModificacGes precoces neste ambiente podem levar a futuras
alteracdes neuroenddcrinas, desequilibrio das funcdes cognitivas e na reatividade ao
estresse, bem como nos comportamentos social e reprodutivo (MEANEY, 2001).

Assim, o ambiente perinatal parece ser crucial para a programacdo metabdlica
e hormonal em curto e em longo prazos e o modelo de reducéo de ninhadas tem se
mostrado um modelo experimental bastante Gtil para se estudar as consequéncias
da sobrealimentagdo neonatal (HABBOUT et al., 2013), em que a maior
disponibilidade de leite em ninhadas menores leva ao sobrepeso e obesidade
guando adultos (PLAGEMANN et al., 1999).

Além disso, os tecidos adiposos subcutaneo e abdominal sdo descritos como
tecidos ativos na regulacdo de processos fisioldgicos e patolégicos, incluindo
imunidade e inflamacédo (SUN; KARIN, 2012; TOUBAL et al.,2013; LEE; LEE;
CHOUE, 2013) e a obesidade induzida por dieta est4 associada a desregulacédo da
funcdo imune em humanos e ratos (PALMER; CORPUZ; GUIRGUIS, 2010; POHL,;
WOODSIDE; LUHESHI, 2014).

Por estas razdes, torna-se importante avaliar se 0 modelo de reducdo de
ninhadas é capaz de causar modificagbes no ambiente maternal e no
desenvolvimento dos filhotes, afetando as respostas comportamentais e

inflamatorias na prole adulta.
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4 OBJETIVOS

A seguir estao descritos o objetivo geral e os especificos do presente estudo.

4.1 GERAL

Avaliar o comportamento maternal em ratas lactantes e as respostas
comportamentais e inflamatérias em filhotes de ninhada normal (NN) e ninhada
reduzida (NR).

4.2 ESPECIFICOS

Avaliar em lactantes e filhotes de NN e NR:

| — O comportamento maternal e a ativacdo neuronal em fémeas lactantes;

Il — Os desenvolvimentos fisico, reflexivo e sexual em filhotes machos e fémeas;

[l — O comportamento juvenil de brincadeira em filhotes machos e fémeas;

IV — As respostas comportamentais e inflamatorias em ratos machos adultos apoés

desafio imunolégico com lipopolissacarideo.
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5 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos utilizados neste trabalho estdo descritos a seguir.

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados 120 ratos machos e 240 fémeas Wistars, provenientes do
biotério da Universidade Federal de Alfenas, mantidos em temperaturas de 22 + 2
°C, sob ciclo claro/escuro de 12h (7h — 19h) Todos os animais receberam racgéo
comercial (NUVILAB-CR-1) e agua ad libitum. O acasalamento foi realizado por 21
dias na proporcdo de 2 fémeas para 1 macho sexualmente experiente. Apos a
constatacdo da prenhez, através da analise do lavado vaginal (presenca de
espermatozoides) foi considerado dia gestacional zero (DG 0). As ratas foram entéo
separadas individualmente em caixas até o nascimento dos filhotes. O dia do
nascimento dos filhotes foi considerado como dia lactacional 1 (DL 1). No DL 2 as
ninhadas foram padronizadas em ninhada normal (NN - 12 filhotes) e ninhada
reduzida (NR - 3 filhotes). Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Animais da Universidade Federal de Alfenas, sob o nimero
de protocolo 468/2012.

5.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

No dia do nascimento (DL 1), os animais ndo foram manipulados; no dia
seguinte (DL 2) os filhotes foram distribuidos na proporcéo de 12 animais (6 machos
e 6 fémeas) por fémea lactante, formando a ninhada normal e no segundo grupo, as
ninhadas foram padronizadas com 3 filhotes (2 machos e 1 fémea), formando a
ninhada reduzida (adaptacdo do método proposto por PLAGEMANN et al., 1999a).
O remanejamento de filhotes para a formacao das ninhadas ocorreu somente para

ninhadas que nasceram no mesmo dia. Os animais foram mantidos com as maes
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até o desmame (DL 21). A avaliagdo do CM foi feita em ninhadas diferentes da
avaliacao do desenvolvimento dos filhotes.

5.3 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MATERNAL

O CM de ratas lactantes de ninhada normal e ninhada reduzida (n= 8 a 9 por
grupo) foi registrado diariamente do 2° ao 8° dia de lactacdo. Foram estabelecidas
quatro sessOes diarias de observacfes, cada uma consistindo de 72 minutos, as
quais ocorreram em horarios regulares: trés analises durante a fase clara, nos
horarios de 8h, 12h e 16h, e uma analise durante a fase escura as 20h do ciclo
claro-escuro. Em cada sessao, o comportamento das ratas lactantes foi registrado a
cada trés minutos, contabilizando um total de 25 observagBes por periodo,
totalizando assim 100 observacdes ao dia (COSTA; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2013).

Os comportamentos registrados foram classificados em maternais e néo-

maternais, da seguinte forma:

Comportamentos maternais:

Rata lambendo os filhotes;

Rata sobre os filhotes em posicao arqueada (cifose);
Rata sobre os filhotes em posi¢ao ndo arqueada;

Rata em posicdo passiva, deitada de costas ou de lado;

Rata forrageando (levando serragem ou filhotes para o ninho).

NN N N N RN

Rata em self-grooming na regido mamaria.

Comportamentos ndo-maternais:

v' Rata alimentando-se;

v' Rata nado explorando, quando a mesma se encontrava longe do ninho sem
contato fisico com os filhotes ou dormindo;

v' Rata explorando o ambiente longe dos filhotes;

v' Rata em self-grooming, exceto das mamas.
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5.4 AVALIACAO NEURONAL POR IMUNOHISTOQUIMICA PARA c-Fos DURANTE
A LACTACAO

A avaliacdo da expressdo de c-Fos em ratas lactantes foi realizada em um
novo grupo de fémeas ndo avaliadas em nenhum outro teste (n=4). No 6° dia de
lactacdo, no periodo da noite, os filhotes de NN e NR foram separados das maes por
12h e, no dia seguinte foram recolocados na caixa moradia por 1h e meia (Figura 5).
Apos este periodo, os filhotes foram sacrificados com gas halotano e as maes
anestesiadas com tribromoetanol (250 mg/kg) e perfundidas através de uma puncao
intracardiaca com salina (250 ml) contendo 5000 U/I de heparina, seguido pela
perfusdo com fixador paraformaldeido 4% em tampéao fosfato (PBS 0,1M; 500 ml)
sendo posteriormente 0s encéfalos submetidos aos  procedimentos
imunohistoquimicos detalhados a seguir.

Apoés sua remocédo, os cérebros foram mergulhados em fixador durante 4h e
em seguida colocados em solucdo de sacarose a 30% em PBS (0,1M) a 4°C. Apds
48h, os encéfalos foram seccionados em cortes de 30 um de espessura utilizando
um criostato e coletados em tampéao fosfato (0,01 M). Imediatamente apds, foram
realizados o bloqueio da peroxidase enddgena (solucdo de H,0O, 1%) por 30 minutos
e o0s cortes lavados com tampédo fosfato (0,01M) 3 vezes por 5 minutos.
Posteriormente, foi feito o bloqueio das liga¢des inespecificas com albumina bovina
5% em 0,1M de tampéo fosfato durante uma hora.

Para a realizacado de imunohistoquimica para c-Fos, os cortes foram incubados
em temperatura ambiente por 12h, com o anticorpo primario anti-Fos (Santa Cruz,
diluicdo 1:4000), e em seguida incubados com segundo anticorpo biotinilado (1:200).
Para a coloracdo, foi utilizado o complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector),
empregando diaminobenzidina (DAB) e niquel como cromdgenos. O produto da
reacao confere uma coloracao violeta escuro — preto ao nucleo (FLEMING; WALSH,
1994).

Por dltimo, os cortes foram montados utilizando Gelatina de Albrecht (1,5%
gelatina/alcool 80%), secadas a temperatura ambiente, desidratada com xileno e
cobertas com o meio de montagem (Permount).

As areas hipotalamicas em estudo, bed ndcleo da estria terminal (BNST), area

pré-optica medial (MPOA), nucleo paraventricular (PVN) e nudcleo supra-optico
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(SON) foram identificadas e delimitadas de acordo com o atlas Paxinos e Watson
(1997). As imagens foram capturadas e as células imunorreativas para c-Fos foram
contadas nas referidas areas hipotalamicas com auxilio de um microscopio Nikon
modelo H55L.

Figura 5 - Delineamento experimental em ratas lactantes.

Analise do comportamento maternal

e

- -

DL 1 DLz

Nascimento Padronizagdo DLB
NN/NR
DL6 Recolocados
Separagio maternal C3ixa moradia
12h 1h e meia antes
DL7
DL 1 DL2 .,
Mascimento Padronizagio Perfusdo
NN/NR Remocido dos encéfalos

Avaliagdo ativagdo neuronal

Nota: DL: dia lactacional; NN: ninhada normal; NR: ninhada reduzida.
Fonte: Da autora

5.5 DESENVOLVIMENTOS FiSICO E REFLEXIVO DOS FILHOTES

O peso dos animais foi avaliado individualmente nos DLs 2, 3, 6, 9, 12, 15, 18
e 21 em machos e fémeas. Foram realizadas as medidas do comprimento nasoanal
(CNA), tomando-se a medida do focinho até o inicio da cauda (em centimetros), a
distancia anogenital (DAG) e o indice anogenital (IAG), o qual consiste na razao
entre a DAG e 0 peso corporal do animal. Estas medidas foram feitas com uso de
um paquimetro nos dias lactacionais 2, 10 e 21, também separadamente em
machos e fémeas (n=12 a 16). O indice de Lee (IL) foi calculado no DL 21 em

filhotes machos e fémeas e consiste na relacdo entre a raiz cubica do peso corporal
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em gramas e o CNA (DE MOURA et al., 2009) (n=10). Para evitar o efeito ninhada,
um macho e uma fémea de cada ninhada foram selecionados para as avaliacdes
(LAZIC; ESSIOUX, 2013).

A avaliacdo do desenvolvimento dos filhotes foi realizada através de
observacdes diarias do dia do aparecimento dos parametros fisicos e reflexivos, em
ninhadas diferentes daquelas em que foi analisado o CM e sempre no periodo da
manha (07 — 09hs). Os filhotes foram retirados da caixa moradia, avaliados

individualmente e recolocados em poucos minutos (n=10 a 14).

Os parametros fisicos avaliados foram:

Desdobramento das orelhas (ao menos uma delas);

Crescimento de pelos;

Erupcao dos incisivos (inferiores);

Abertura dos olhos (qualquer interrupcdo visivel na membrana que recobre o
olho) (KISS et al, 2012).

e Teste olfativo: os filhotes de ninhada normal e ninhada reduzida foram testados
no DL 7, o qual é considerado o dia ideal para a expressdo do aprendizado de
preferéncia ao odor materno. Para o teste, a mae era retirada da caixa moradia e 0s
filhotes analisados um por vez utilizando-se uma caixa de acrilico de 34 x 40 x 24
cm, a qual foi dividida em 2 areas de 19 cm por uma zona neutra de 2 cm. No inicio
de cada teste, 300 mL de maravalha limpa (odor neutro), e a mesma quantidade de
maravalha do ninho da caixa de moradia (odor familiar), foram colocadas no canto
de cada éarea. O filhote foi colocado na linha que determina a zona neutra em local
oposto as maravalhas. O comportamento de cada filhote foi flmado por 1 minuto e
ao fim dessa filmagem a caixa foi limpa com &lcool 10% e as maravalhas trocadas
de lado (n=8 a 9). Cada teste consistiu de 5 tentativas com 1 minuto de intervalo
entre elas, sendo o tempo total obtido pela soma das 5 tentativas. Os dados foram
expressos como o tempo em segundos que o filhote permaneceu sobre a area de
odor familiar em cada uma das 5 tentativas e na soma total delas (RAINEKI et al.,
2009).
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Os parametros reflexivos avaliados foram:

e Geotaxia negativa: animal com a cabeca para baixo em uma rampa inclinada em
20° aproximadamente e aguardou-se que ele virasse sobre si mesmo no minimo
135° para a avaliagao do sentido de reorientacao;

e Apreensédo palmar: as patas dianteiras do animal devem segurar suavemente um
clip de papel, estando este reflexo diminuido a medida que o animal cresce. Avaliou-
se o dia em que o animal ndo apresentava mais tal reflexo;

e Susto auditivo: realizado através de um estimulo sonoro produzido por estalos de
uma ratoeira, avaliando-se o reflexo de extensdo dos membros posteriores apos tal
estimulo;

e Teste das vibrissas: segurou-se o animal pela cauda, com a face voltada para a
borda de um béquer, de forma que as vibrissas do mesmo tocassem a superficie
vertical do recipiente. O reflexo ocorria quando o contato das vibrissas com a
superficie fazia o animal levantar a cabeca e as patas anteriores;

e Teste visual: segurou-se o animal pela cauda, também com a face voltada para a
borda de um recipiente colorido, mas mais distante desta, ndo a tocando. Avaliou-se
a capacidade do animal de apresentar uma forte e persistente resposta de
reconhecimento de cor, através da fixacdo do olhar na tarja colorida anexada ao
recipiente (SMART; DOBBING,1971).

5.6 DESENVOLVIMENTOS SEXUAL DOS FILHOTES

Apbés o desmame, os filhotes foram mantidos em grupos de 4 animais,
separados por sexo e nascidos no mesmo dia ou préximos, a fim de serem
avaliados quanto ao desenvolvimento sexual (n=12). A descida dos testiculos foi
avaliada do dia pds-natal (DPN) 21 ao 30, enquanto a separacdo prepucial o foi no
DPN 45 ao 55 em machos. A abertura vaginal em fémeas foi observada do DPN 30
ao 40 em filhotes de ambos os grupos (KISS et al, 2012).
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5.7 COMPORTAMENTO JUVENIL DE BRINCADEIRA

Com a finalidade de se avaliar os efeitos da reducdo de ninhada sobre o
comportamento juvenil de brincadeira (CJB), ratos machos e fémeas de NN e NR
foram separados por sexo ao desmame e mantidos em grupos de 4 animais por
caixa até o momento dos testes. Para evitar o efeito ninhada, somente um macho e
uma fémea de cada ninhada foram avaliados neste teste (n=10 por grupo). Todos o0s
experimentos foram realizados em uma sala apropriada e em condi¢cdes de pouca
luminosidade (até 100 lux). A arena de testes consistiu em uma caixa de vidro
medindo 40 x 40 x 60 cm (I x ¢ x a) com aproximadamente 2 cm de maravalha
cobrindo o fundo da caixa, de acordo com a metodologia proposta por
VANDERSCHUREN et al. (2008).

Os grupos experimentais foram: NR isolados (NRI), NN isolados (NNI), NR
agrupados (NRA) e NN agrupados (NNA). Os animais machos e fémeas foram
individualmente habituados a arena de testes nos 26°, 27° e 28° dias de vida, por 10
minutos cada, sempre no periodo da manh&. No 30° dia de nascimento, metade dos
animais foi socialmente isolado por 3,5h antes dos testes e metade se manteve em
grupos de 4 animais por caixa. O dia 30 de vida foi o escolhido em razéo de ser o
pico para a ocorréncia do CJB (PLETNIKOV et al, 1999). O periodo de isolamento
induz aumento na quantidade deste comportamento (NIESINK; VAN REE, 1989).

O teste consistiu em confrontar-se 2 animais de NR entre si e 2 animais de NN
entre si (isolado X agrupado) por 15 minutos na arena de testes. Os animais de cada
teste ndo diferiam mais que 10 gramas de peso e ndo eram irmaos consanguineos
ou tiveram qualquer contato social prévio. O comportamento dos animais foi flmado

e analisado posteriormente.

Os seguintes parametros foram analisados:

e Frequéncia de imobilizacdo (pinning): um animal fica sobre sua superficie dorsal
sobre a maravalha com o outro de pé sobre ele, enquanto o rato solicitante imobiliza
0 parceiro.

e Frequéncia de investida (pouncing): um animal solicita o outro a brincadeira

esfregando a ponta do focinho na nuca do parceiro.
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e Tempo em sniffing: a quantidade total de tempo em segundos gastos em cheirar a
regido anogenital do parceiro.
e Tempo em grooming: a quantidade total de tempo em segundos gastos fazendo
“‘grooming” em qualquer parte do corpo do parceiro, exceto a regido anogenital.
e Frequéncia de locomocgdo: numero de vezes que o animal cruza as linhas
tracadas sobre a arena de testes.
e Tempo em perseguicdo: a quantidade total de tempo em segundos que um animal
persegue o outro, correndo atrds do parceiro.

Na Tabela 1, podemos observar a representacdo dos dias das avaliacOes

realizadas em filhotes de NN e NR.

Tabela 1 — Cronograma das avaliagcfes realizadas em filhotes de ninhada normal e ninhada
reduzida.

Nascimento DL1
Padronizag&o das ninhadas DL 2
Peso corporal DL 3,6, 9, 12, 15, 18 e 21
Comprimento nasoanal DL2,10E 21
Distancia anogenital DL2,10E 21
Indice anogenital DL2,10E 21
Teste de preferéncia ao odor maternal DL 7
indice de Lee/desmame DL 21
Descida dos testiculos DPN 21 - 30
Comportamento juvenil de brincadeira DPN 30
Abertura vaginal DPN 30 - 40
Separacgéo prepucial DPN 45 - 55

Nota: DL: dia lactacional; DPN: dia p6s-natal.
Fonte: Da autora

5.8 TESTES COMPORTAMENTAIS APOS INDUCAO DE COMPORTAMENTO
DOENTIO COM LPS

Nossas avaliagbes foram realizadas em ratos machos Wistar, criados em NN e
NR por volta dos 60 dias de vida, sempre apos injecdes intraperitoneais (i.p.) de
salina (100 mL/kg) ou de LPS (100 pg/kg) e incluiram os seguintes testes:
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5.8.1 Ingestéo alimentar

Este experimento foi realizado em machos de NN e NR, os quais foram
mantidos em gaiolas metabdlicas individuais com ragdo em p6 (NUVILAB-CR-1)
contida em cubas de metal e agua ad libitum, enquanto permaneceram em
ambientacdo em sala apropriada por 4 dias (n=15). No dia anterior ao experimento,
os animais foram privados de racéo por 12h, mas ndo de agua. Duas horas apés as
injecdes i.p.de salina (100 ml/kg) ou de LPS (100 pg/kg) as cubas com rag&o foram
reofertadas aos animais. As cubas de metal com racdo foram pesadas antes (peso
inicial, hora 0) e 2, 4, 6, 8 e 24h apds a reintroducdo dos mesmos. Os dados foram
computados pela diferenca entre o peso inicial e 0s pesos nas diversas horas
analisadas, sendo o total ingerido nas diferentes horas convertidos para 100 gramas
de peso do animal (RORATO et al, 2012).

5.8.2 Preferéncia a sacarose

Este teste € usado para medida de anedonia, ou seja, a perda da capacidade
do animal de sentir prazer (SHANKMAN et al., 2010). Avalia o efeito do LPS na
preferéncia por uma solucéo palatavel, usando-se um paradigma de duas garrafas,
nas quais os animais podem escolher entre a garrafa de 4gua e uma garrafa
contendo solucdo de sacarose a 10%. A preferéncia por sacarose € usada como
medida para a sensibilidade do animal a recompensa.

Filhotes adultos machos de NN e NR (n= 15) foram mantidos em caixas de
acrilico individuais, devidamente etiquetadas e receberam racdo em pellets e agua
ad libitum e tiveram acesso as garrafas com sacarose a 10% por 2h (10h— 12h)
durante 5 dias (treino para ingestdo de sacarose). Durante o periodo de
ambientacdo, os animais foram colocados em contato com a solu¢cdo de sacarose
sempre no mesmo horario do dia. No 6° dia do experimento, 0s animais receberam
injecdes i.p. de salina (100 ml/kg) ou LPS (100 pg/kg) as 8h da manha. Apos 2h (10h
da manhd) as garrafas de 4gua e sacarose foram pesadas e oferecidas aos animais

(peso inicial), sendo estas retiradas e pesadas novamente ao meio-dia (peso final).
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O resultado para cada animal é a diferenca em porcentagem entre o peso inicial e o
peso final das garrafas de agua e de sacarose (SONCINI et al., 2012)

A preferéncia a sacarose (PS) foi determinada pela seguinte equacéao:

Volume de sacarose ingerido (mL)

PS = ; ] ) X 100
Total (volume de dgua+ volume de sacarose ingerido)

5.8.3 Campo aberto

Este teste € um modelo animal que consiste em colocar um animal dentro de
uma grande arena circular de acrilico com didametro de 60 cm e paredes com 50 cm
de altura, com o piso dividido em quadrantes, dos quais 8 areas junto as paredes do
aparato sao consideradas periferia e as 4 demais as centrais. Uma vez dentro do
campo, a atividade do animal é registrada, através de linhas dispostas no assoalho
da camara, contando-se o numero de vezes que tais linhas sao cruzadas durante o
teste. Tem por finalidade avaliar a atividade exploratéria (atividade motora
voluntaria) e a tendéncia do animal em preferir a periferia ao centro do campo aberto
(CA) e também contar o numero de Rearings (exploracdo vertical do ambiente).
Observa-se que uma baixa atividade motora frequentemente indica uma reacao de
medo do animal. Ratos com medo apresentam um comportamento tigmotaxico, ou
seja, eles procuram nao se aventurar para longe das paredes da camara, além de
evitarem ficar sobre as patas traseiras e explorarem o ambiente ou se limparem. Os
ratos apresentam tal comportamento de medo quando introduzidos num CA
desconhecido. Este comportamento ira diminuir & medida que o animal se familiarize
com a caixa (ARCHER, 1973)

Este teste foi realizado em ratos machos de NN e NR, por volta dos 60 dias de
vida, os quais receberam salina (100 ml/kg) ou LPS (100 ug/kg) i.p. e foram filmados
apos 2h da administracdo (n=10). Os animais dos grupos NN e NR foram colocados,

um por vez, no centro da arena e filmados por 5 minutos, quanto ao niumero de
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cruzamentos na periferia, ndmero de cruzamentos no centro, numero total de
cruzamentos e niumero de Rearings (SWIERGIEL; DUNN, 2007).

Apoés o teste do CA, os animais foram decapitados e tiveram seus plasmas
coletados e mantidos em freezers -80° C para dosagens de citocinas TNF-a, IL-1B e
IL-6.

5.9 MONITORAMENTO DA TEMPERATURA CORPORAL

Para o monitoramento da temperatura corpoOrea, animais machos adultos
(n=12) ainda nédo testados em nenhum outro experimento, tiveram um transmissor
de biotelemetria (probe - série 4000 E-Mitter; Mini Mitter, Bend, OR) implantado na
cavidade peritoneal, o qual transmitia sinais, a cada um minuto, para uma placa
receptora acoplada a um computador. Anteriormente a cirurgia, os probes foram
higienizados em detergente enzimatico e em solucdo de alcool 70%. Os animais
experimentais (ratos machos de NN e NR, com aproximadamente 60 dias de vida)
foram anestesiados com tribromoetanol (250 mg/kg), sendo entdo executada uma
incisdo de aproximadamente 2 cm na pele e masculos abdominais, onde o probe foi
inserido na cavidade peritoneal. Apés o implante do transmissor, a incisdo foi
fechada por meio de dois pontos internos feitos no tecido muscular e dois externos
feitos no tecido epitelial (CRUNFLI; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2014). A seguir, 0S
animais receberam anti-inflamatério cetoprofeno via subcutanea (3 mg/animal) e
antibiotico pentabidtico via intramuscular (2 mg/animal), ambos de uso veterinario.

ApOs a cirurgia, para evitar a hipotermia pés-cirdrgica, todos os animais foram
colocados a temperatura de 32°C durante a recuperacdo da anestesia (STEINER et
al., 2011) e depois transferidos para uma caixa acrilica individual com livre acesso a
agua e racao. Apds 6 ou 7 dias da cirurgia, as caixas foram colocadas sobre o
receptor telemétrico (Data Science) conectado a um computador, registrando-se a
temperatura corpérea, sendo os dados entdo coletados e graficamente exibidos no
monitor, impressos digitalmente e armazenados.

A temperatura basal foi calculada pelos 60 minutos antecedentes a aplicacao
de salina ou LPS, ou seja, foram feitas 12 leituras de 5 em 5 minutos, e a

temperatura foi monitorada durante 8h, apos as aplicagdes. Em seguida, calculou-se
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a diferenca da temperatura pela média da temperatura basal e obtemos o delta da
temperatura. Os dados da telemetria foram demonstrados pelo gréfico linear e
estatisticas foram realizadas pela area sob a curva (AUC) calculada no intervalo da
segunda a quinta horas, obtendo-se o indice térmico para este periodo (GIUSTI-
PAIVA et al., 2004).

5.10 DOSAGEM DE CORTICOSTERONA

A fim de se avaliar a ativacdo do eixo HHA em ratos machos adultos procedeu-
se a dosagem de corticosterona (CT) plasmatica. No 59° dia de vida (12h antes da
coleta), filhotes machos de NR e NN (n=8), por volta dos 60 dias de vida, foram
colocados em caixas individuais devidamente etiquetadas, transportados para uma
sala silenciosa e mantidos em condicbes de temperatura e ciclo claro-escuro
apropriados. No dia seguinte, os animais foram decapitados 1, 2 e 4h apds a injecéo
I.p. de LPS (100 pg/kg) ou salina (100 ml/kg) e tiveram 5 mL de sangue coletados
em tubos heparinizados, etiquetados e mantidos em cubos de gelo até a finalizacao
das coletas. Os animais foram manipulados de maneira a ndo sofrerem estresse que
pudesse interferir nos resultados das dosagens. Apos a coleta, os tubos foram
centrifugados (4°C, 3500 rpm, 15 min), para ter o plasma separado dos elementos
figurados do sangue e foram pipetados os sobrenadantes. Estes foram mantidos em
freezers apropriados (-80°C) até o momento das dosagens hormonais.

No primeiro dia do ensaio para dosagem, a CT foi extraida de 25 yL de soro
por meio do uso de 1 mL de etanol, e liofilizada. A dosagem de CT foi realizada pela
técnica de radioimunoensaio (RIE) e as amostras foram solubilizadas em tampéo
apropriado e ensaiadas em duplicata juntamente com uma curva padrdo. As
replicatas foram incubadas com um anticorpo anti-corticosterona produzido em
coelho (#C8784, Sigma) e com corticosterona triciada [1,2-3(H)] (New England
Nuclear). A separacdo da fragéo livre da ligada foi realizada com uma solugdo de
carvao-dextran 0,5/0,05% por meio de centrifugacéo. O sobrenadante foi entdo lido
em cintilador capaz de quantificar a emissdo de radiagcdo beta, sendo as
concentracOes estimadas com base na curva padrédo (ELIAS et al., 1997; ELIAS et

al., 2004). Estas dosagens tiveram a gentileza da colaboracdo do Laboratorio de
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Neuroendocrinologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, coordenado pelo
Prof. Dr. José Antunes Rodrigues.

5.11 DOSAGEM DE CITOCINAS

Os animais machos de NN e NR (n=6 a 8), por volta dos 60 dias de vida,
tiveram seus plasmas coletados por decapitacdo 2h apds a aplicacdo i.p. de salina
ou LPS e imediatamente apos terem sido filmados no campo aberto. O sangue
coletado foi colocado em tubos heparinizados e centrifugados a 3500 rpm durante
15 minutos a 4°C para separacao do plasma que foi entdo armazenado a -80°C até
o dia das dosagens.

As concentracfes plasméticas das citocinas (IL-1B, IL-6 e TNF-a) foram
mensuradas através de ensaios enzimaticos (ELISA - Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) usando kits comerciais (Peprotech, EUA), seguindo as
recomendacdes do fabricante.

Microplacas com 96 orificios foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais
de captura e tiveram os sitios inespecificos bloqueados com solucdo de albumina
bovina. Apés lavagem, as amostras ou padrdes foram incubados para possibilitar a
quantificacdo. Em seguida, a adicdo de anticorpo de deteccdo, incubacdo com
solucdo de avidina-peroxidase e posterior adicionamento da solugcdo cromogénica
para leituras das reacdes colorimétricas que foram realizadas a 405 nm em leitor de
microplacas (Synergy H1, BioTek). Célculos foram realizados a partir da curva

padrdo para determinacdo das concentracfes das amostras.

5.12 DROGAS

Para a execucdo deste trabalho foram utilizadas as seguintes drogas:
Lipopolissacarideo de Escherichia coli sorotipo 026:B6, da Sigma-AldrichCo (EUA)
para inducdo do comportamento doentio e soro fisiolégico a 0.9% (isofarma) como

veiculo. Tribromoetanol (TBE — Sigma) na dose de 250 mg/kg para anestesiar 0s
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animais; Cetoprofeno (Cristalina) e Pentabidtico (Fort Dodge Saude Animal LTDA)
apos a cirurgia de implantacdo dos probes na telemetria.

5.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram apresentados como média e erro padrao da média
e analisados considerando-se, dentro de cada protocolo, sempre a coerente relacao
entre 0S grupos experimentais e seus respectivos controles. Para comparacéo de
duas médias aplicou-se a analise de variancia (One-way) e para comparacao de trés
ou mais médias aplicou-se a analise de variancia (Two-way) seguida do pos-teste de
Newman-Keuls ou Bonferroni, quando apropriado. O teste de t-Student para 2
médias também foi usado, quando indicado. O nivel de significancia para rejeicdo da
hipétese de nulidade foi fixado em 5% (p<0.05).
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6 RESULTADOS

Nossos resultados estdo descritos a seguir.

6.1 COMPORTAMENTO MATERNAL

Os resultados obtidos demonstram que ratas lactantes de ninhadas reduzidas
apresentaram maior comportamento maternal total (CMT) em relacdo as lactantes
de ninhadas normais. Da mesma forma, ratas lactantes de ninhadas reduzidas
exibiram menor comportamento ndo-maternal total (CNMT) comparadas as lactantes
do grupo controle, durante a primeira semana de lactacao (Figuras 6A e 6B).

Os resultados da analise de variancia ANOVA Two-way para o CMT e o CNMT

sdo descritos na Tabela 2.

Figura 6 - Avaliacdo de ratas lactantes de NN (ninhada normal) e NR (ninhada reduzida)
durante a primeira semana de lactacao.
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Nota: Comportamento maternal total (A) e o Comportamento ndo-maternal total (B). Valores
expressos como média + EPM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, quando comparados
ao grupo controle (n=8 a 9 por grupo). ANOVA Two-way seguido pelo pés-teste de
Bonferroni.

Fonte: Da autora.
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Tabela 2 - Analises de variancia de duas vias do Comportamento maternal total (CMT) e do
Comportamento ndo-maternal total (CNMT) de ratas lactantes de ninhadas
normais e ninhadas reduzidas na primeira semana de lactacéo.

Parametros Ninhada Dia de lactacéo Interacao
CMT F110s = 86.16, p<0.001  Fg 105 = 3.40, p<0.01 Fe.105 = 1.26, p=0.2809
CNMT Fi105= 84.15, p<0.001  Fg 105 = 3.41, p<0.01 Fe10s = 1.23, p=0.2933

Fonte: Da autora.

Na avaliacdo dos parametros maternais, considerados individualmente em
lactantes de ninhada normal e ninhada reduzida, observou-se gue ratas lactantes de
ninhada reduzida despenderam mais tempo lambendo os filhotes e sobre eles
comparadas as lactantes de ninhada normal (p<0.01; p<0.001), conforme pode ser
verificado nas Figuras 7A e 7B.

Quanto ao comportamento de self-grooming de mamas, ratas lactantes de
ninhada reduzida exibiram maior porcentagem de observa¢bes somente no dia
lactacional 5 comparadas ao seu grupo controle, conforme pode ser visto na Figura
7C (p<0.001).

Quanto as Figuras 7D, 7E e 7F, as quais demonstram o0s resultados para 0s
parametros de cifose, posicdo passiva e forrageando, respectivamente pode-se
observar que ndo houve diferencas significantes entre as ratas lactantes de ninhada
normal e ninhada reduzida.

Os resultados da anélise de variancia ANOVA Two-way para 0 comportamento

maternal total analisado individualmente estdo descritos na Tabela 3.
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Figura 7 - Avaliacdo dos parametros maternais de NN (ninhada normal) e NR (ninhada
reduzida) durante a primeira semana de lactacao.
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Nota: Lambendo os filhotes (A); Sobre os filhotes (B), Self-grooming de mamas (C), Cifose
(D), Passiva (E), Forrageando (F). Valores expressos como média =+ EPM. **p<0.01,
***n<(0.001, quando comparados ao grupo controle (n=8 a 9 por grupo). ANOVA Two-
way seguido pelo pos-teste de Bonferroni.

Fonte: Da autora.
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Tabela 3 - Analises de variancia de duas vias do Comportamento maternal total (CMT)
analisado individualmente em ratas lactantes com ninhada normal e ninhada
reduzida na primeira semana de lactacao.

Parametros Ninhada Dia de lactagéo Interacéo

Lambida F110s = 148.9, p<0.001 Fg 105 = 0.283, p=0.944  F4 105 = 0.359, p=0.903
Sobre F1i05 = 240.5, p<0.001 Fg105 = 2.968, p<0.05  Fg10s = 1.419, p=0.214
SG mamas Fiis=10.70, p<0.01  Fgios = 1.74, p=0.119  Fg 05 = 2.587, p<0.05

Cifose F110s = 10.72, p<0.01 Fe.105 = 1.19, p=0.313 Fe.105 = 0.489, p=0.489
Passiva F1105s = 0.079, p=0.778 Fg105 = 0.298, p=0.936  Fg 105 =0.269, p=0.950

Forragear  Fpis = 0.449, p=0.503 Fg 105 = 0.597, p=0.732  Fg.105 =0.763, p=0.600

Fonte: Da autora.

Na analise dos parametros considerados individualmente como ndo-maternais,
nas Figuras 8A e 8B pode-se observar gque ratas lactantes de ninhada reduzida
alimentaram-se menos no DL 6 (p<0.01) e exploraram menos no DL 8 (p<0.05)
comparadas ao grupo controle.

Na Figura 8C, pode-se observar que lactantes de NR ficaram menor tempo em
nao exploracdo na maior parte dos dias analisados comparadas as lactantes de NN
(p<0.05; p<0.01). Quanto ao self-grooming, ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (Figura 8D).

Os resultados da andlise de variancia ANOVA Two-way para o CMT analisado

individualmente sao descritos na Tabela 4.
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Figura 8 - Avaliacdo dos parametros ndo-maternais de NN (ninhada normal) e NR (ninhada
reduzida) durante a primeira semana de lactacao.
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Nota: Alimentando (A), Explorando (B), Nao explorando (C), Self-grooming (D). Valores
expressos como meédia + EPM. *p<0.05, **p<0.01, quando comparados ao grupo
controle (n=8 a 9 por grupo). ANOVA Two-way seguido pelo pds-teste de Bonferroni.

Fonte: Da autora.

Tabela 4 - Analises de variancia de duas vias do Comportamento ndo-maternal total (CNMT)
analisado individualmente em ratas lactantes com ninhada normal e ninhada
reduzida na primeira semana de lactacao.

Parametros Ninhada Dia de lactagéo Interacéo

Alimentando F]_,]_os = 26.89, p<0001 F6,105 =1,69, p=0128 F6’105 =0.906, p:0493
EXp|OI’aI’ Fl,105 = 9464, p<001 F6,105 = 319, p<001 F5'105 = 1327, p=0252
Nao eXp|OraI’ F1’105 =49.17, p<0001 F6,105 = 3.93, p<001 F6’105 =1.09, p=0374

Self'grooming Fl,105 = 596, p<005 F6,105 = 1481, p=0191 F5’105 = 0551, p=0768

Fonte: Da autora.
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Para facilitar a descricdo destes resultados, 0os comportamentos maternais e
ndo-maternais foram descritos em graficos de colunas. Na Figura 9, observou-se
gue 0s parametros maternais, nos quais ratas lactantes de NR tiveram maior CMT
que as de NN (p<0.001), permaneceram mais tempo sobre os filhotes (p<0.001),
lamberam mais os filhotes (p<0.001) e fizeram mais autolimpeza (p<0.05). Quanto a
cifose, lactantes de NN estiveram mais em cifose que as de NR (p<0.05), enquanto
gue os parametros de posicao passiva e forrageamento ndo mostraram diferencas

estatisticamente significantes entre os grupos.

Figura 9 — Grafico de colunas da avaliacdo dos parametros maternais na primeira semana
de lactagéo em fémeas de NN (ninhada normal) e NR (ninhada reduzida).
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Nota: Comportamento maternal total (CMT), Sobre os filhotes, Lambida, Cifose, Passiva,
Forrageando, Self-grooming de mamas. Valores expressos como média + EPM.
*p<0.05; **p<0.001 comparados ao grupo controle (n=8 a 9 por grupo). Teste t-
Student.

Fonte: Da autora.

Quanto aos parametros considerados como nao-maternais (Figura 10) pode-se
observar que ratas lactantes de NR tiveram menor CNM que as maes de NN
(p<0.001), ficaram menor tempo se alimentando (p<0.001), menor tempo explorando
(p<0.01) e n&o explorando (p<0.01). Quanto ao self-grooming ndo houve diferenca

estatisticamente significante entre 0s grupos.
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Figura 10 — Gréfico de colunas da avaliacdo dos parametros nao-maternais na primeira
semana de lactacdo em fémeas de NN (ninhada normal) e NR (ninhada

reduzida).
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Nota: Comportamento ndo-maternal (CNM), Alimentando, Explorando, Ndo Explorando,
Self-grooming. Valores expressos como média + EPM. **p<0.01; ***p<0.001
comparados ao grupo controle (n=8 a 9 por grupo). Teste t-Student.

Fonte: Da autora.

6.2 AVALIACAO NEURONAL POR IMUNOHISTOQUIMICA PARA c-Fos DURANTE
A LACTACAO

Os resultados para imunohistoquimica mostram que nas areas analisadas para
c-Fos no SON (Figura 11) e no PVN (Figura 12) do hipotalamo a contagem de
células apresentaram-se significantemente menores em fémeas lactantes de NR em

relagdo as lactantes de NN nas duas &reas analisadas (p<0.05).
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Figura 11 - Fotomicrografias representativas de cortes de encéfalo de maes de ninhada
normal (A) e reduzida (B). Efeitos da reducdo de ninhadas sobre a expressao
de c-Fos no SON de ratas lactantes no DL 7 (C).
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Nota: SON= nudcleo supra-6ptico; QO= quiasma 0Optico; NN= ninhada normal; NR= ninhada
reduzida. Escala 50 um. Valores expressos como média + EPM. *p<0.05 em relacao
ao grupo controle (n=4). Teste t-Student.

Fonte: Da autora.
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Figura 12- Fotomicrografias representativas de cortes de encéfalo de maes de ninhada
normal (A) e reduzida (B). Efeitos da reducéo de ninhadas sobre a expressao
de c-Fos no PVN de ratas lactantes no DL 7 (C).
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Nota: PVN= nucleo paraventricular; 3V= terceiro ventriculo; NN= ninhada normal; NR=

ninhada reduzida. Escala 50 um. Valores expressos como média + EPM. *p<0.05 em

relacédo ao grupo controle (n=4). Teste t-Student.
Fonte: Da autora.
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Quanto a éarea pré-optica medial (MPOA) e ao bed nucleo da estria terminal
(BNST) nao houve diferencas estatisticamente significantes entre 0S grupos,

conforme pode ser visto nas Figuras 13 e 14.
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Figura 13 — Fotomicrografias representativas de cortes de encéfalo de méaes de ninhada
normal (A) e reduzida (B). Efeitos da reducéo de ninhadas sobre a expressao
de c-Fos na MPOA em ratas lactantes no DL 7 (C).
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Nota: MPOA= area pré-optica medial; NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida. Escala
50 pm. Valores expressos como média + EPM. Sem diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (n=4). Teste t-Student.

Fonte: Da autora
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Figura 14 — Fotomicrografias representativas de cortes de encéfalo de mées de ninhada
normal (A) e reduzida (B). Efeitos da reducdo de ninhadas sobre a expressao
de c-Fos na BNST em ratas lactantes no DL 7 (C).

VL A VL B

C CJ NN
151 NR

N° de células positivas
para C-fos no BNST
5
N

Nota: BNST= bed nucleo da estria terminal; VL= ventriculo lateral; NN= ninhada normal;
NR= ninhada reduzida. Escala 50 um. Valores expressos como média + EPM. Sem
diferenca estatisticamente significante entre os grupos (n=4). Teste t-Student.

Fonte: Da autora.
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6.3 DESENVOLVIMENTO DOS FILHOTES

Os resultados para o ganho de peso corporal mostram que os animais de NR
ganharam mais peso comparados aos de NN, a partir do DL 6, mantendo- se este
maior ganho até o desmame, tanto em machos (Figura 15A) quanto em fémeas
(Figura 15B). Na fase adulta (60 dias), machos de NR mostraram maior peso
corporal que machos de NN (p<0.01) (Figura 15C).

Os resultados da analise de variancia ANOVA Two-way para o ganho de peso

corporal de filhotes machos e fémeas até o desmame séo descritos na Tabela 5.

Figura 15 - Ganho de peso corporal de filhotes machos e fémeas de NN e NR nos DLs 2, 3,
6, 9, 12, 15, 18 e 21 e peso corporal em machos adultos com 60 dias de vida.
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Nota: Filhotes machos (A) e fémeas (B); machos adultos (C); NN= ninhada normal; NR=
ninhada reduzida. Valores expressos como média + EPM. *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001, quando comparados ao grupo NN. ANOVA Two-way seguido pelo pos-
teste de Bonferroni; Teste t-Student.

Fonte: Da autora.
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Tabela 5 - Analises de variancia de duas vias do ganho de peso corporal de filhotes de NN e
NR do DL 2 ao desmame.

Parametros Peso corporal Dia de lactacéo Interacao

Machos Fioa = 231.8, p<0.001  F 7500 = 414.7, p<0.001  F 754 = 16.10, p<0.001

Fémeas F 1,216 — 2814, p<0001 F7'216 = 4301, p<0001 F71216 = 1612, p<0001

Fonte: Da autora.

Quanto ao CNA em machos, a Figura 16A mostra que nos dias lactacionais 2 e
10 n&o houve diferencas entre os grupos. No DL 21 os animais de NR mostraram
maior CNA que os animais controle (p<0.01). Em fémeas, conforme pode ser visto
na Figura 16B no DL 2 e no DL 10 n&o houve diferencas entre os grupos. No DL 21

as fémeas de NR mostraram maior CNA que os animais controle (p<0.001).

Figura 16 - Comprimento naso-anal (cm) em filhotes machos e fémeas de NN e NR nos DLs

2,10 e 21.
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Nota: Filhotes machos (A) e fémeas (B); NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida; DL=
dia lactacional.. Valores expressos como média + EPM. **p<0.01, **p<0.001,
guando comparados ao grupo NN. Teste t-Student.

Fonte: Da autora.

Quanto & DAG em machos, a Figura 17A mostra que ndo houve diferencas
entre 0s grupos nos dias lactacionais 2, 10 e 21. Em fémeas, conforme pode ser
visto na Figura 17B no DL 2 e no DL 10 nao houve diferencas entre os grupos. No
DL 21 as fémeas de NR mostraram maior DAG que os animais controle (p<0.01).


http://code-industry.net/

68

Figura 17 — Distancia anogenital (mm) em filhotes machos e fémeas de NN e NR nos DLs 2,

10 e 21.
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Nota: Filhotes machos (A) e fémeas (B); NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida; DL=
dia lactacional. Valores expressos como média + EPM. **p<0.01 quando comparado
ao grupo NN. Teste t-Student.

Fonte: Da autora.

Quanto ao IAG, néo houve diferenca entre os grupos tanto em machos (Figura

18A) quanto em fémeas (Figura 18B) nos dias lactacionais 2, 10 e 21.

Figura 18 — indice anogenital (mm) em filnotes machos e fémeas de NN e NR nos DLs 2, 10

e21.
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Nota: Filhotes machos (A) e fémeas (B); NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida; DL=
+ EPM. Sem diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos. Teste t- Student.

dia lactacional.

Fonte: Da autora.

Valores expressos como média
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Machos de NR apresentaram maior indice de Lee (DL 21) comparados aos
machos de NN (p<0.001) (Figura 19A), enquanto que fémeas de NR exibiram maior

IL comparadas as fémeas de NN (p<0.05) (Figura 19B).

Figura 19 — indice de Lee no DL 21 em filhotes machos (A) e fémeas (B) de NN e NR.

51 A 1 NN (n=10) 3571 B

Hl \NR (n=10)

[ NN (n=10)
Il NR (n=10)

*

indice de Lee
(fémeas/DL 21)

Indice de Lee
(machos/DL 21)

3.0 T 3.0

Nota: Filhotes machos (A) e fémeas (B); NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida; DL=
dia lactacional. Valores expressos como média + EPM. *p<0.05 ***p<0.001, quando
comparados ao grupo NN. Teste t-Student.

Fonte: Da autora.

Em relacdo ao desenvolvimento dos parametros fisicos em machos (Figura
20A), o desdobramento da orelha (p<0.05), crescimento de pelos (p<0.001) e
abertura dos olhos (p<0.001) foram antecipados nos filhotes de NR em relacdo aos
de NN. Na avaliagdo da erupcdo dos incisivos, nado houve diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos. Quanto as fémeas (Figura 20B), o
desdobramento da orelha (p<0.01), crescimento de pelos (p<0.001) e abertura dos
olhos (p<0.001) também foram antecipados em filhotes de NR em relacdo aos de
NN. Quanto a erupcdo dos incisivos ndo houve diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos.
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Figura 20 — Desenvolvimento fisico de filhotes machos e fémeas de NN e NR dos DLs 2 ao
21.
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Nota: Filhotes machos (A) e fémeas (B); D.O= desdobramento da orelha; C.P= crescimento
de pelos; E.I= erupcdo dos incisivos; A.O.= abertura dos olhos; NN= ninhada normal;
NR= ninhada reduzida; DL= dia lactacional. Valores expressos como média + EPM.
*p<0.05 **p<0.01***p<0.001 em relacdo ao grupo controle. Teste t-Student.

Fonte: Da autora.

Dias

Nas Figuras 21A (machos) e 21B (fémeas) observou-se que o teste de
preferéncia ao odor maternal (TPOM) ndo mostrou diferencas significantes nas
tentativas e no tempo total de permanéncia sobre a area com odor maternal em
filhotes no DL 7.

Figura 21 — Tempo de permanéncia sobre a area com odor maternal no TPOM em filhotes
machos e fémeas de NN e NR no DL 7, em 5 tentativas e no tempo total em

segundos.
Machos Fémeas
[ NN (n=8) 3 NN (n=8)
20090 A B MR (n=9) 200 B B R (0ms)
L]

150 150 - T

1007 1007

tempo (s)
tempo (s)

50 50 -

a a a a a
=z 8% 4 5% Total 12 22 33 43 53 Total

tentativas tentativas

Nota: Filhotes machos (A) e fémeas (B); TPOM= teste de preferéncia ao odor maternal; NN=
ninhada normal; NR= ninhada reduzida; DL= dia lactacional. Valores expressos como
média £ EPM. Sem diferencas estatisticamente significantes entre os grupos. Teste t-
Student.

Fonte: Da autora.
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Quanto ao desenvolvimento reflexivo, os animais machos (Figura 22A) de NR
apresentaram 3 dos 5 reflexos antecipados: geotaxia negativa (p<0.05), susto
auditivo (p<0.001) e teste da vibrissa (p<0.01). Os reflexos de apreensédo palmar e
teste visual ndo mostraram diferencas estatisticas entre os grupos. Quanto as
fémeas (Figura 22B), as de NR apresentaram 2 dos 5 reflexos antecipados: susto
auditivo (p<0.01) e teste da vibrissa (p<0.01). Os reflexos de geotaxia negativa,
apreensdo palmar e teste visual ndo mostraram diferencas estatisticamente

significantes entre os grupos de fémeas analisados.

Figura 22 — Desenvolvimento reflexivo de filhotes machos e fémeas de NN e NR dos DLs 2

ao 21.
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Nota: Filhotes machos (A) e fémeas (B); G.N= geotaxia negativa; A.P.= apreensao palmar;
S.A.= susto auditivo; VIB= teste das vibrissas; VIS= teste visual; NN= ninhada normal,
NR= ninhada reduzida; DL= dia lactacional. Valores expressos como média + EPM.
*p<0.05 **p<0.01***p<0.001 em relacdo ao grupo controle. Teste t-Student.

Fonte: Da autora.

Na avaliacdo do desenvolvimento sexual dos filhotes, machos de NR tiveram
antecipados a descida dos testiculos (p<0.001) e a separacdo prepucial (p<0.001)
em relacdo aos machos de NN, enquanto que nas fémeas a abertura vaginal nado
apresentou diferencas estatisticamente significantes entre os grupos avaliados
(Figura 23).
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Figura 23 — Desenvolvimento sexual de filhotes de NN e NR apds o desmame.
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Nota: NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida. Valores expressos como média + EPM.
***n<0.001 em relag@o ao grupo controle. Teste t-Student;
Fonte: Da autora.

6.4 COMPORTAMENTO JUVENIL DE BRINCADEIRA

Quanto aos resultados do CJB em filhotes machos de NN e NR, podemos
observar na Figura 24 que o isolamento aumentou a frequéncia e o tempo da
brincadeira na maioria dos parametros avaliados em animais de NN e NR
comparados aos animais agrupados (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). Além disso,
animais de NR isolados mostraram menor frequéncia de pouncing (##p<0.01; Figura
24A) e de pinning (##p<0.01; Figura 24B) comparados aos seus controles isolados.
Quanto aos parametros de tempo em farejamento, tempo em grooming, frequéncia
de locomocéo e tempo em perseguicao (Figura 24C, 24D, 24E e 24F) ndo houve
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos que foram isolados.

Os resultados da andlise de variancia ANOVA Two-way para o CJB em filhotes

machos sdo descritos na Tabela 6.
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Figura 24 — Comportamento juvenil de brincadeira em filhotes machos de NN e NR.

A B
_ 777 NI

Nota: Pouncing (A); Pinning (B); Farejamento (C); Grooming (D); Locomogéo (E);
Perseguicdo (F); NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida. Valores expressos
como média £ EPM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 em rela¢do ao controle agrupado;
## p<0.01 em relacdo ao controle isolado (n=10 por grupo). ANOVA Two-way, pos-
teste Newman-Keuls.

Fonte: Da autora.
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Tabela 6 - Analises de variancia de duas vias do comportamento juvenil de brincadeira em
machos de NN e NR.

Parametros Ninhada Alojamento Interagcéo

Pinning Fiss=10,72; p<0.01  Fy4 = 38,51; p<0.001 F;45=0.537; p=0.468
Pouncing  Fis=12,01; p<0.001  F;4=58,73; p<0.001 F;4=0,772; p=0.385
Farejamento F;g=1,321; p=0.462  F, 4= 15,46; p<0.001  F; 4= 0,096; p= 0.703
Grooming  Fiae=2,272; p= 0.140  Fyg= 17,14; p<0.001  F, 5= 0,131; p= 0.719
LOCOMOGAO  Fyg6= 0,250; p= 0.619  Fyz= 12,20; p<0.01  Fy 4= 0,664; p= 0.420

Perseguicdo Fj36= 0,552; p= 0.462 F13s= 8,30; p<0.01 F13s= 0,147; p= 0.703

Fonte: Da autora.

Quanto aos resultados obtidos do CJB em filhotes fémeas (Figura 25) podé-se
observar que o isolamento aumentou a frequéncia e o tempo da brincadeira na
maioria dos parametros avaliados tanto em animais de NN quanto nos de NR
(*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; Figuras 25A, 25B, 25C e 25D). Nao foram
observadas diferencas entre os grupos de fémeas de NN e NR que foram isoladas

antes do inicio dos testes.
Os resultados da analise de variancia ANOVA Two-way para o CJB em filhotes

fémeas sao descritos na Tabela 7.
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Figura 25 — Comportamento juvenil de brincadeira em filhotes fémeas de NN e NR.

Nota:
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Tabela 7 - Analises de variancia de duas vias do comportamento juvenil de brincadeira em
fémeas de NN e NR.

Parametros Ninhada Alojamento Interacéo

Pinning Fi36= 0,0157; p=0.901 F, 6= 22,78; p<0.001  F; 6= 0.063; p= 0.803
Pouncing  Fis=0,507; p= 0481  Fy35=11,00; p<0.01  F;3= 0,024; p= 0.876
Farejamento Fis= 1,799; p=0.188  Fy 5= 54,25; p<0.001  F, 3= 0,0004; p= 0.983
Grooming  Fyz=0,381; p=0.551  F; 3= 34,81; p<0.001 F; 4= 0,826; p= 0.369
LOCOMOGAO  Fyz6=1,120; p=0.297  F; 4= 0,780; p=0.383  F; 5= 0,062; p=0.937

Perseguicdo Fis=0,323; p=0.573  Fy3=10,72; p<0.01  Fy 3= 0,0029; p= 0.957

Fonte: Da autora.

6.5 TESTES COMPORTAMENTAIS APOS INDUCAO DE COMPORTAMENTO
DOENTIO COM LPS

Os resultados de nosso estudo sobre os efeitos da administracdo de LPS estéo

descritos a segquir.

6.5.1 Ingestdo alimentar

A ingestdo alimentar foi monitorada durante 24h ap6s a aplicacdo de salina ou
LPS em animais machos controle e de ninhada reduzida. Conforme demonstrado na
Figura 26, os animais que receberam LPS, tanto do grupo controle quanto do grupo
NR, ingeriram menos ragdo comparados aos animais que receberam salina na 22
hora (p<0.05), na 42 hora (p<0.001), na 62 hora (p<0.001), na 82 hora (p<0.001) e na
242 hora (p<0.001). Os animais que receberam LPS do grupo NR mostraram ainda
menor ingestdo alimentar comparados aos animais do grupo NN LPS na 242 hora

apos o desafio imunologico (#p<0.05).
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Os resultados da analise de variancia ANOVA Two-way para a ingestao

alimentar em machos adultos de NN e NR sao descritos na Tabela 8.

Figura 26 — Ingestdo alimentar em filhotes machos de NN e NR 2, 4, 6, 8 e 24h apos

injecOes de salina ou LPS.
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Nota: NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida; sal= salina. Valores expressos como
média + EPM. *p<0.05 ***p<0.001 em relacdo ao grupo controle salina; # p<0.05 em
relagdo ao grupo controle LPS (n=15 por grupo). ANOVA Two-way, poOs—teste
Newman-Keuls.

Fonte: Da autora.

Tabela 8 - Analises de variancia de duas vias da ingestdo alimentar em ratos machos

adultos apos salina ou LPS.

Parametros

Ninhada

Desafio imune

Interacéo

22 hora
42 hora
62 hora
82 hora

242 hora

F.s0= 0.511; p=0.478
F1s0= 0.127; p=0.722
F.s0= 4.303; p<0.05
F1s0= 1.212; p=0.276

Fl,50= 0. 209, p=0649

F150= 16.69; p<0.001
F150= 33.84; p<0.001
F150= 50.84; p<0.001
F150= 45.94; p<0.001

F150= 66.67; p<0.001

F1 0= 0.294; p=0.590
F150= 0.169; p=0.682
F1s0= 0.639; p=0.428
F1s0= 0.243; p=0.624

Fl,50= 6. 212, p<005

Fonte: Da autora.
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6.5.2 Preferéncia a sacarose

Na Figura 27 observou-se os resultados do teste de preferéncia a sacarose
para os animais NN e NR. Os machos de NN LPS preferiram menos sacarose
gquando comparados aos animais controle salina (p<0.01); da mesma forma, o0s
machos de NR LPS também tiveram menor porcentagem de preferéncia a sacarose
comparados aos NR salina (p<0.001). Quanto aos animais do grupo LPS, os de NR
preferiram ainda menos sacarose comparados aos seus controles LPS (p<0.05).

A analise de variancia ANOVA Two-way para o teste de preferéncia a sacarose

em machos adultos de NN e NR esta descrita na Tabela 9.

Figura 27 — Porcentagem de preferéncia a sacarose em filhotes machos de NN e NR 2h
apos injecdes de salina ou LPS.
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Nota: NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida. Valores expressos como média + EPM.
**p<0.01 ***p<0.001 em relagdo ao grupo controle salina; #p<0.05 em relacdo ao
grupo controle LPS (n=15 por grupo). ANOVA Two-way, pds-teste Newman-Keuls.

Fonte: Da autora.
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Tabela 9 - Andlises de variancia de duas vias da preferéncia a sacarose em ratos machos
adultos apods salina ou LPS.

Parametros Ninhada Desafio imune Interacéo

Preferéncia F1'56= 242, p=0125 F1’56= 3623, p<0001 F1’56= 4.751; p<005

Fonte: Da autora.

6.5.3 Campo aberto

Analises realizadas 2 horas apds a aplicacdo de salina ou LPS revelaram no
campo aberto a diminuicdo no numero de entradas no centro (p<0.001; Figura 28A),
no numero de entradas na periferia (p<0.001; Figura 28B), no numero total de
entradas (p<0.001; Figura 28C) e no numero de Rearings (p<0.001; Figura 28D), em
animais de ninhada normal e ninhada reduzida que receberam LPS comparados aos
que receberam salina. N&o foram observadas diferengas estatisticamente
significantes em nenhum dos parametros analisados em animais dos grupos NN e
NR que receberam LPS.

Os resultados da analise de variancia ANOVA Two-way para o teste de campo

aberto em nossos animais experimentais estao descritos na Tabela 10.
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Figura 28 - Efeitos da aplicacdo de salina ou LPS sobre o comportamento no aparato de
campo aberto em machos adultos de NN e NR.
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Nota: NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida. NUumero de cruzamentos centrais (A);
Numero de cruzamentos periféricos (B); Namero total de cruzamentos (C); Niumero de
Rearings (D). Valores expressos como média £+ EPM. ***p <0.001 quando comparado
ao grupo controle salina (n= 10 por grupo). ANOVA Two Way, pOs-teste Newman-
Keuls.

Fonte: Da autora.

Tabela 10 - Analises de variancia de duas vias do teste de campo aberto em ratos machos
adultos apods salina ou LPS.

Parametros Ninhada Desafio imune Interacéo

Campo aberto Fia6= 2.101; p=0.156  Fy3= 92.39; p<0.001  F, 4= 0.21; p=0.649

Fonte: Da autora.


http://code-industry.net/

81

6.5.4 Monitoramento da temperatura corporal

Os resultados da avaliacdo da temperatura corporal por telemetria mostraram
que a administracdo de LPS induziu a um aumento da temperatura corporal em
animais de NN e de NR (Figura 29). O indice térmico (area sob a curva) do intervalo
entre 2 e 5 horas (Figura 30) aumentou tanto no grupo NN quanto no grupo NR,
apos a administracdo de LPS. Entretanto, tanto a variacdo de temperatura corporal
quanto o indice térmico ap0s o desafio imune apresentaram-se maiores em machos
criados em ninhadas reduzidas comparados aos machos criados em ninhadas
normais, evidenciando uma resposta febril mais acentuada frente ao LPS em
animais de NR. Uma vez que o estado febril € estabelecido, a febre tem a mesma
magnitude tanto no grupo controle quanto no grupo NR.

Os resultados da andlise de variancia ANOVA Two-way para o indice térmico

entre 2-5h sao descritos na Tabela 11.

Figura 29 — Efeitos da administracdo de salina ou LPS sobre a variagdo da temperatura
corporal em animais de NN e NR.
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ATemperatura (°C)
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Nota: NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida; sal= salina; h= hora.
Fonte: Da autora.
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Figura 30 - Efeitos da administracdo de salina ou LPS sobre o indice térmico no intervalo
de 2-5 hs apés administragcdo em animais de NN e NR.
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Nota: NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida. Valores expressos como média + EPM.
*** <0.001 quando comparado ao grupo controle salina; ##p<0.01 quando comparado
ao grupo controle LPS. ANOVA Two Way, pds-teste Newman—Keul.

Fonte: Da autora.

Tabela 11 - Andlises de variancia de duas vias do indice térmico (2-5h) em ratos machos
adultos apos salina ou LPS.

Parametros Ninhada Desafio imune Interacéo

indice térmico Fi122=2,504; p= 0,128 F ;,,=118,0; p<0,001 F;,; = 4,915; p<0.05

Fonte: Da autora

6.6 DOSAGENS DE CORTICOSTERONA

Na Figura 31 estdo descritos o0s resultados das dosagens dos niveis
plasmaticos de CT (ug/dL) em filhotes machos adultos de NN e NR 1, 2 e 4h apos
receberem salina ou LPS. Os animais do grupo NN LPS tiveram maiores niveis
comparados ao seu grupo controle salina na 42 hora apos o desafio imune (p<0.05),
enquanto que os animais NR LPS mostraram maiores niveis em todas as horas
avaliadas em relacdo aos animais NR que receberam salina (p<0.01; p<0.001). Além
disso, os animais NR LPS demonstraram maiores niveis de CT comparados aos NN

LPS em todas as horas avaliadas (p<0.05; p<0.01).
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Os resultados da analise de variancia ANOVA Two-way para oS niveis

plasmaticos de CT em machos adultos de NN e NR s&o descritos na Tabela 12.

Figura 31 — Niveis plasméticos de CT (ug/dL) 1, 2 e 4 horas apés injecdes i.p.de salina ou
LPS em filhotes machos adultos de NN e NR.
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Nota: NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida; sal= salina; i.p= intraperitoneal; pg/dL=
micrograma por decilitro. Valores expressos como média + EPM. *p<0.05; **p<0.01;
***n<0.001 em relagdo ao grupo controle salina; #p<0.05; ##p<0.01 em relacdo ao
grupo controle LPS (n=8). ANOVA Two-way, pés-teste Newman-Keuls.

Fonte: Da autora.

Tabela 12 - Analises de variancia de duas vias das dosagens de corticosterona em ratos
machos adultos apés salina ou LPS.

Parametros Ninhada Desafio imune Interacao

12 hOI'a F1'27 = 1941, p=0175 F1’27 = 1865, p<0001 F1’27 = 5005, p<005
22 hOI'a Fl,26 = 4257, p<005 F1’26 = 1171, p<001 F1’26 = 3748, p=0064
4a hOI'a F1'25= 4616, p<005 F1’25 = 2274, p<0001 F1’25 = 0766, p=0389

Fonte: Da autora
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6.7 DOSAGENS DE CITOCINAS

Na Figura 32 estdo descritos os resultados das dosagens de citocinas em
animais do presente estudo. Animais de NN e NR que receberam LPS apresentaram
maiores niveis plasméticos de TNF-a, IL-18 e IL-6 comparados aos animais que
receberam salina. Animais de NR LPS mostraram maiores niveis de IL-1p
comparados aos animais NN LPS (Figura 32B), enquanto que para as outras
citocinas avaliadas as diferencas entre os grupos LPS nédo foram estatisticamente

significantes (Figuras 32A e 32C).

Figura 32 — Niveis plasmaticos de citocinas (pg/mL) 2h apoés injecdes i.p. de salina ou LPS
em filhotes machos adultos de NN e NR.
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Nota: Niveis de TNF-a (A) IL-1B (B) e IL-6 (C). NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida;
pg/mL= picograma por mililitro. Valores expressos como média + EPM. *p<0.05;
**p<0.01; **p<0.0001 em relacdo ao grupo controle salina; #p<0.05 em relacdo ao
grupo controle LPS (n=6 a 8). ANOVA Two-way, pos-teste Newman-Keuls.

Fonte: Da autora.
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7 DISCUSSAO

A modificacdo do ambiente neonatal pela reducdo no numero de filhotes por
ninhada foi capaz de programar mudangas no comportamento maternal e no
desenvolvimento dos filhotes nos periodos lactacional, juvenil e adulto,
demonstrando a importancia da programacao neonatal na responsividade da mae e
da prole aos estimulos ambientais.

Uma provavel explicagdo para o aumento ou a diminuicdo do comportamento
maternal em diferentes tamanhos de ninhada foi apresentada por Priestnall (1972)
em estudo com camundongos. Este autor observou que lactantes de ninhadas
menores despendem mais tempo em lambidas e amamentando os filhotes enquanto
que maes de ninhadas maiores deixam mais frequentemente o ninho pelo
desconforto ou fadiga produzidos pelo contato excessivo ou a estimulacdo extra da
regido mamaria durante a succ¢do. FLEMING et al. (2002) em estudo com ratos
observaram que a quantidade de lambida ofertada aos filhotes diminui quando a
prole € criada em ninhadas grandes ou se a mae é submetida a bulbectomia
olfatéria. Estes autores demonstraram ainda que maes mais responsivas
maternalmente a sua prole produzem filhotes mais responsivos para seus proprios
filhotes, mostrando que os efeitos do CM podem ser propagados através de
geracdes sob certas circunstancias ambientais, assumindo um carater adaptativo.

A programacado ocorrida no periodo neonatal com a reducdo no namero de
filhotes foi capaz de afetar substancialmente o ambiente maternal no presente
estudo, uma vez que o desenvolvimento do sistema neurocomportamental que
fundamenta o CM envolve a sinalizagcdo sensorial entre mée e filhotes, o contato
social com coespecificos, a alimentacdo e a ritmicidade da ejecdo de leite
(GONZALEZ et al., 2001), com implicacbes importantes no desenvolvimento
neonatal e futuro da prole.

Um dos fatores potencialmente afetados nas variagdes no numero de filhotes é
a disponibilidade de leite oferecido. Embora nutrizes de ninhadas grandes
sabidamente secretem mais leite que aquelas de ninhadas menores, a quantidade
de leite disponivel por filhote diminui a medida que o tamanho da ninhada aumenta
(KUMARESAN; ANDERSON; TURNER, 1966). Além disso, a literatura mostra que a

s

reducdo no numero de filhotes por nutriz € capaz de alterar a quantidade e a
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qualidade da producdo do leite, 0 qual passa a apresentar maior conteudo de
gordura, elevando o teor caldrico de nutrientes durante a lactagdo (FIOROTTO et al.,
1991; SHANKAR et al., 2008).

Apesar da maior quantidade de leite disponivel a medida que a ninhada
diminui, estudos prévios mostram um déficit na amamentacdo em ninhadas
pequenas, evidenciando um estado hipomotivacional, no qual h4 a atenuacdo do
componente apetitivo e do vigor com que estes filhotes procuram suas maes
(TEICHER; KENNY, 1978). Estes resultados corroboram os dados de maior ativacao
neuronal em areas hipotalamicas envolvidas na amamentacdo em mées que criam
ninhadas maiores.

A succdo mamilar € capaz de estimular a secrecéo de ocitocina (OT) durante o
periodo pés-parto. A OT é um hormoénio liberado na neurohipéfise, a qual atua
também como um neurotransmissor/neuromodulador lancado em sinapses no
cérebro (NUMAN, 1994). Neurdnios do PVN e do SON do hipotalamo secretam OT
para diversas regides, entre elas a MPOA e a expressao de receptores de OT
aumenta em muitas destas regibes cerebrais proximo ao momento do parto
(LENG; MEDDLE; DOUGLAS, 2008; MOOS et al., 1989; NUMAN; STOLZENBERG,
2009). Dentre estas regides estdo a area tegmental ventral (VTA), o nucleo
accumbens (NA) e o sistema mesolimbico dopaminérgico, os quais modulam, além
do CM, também a agressividade e a ansiolise maternal (NUMAN; WOODSIDE,
2010).

Apesar da maior estimulacdo mamilar pela succdo em ninhadas grandes, em
ninhadas com menor nimero de filhotes a maior disponibilidade de leite leva a maior
ingestdo alimentar e maior ganho de peso e isto se deve a imaturidade do
mecanismo de controle do comportamento ingestivo no periodo neonatal
(MCMILLEN; ADAM; MUHLHAUSLER, 2005). O sobrepeso e a hiperfagia em ratos
submetidos a reducdo de ninhadas podem ser decorrentes da diminuicdo da
sensibilidade a leptina no hipotalamo (PLAGEMMAN et al., 1999) ou de um disturbio
no mecanismo de feedback negativo de insulina, acompanhado de ma formacao do
nacleo hipotalamico ventromedial (VHM) , regido envolvida no controle da ingestao
alimentar e da massa corporal (SCHWARTZ et al., 1996; OOMURA, 1983).

Variacbes de peso em diferentes tamanhos de ninhadas corroboram os
resultados observados e demonstram que compartilhar o leite materno com maior

numero de filhotes leva os mesmos a alimentarem-se menos, tornando-0s menores
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em peso e tamanho em relagdo aos filhotes criados em ninhadas menores
(BAUTISTA et al.,, 2010; HOU et al., 2011; SPENCER; TILBROOK, 2009;
LORANCA; TORRERO; SALAS, 1999; RODEL et al., 2008).

Outra importante variavel capaz de mediar os efeitos de manipulacbes na
infancia é a estimulacdo tatil e cinestésica oferecida pela méde (LEVINE, 1962). A
interrup¢cdo de estimulos sensoriais pela mée tem efeitos negativos sobre o
desenvolvimento da ninhada em muitas espécies (SCHANBERG; KUHN, 1980). O
atraso no desenvolvimento reflexivo pode ser consequéncia da privacdo sensorial da
mae (LORANCA; TORRERO; SALAS, 1999; WARD; STEHM, 1991) e da exposi¢ao
precoce ao frio, mais comum em nutrizes com maior nimero de filhotes, devido a
auséncia materna do ninho, com relevante influéncia no desenvolvimento da prole
(BARNETT; BORLAND, 1967).

Variagbes no CM em roedores produzem importantes consequéncias nas
respostas comportamentais ao estresse. Menores niveis de corticosterona e
horménio adrenocorticotrofico (ACTH) foram encontrados no plasma de ratos
adultos de méaes HL (LIU et al., 1997); a reacdo comportamental ao medo no teste
de ocultacédo defensiva é maior em adultos que receberam menor cuidado maternal
(MENARD; CHAMPAGNE; MEANEY, 2004) e h4 um aumento na duracdo do
freezing no medo condicionado em ratos machos adultos cujas maes apresentaram
diminuicdo do CM apo0s tratamento com agonista canabinoide (COSTA; VILELA,;
GIUSTI-PAIVA, 2013).

As respostas cognitivas também podem estar alteradas em razdo das
variagbes no cuidado maternal. Filhos adultos de mées HL exibiram memoria e
aprendizagem espacial dependentes do hipocampo aumentadas no labirinto
aguatico de Morris (BREDY et al., 2003; BREDY et al., 2004; LIU et al., 2000) e um
aumento da capacidade de propagacdo da atencdo sensoOrio-motora, medida pela
inibicdo pré-pulso (IPP) da resposta de sobressalto acustica (ZHANG et al., 2005).

Dentre as importantes consequéncias advindas das variacbes no cuidado
maternal estdo as diferencas na época de maturagdo do desenvolvimento sexual,
uma vez que a lambida anogenital da mae € especialmente importante para a
maturacdo do desenvolvimento sexual e a entrada da puberdade na prole
(CUMMINGS; CLEMENS; NUNEZ, 2010; MOORE, 1982).

Assim, conforme resultados vistos na Figura 23, houve um avango no

desenvolvimento sexual em machos de NR, evidenciando que o comportamento
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maternal mais efetivo em ninhadas menores afeta mais a maturacdo sexual e a
entrada da puberdade em machos que em fémeas. A literatura corrobora o0s
resultados apresentados ao relatar que a lambida e a limpeza da regido anogenital
que os filhotes recebem das mées sdo sexo-especificas e que machos recebem
maior atencdo das maes que as fémeas, de maneira dependente da testosterona
(CUMMINGS; CLEMENS; NUNEZ, 2010; MOORE, 1982).

A gualidade e a quantidade de estimulacdo anogenital que os filhotes recebem
de suas mées podem moldar o desenvolvimento do comportamento sociosexual em
ratos machos. O mesmo ndo ocorre em fémeas, uma vez que ao se alterar a
quantidade de estimulo tétil oferecida as fémeas neonatas ndo ocorrem alteracdes
no comportamento de brincadeira social no periodo juvenil. Altos niveis de
comportamentos de brincar sdo considerados normais em machos, enquanto niveis
menores constituem-se em comportamento normal em fémeas, embora estas
diferencas n&o tenham ainda sido caracterizadas ou experimentalmente
quantificadas (BLAKE; MCCOQY, 2015).

Quanto as diferencas de género e comportamento social, os dados sé&o
consistentes com estudos prévios, 0s quais sugerem que a reducdo do cuidado
maternal aumenta o comportamento de brincadeira social em machos, mas ndo em
fémeas (PARENT; MEANEY, 2008) e que esta variacdo na responsividade a
brincadeira entre machos e fémeas pode ser devido a influéncia hormonal, a qual
leva os machos a se engajarem mais frequentemente em lutas, contra atacarem
mais e apresentarem maiores taxas de iniciagdo da brincadeira comparados as
fémeas (AUGER; OLESEN, 2009). Outros autores também observaram que
roedores machos iniciam mais comportamentos sociais de brincadeira do que as
fémeas (MEANEY; STEWART, 1981; MEANEY; STEWART, 198la) e que o
dimorfismo no comportamento social é resultado dos maiores niveis de testosterona
circulante em machos durante o desenvolvimento (MEANEY; STEWART, 1981a;
OLIOFF; STEWART, 1978; WARD; STEHM, 1991; THOR; HOLLOWAY, 1986).

Somente mais recentemente, comportamentos sexualmente dimorficos tém
sido investigados e incluem o envolvimento do sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico para a expresséo da brincadeira em fémeas no periodo juvenil,
mostrando uma diferenca de género sexual na rede neural que medeia o CJB
(NORTHCUTT; NGUYEN, 2014). Além disso, outros autores observaram que maes

HL tém niveis elevados de RNAm do receptor de dopamina no ndcleo accumbens
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associado as mudancas nas preferéncias de recompensa. Assim, o efeito do
cuidado maternal no desenvolvimento da via dopaminérgica e no comportamento de
recompensa de filhotes fémeas pode ser critico para modular as diferencas
individuais no sistema mesolimbico dopaminérgico (PENA et al., 2014).

Corroborando os resultados encontrados, uma relagdo negativa entre o
estimulo maternal pés-natal e o desenvolvimento do comportamento social na vida
futura foi descrita mais recentemente na literatura. A simulacédo do cuidado maternal
através da estimulacdo anogenital com uma escova reduziu 0 comportamento de
brincadeira social em machos. Além disso, os mesmos tiveram aumentados a
expressdo de mRNA para os receptores 5HT2a (receptor de serotonina 2a) na
amigdala, sugerindo uma relacdo inversa entre a sinalizacdo de serotonina e a
frequéncia do comportamento social em ratos machos (EDELMANN; DEMERS;
AUGER, 2013). Além disso, a diminuicdo dos niveis de licking/grooming maternos
apos a aplicacdo de perfume a area anogenital (BIRKE; SADLER, 1987) e apos
dieta salina para a reducéo do apetite por urina e o bloqueio de pistas olfativas com
sulfato de zinco (MOORE; POWER, 1992) aumentaram a brincadeira social em ratos
machos.

Por outro lado, a literatura mostra também uma correlagdo positiva entre o
comportamento maternal e o comportamento social em ratos machos na
adolescéncia. Assim, animais que receberam maiores niveis de licking/grooming
durante o periodo neonatal, tiveram maior frequéncia e duracdo de pinning e
pouncing no CJB (VAN HASSELT et al., 2012).

O numero e o grau de interacdo entre os filhotes da mesma ninhada podem
influenciar o inicio da independéncia da mae e o comportamento social no futuro.
Proles de ninhadas grandes parecem ser mais competitivas e socialmente
engajadas, em contraste com as de ninhadas menores, mais emocionais € menos
ativas. Além da presenca de coespecificos, o meio hormonal e nutricional pré e pos-
natal, a qualidade do cuidado maternal recebido e a atuacdo de hormonios
neurohipofisarios sdo fatores que podem resultar em alteracdes comportamentais
importantes na vida adulta (DIMITSANTOS et al., 2007).

Mudancas hormonais no periodo lactacional ja foram descritas como possiveis
fatores capazes de afetar o comportamento social. Segundo Moore et al. (2010),
ratos administrados com insulina do 10° ao 19° dia de vida exibiram uma diminui¢cao

no CJB social, principalmente nos parametros de pinning e pouncing, evidenciando


http://code-industry.net/

90

uma interessante consequéncia da sobrenutricdo sobre a sensibilidade da prole aos
estimulos do meio.

Modificagbes na nutricAo perinatal em roedores e humanos podem
comprometer o proprio desenvolvimento do sistema imune inato. Evidéncias
recentes sugerem que a dieta perinatal pode independentemente influenciar o
desenvolvimento do sistema imune, através de mecanismos como a propensao a
obesidade, alteracdo na microbiota intestinal e através de modificacbes
epigenéticas, as quais alteram a transcricdo génica por toda a vida (SPENCER,
2013).

A resposta imune em diferentes circunstancias nutricionais as quais afetam o
balanco energético demonstra a complexidade e heterogeneidade das defesas do
hospedeiro e requerem um estudo integral das células imunocompetentes, bem
como dos sistemas indutores e regulatérios, especificos ou ndo envolvidos no
processo (MARTI; MARCOS; MARTINEZ, 2001).

A obesidade e a resisténcia a insulina tém sido descritas como causas do
aperfeicoamento do fendtipo inflamatério e do aumento do estresse oxidativo em
humanos, contribuindo para o comprometimento da reatividade vascular pela
estimulacdo de alteracdes pro-aterogénicas na vasculatura (CABALLERO, 2003).

A obesidade esta associada a um estado de inflamacao crénica devido a
resposta de células metabdlicas ao excesso de nutrientes e energia, as quais
liberam mediadores pré-inflamatérios como TNF-a, IL-1B, IL-6, leptina e resistina a
partir do aumento do tecido adiposo em humanos e roedores (BASTARD et al.,
2006; FAIN, 2006; GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011; HOTAMISLIGIL, 2006;
SACHOT; POOLE; LUHESHI, 2004; TILG; MOSCHEN, 2006).

Semelhantemente aos animais de nosso estudo, ratos com obesidade induzida
por dieta ttm se mostrado mais responsivos aos efeitos do LPS, sendo estes efeitos
provavelmente ligados as mudancas qualitativas no tecido adiposo branco e sua
funcdo na producdo de citocinas inflamatérias. A restricdo energética em 50% em
ratos alimentados com dieta de cafeteria foi capaz de restaurar, pelo menos
parcialmente as deficiéncias na resposta imune observadas em animais com
sobrepeso (LAMAS; MARTINEZ; MARTI, 2004). Além disso, modificagbes na
resposta imune a infec¢éo foram descritas em varios modelos genéticos animais de
obesidade, incluindo camundongos ob/ob e db/db e ratos Zucker fa/fa (IKEJIMA et
al., 2005; IVANQV;, KULCHITSKY; ROMANOVSKY, 2001; IVANOV;
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ROMANOVSKY, 2002; LUGARINI et al., 2005; O'CONNOR et al., 2005; PARK et al.,
2009). Ratos que receberam dieta rica em frutose tiveram maior expressédo de
citocinas no hipotalamo e no tecido adiposo apos desafio imunolégico com LPS
(ORLANDI et al., 2015).

Em camundongos com obesidade induzida por dieta a inoculagdo oral
bacteriana resultou em 40% de aumento na perda 6ssea 10 dias apés o desafio
bacteriano (AMAR et al., 2007). Camundongos obesos mostraram ainda um
aumento na mortalidade e alteracées na resposta imune apos infeccao pelo virus
influenza (SMITH et al., 2007) e um aumento na expressao e liberacdo de citocinas
no plasma, bago, figado e macréfagos peritoniais (LAWRENCE; BROUGH; KNIGHT,
2012),

Corroborando os resultados obtidos de que o sobrepeso e a obesidade podem
modificar as respostas inflamatérias, ratos Wistar com obesidade induzida por dieta
mostraram aumento dos niveis circulantes de TNF-a, IL-6, IL-1ra (antagonista
receptor de IL-1) e de leptina, além de uma resposta aumentada e prolongada a
febre ap6s administracdo do LPS (POHL; WOODSIDE; LUHESHI, 2014; POHL,
WOODSIDE, LUHESHI, 2009).

A literatura descreve ainda que ratos machos com sobrealimentacdo neonatal
por reducdo de ninhadas exibiram maiores niveis plasmaticos de citocinas pro-
inflamatorias, maior ativacdo de neurbnios no PVN do hipotalamo, aumento na
expressao de receptores TLR 2 e 4 em adipdcitos e macrofagos no tecido adiposo e
maior anorexia apés endotoxemia (CLARKE; STEFANIDIS; SPENCER, 2011).

A anorexia ou diminuicdo da ingestdo alimentar é uma importante
consequéncia da administracdo de LPS ou de citocinas (AKASAKA et al., 2006;
CROSS-MELLOR et al., 2003; LANGHANS, 2007; RORATO et al, 2009; RORATO et
al, 2012), sendo as citocinas proé-inflamatdrias os principais mediadores endégenos
na anorexia. Embora o mecanismo pelo qual o LPS ou as citocinas estimulam o
cérebro para a inibicdo do apetite ainda ndo seja totalmente compreendido, existem
evidéncias do envolvimento do receptor serotoninérgico 5-HT2c, da PGE2 e do eixo
HHA neste processo (ASARIAN; LANGHANS, 2010).

Conforme dados das Figuras 30 e 32, o maior indice térmico e 0s maiores
niveis plasmaticos de IL-18 apés LPS em animais com sobrepeso do presente
estudo demonstram que provavelmente o acumulo de tecido adiposo levou a

respostas diferenciadas frente ao desafio imunologico com LPS. A IL-1B atua na
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regulacdo do comportamento doentio por suas ac¢des no hipotalamo e hipocampo
(DANTZER, 2001; BLUTHE et al., 2000).

Ratos Zucker obesos (fa/fa) e magros (Fa/Fa) o0s quais receberam
microinfusbes cerebrais de IL-1B e de IL-6 demonstraram respostas a febre
diferenciadas. Enquanto microinfusdes de IL-1p induziram maior resposta febril em
obesos, microinfusdes de IL-6 induziram maior resposta em magros, sugerindo que
a obesidade genética nestes animais esta associada a acdo diferencial das citocinas
nos mecanismos termorregulatérios (PLATA-SALAMAN; PELOSO; SATINOFF,
1998).

Outra citocina com efeitos pro-inflamatorios € a leptina, a qual tem sido descrita
estar envolvida na mediacdo da resposta febril frente ao estimulo inflamatério do
LPS. InjecBes (periférica ou i.c.v.) de leptina induziram um aumento nos niveis de
citocina pro-inflamatoria IL-1B no hipotalamo de ratos Sprague-Dawley (LUHESHI et
al., 1999). Além disso, o jejum reduz a resposta a febre e este efeito € parcialmente
restaurado pelo tratamento com leptina (INOUE; LUHESHI, 2010).

A febre e a anorexia induzidas por LPS em ratos sdo mediadas, pelo menos
em parte pelos niveis circulantes de leptina (SACHOT; POOLE; LUHESHI, 2004).
Em animais obesos, a leptina anti-soro especifica da espécie (LAS), utilizada para
neutralizar a leptina endogena, reduziu significantemente a magnitude da fase tardia
da resposta febril bem como os niveis circulantes de IL-6, IL-1ra e a bioatividade da
leptina (POHL, WOODSIDE, LUHESHI, 2014).

O modelo de sobrenutricdo e obesidade tem também sido associado a um risco
aumentado para o desenvolvimento de estresse, exacerbando a resposta do eixo
HHA em humanos (ABILES et al., 2010; DOYLE et al., 2007; SCOTT et al., 2008) e
em ratos (SPENCER; TILBROOK, 2009; WINKELMANN et al., 2007).

Mudancas no padrédo de alimentacé&o neonatal sdo capazes de alterar a funcao
do eixo HHA. Fémeas com sobrealimentacdo neonatal tém respostas mais
acentuadas ao estresse agudo, com maiores niveis de corticosterona (SPENCER,;
TILBROOK, 2009). A sobrenutricdo neonatal em ninhadas reduzidas foi capaz de
aumentar os niveis plasmaticos de corticosterona e levar ao desenvolvimento do
conjunto de sintomas conhecidos como sindrome metabolica em animais adultos
(HOU et al.; 2011).

A correlagdo entre tipo de dieta e resposta ao estresse também tem sido

descrita na literatura. Ratos que receberam dieta com alta porcentagem de gordura
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tém resposta exagerada ao estresse moderado, com aumento dos niveis séricos de
corticosterona (LEGENDRE; HARRIS, 2006). Mas na relacdo entre estresse e dieta
gordurosa néo fica claro se a responsividade aumentada ao estresse é devida a
composicao da dieta ou a um aumento da adiposidade.

De forma contraria, machos com subnutricdo neonatal tém respostas mais
eficientes ao estresse, com reducdo na ativacdo neuronal no PVN e na CT
plasmatica, as quais retornam aos niveis basais mais rapidamente (BULFIN et al.,
2011).

Os maiores niveis plasméticos de CT em animais com sobrepeso apés indugéo
do estresse imunolégico em nossos resultados mostram que o0 excesso de peso
provavelmente foi fator relevante para o agravamento destas respostas.
Corroborando os dados, estudos anteriores mostraram que animais com
sobrealimentacdo neonatal ttm maior ativacdo do eixo HHA e maiores niveis de CT
frente ao desafio imune por LPS (CLARKE; STEFANIDIS; SPENCER, 2011).

A relacéo entre dieta e os efeitos do LPS sobre o eixo HHA foi estudada por
ASTIZ et al. (2016). Camundongos submetidos ao desafio imune com LPS, os quais
ingeriram dieta com baixa gordura (low fat diet — LFD) apresentaram menores niveis
hipotalamicos de CRH e GR (receptor de glicocorticoide) e animais com dieta de alta
gordura (high fat diet — HFD) mostraram maior expressdo hipotalamica de CRH e
GR. Estes autores sugerem que em camundongos LFD o aumento nos niveis de
glicocorticoides induzido por LPS atue como sinal de feedback negativo, suprimindo
a ativagdo do eixo HHA e diminuindo a expressao de CRH e GR, enquanto que em
camundongos HFD este efeito contrarregulatério ndo ocorre, indicando uma possivel
dessensibilizagdo do eixo HHA ao mecanismo de feedback negativo.

Resumindo, manipulacbes ocorridas em periodos precoces de
desenvolvimento podem afetar de maneira relevante lactantes e filhotes. Alteragbes
no ambiente maternal pela reducdo no namero de filhotes por nutriz aumenta de
maneira significante o comportamento maternal em relacdo a prole, aumentando a
oferta de leite aos neonatos e levando a antecipagédo dos desenvolvimentos fisico e
reflexivo na prole, e também do desenvolvimento sexual em ratos machos.

Quanto ao comportamento social no periodo juvenil, machos criados em
ninhadas reduzidas mostraram menores niveis de brincadeira social. O maior

cuidado maternal e a experiéncia social precoce com menor numero de
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coespecificos, além da prépria mudanca nos padrdes nutricionais podem ter
contribuido para estes resultados.

As respostas comportamentais e inflamatdrias mais intensas em animais com
sobrepeso de nosso estudo demonstram uma maior susceptibilidade aos efeitos do
LPS. Podemos concluir que ha uma forte conexdo entre eventos nutricionais
precoces programando maior propensdo a obesidade e esta resultando em um perfil
pré-inflamatério basal e maior susceptibilidade a infeccdes.

Os resultados encontrados poderdo contribuir para aprofundar o conhecimento
sobre as mudancas organicas decorrentes do sobrepeso e da obesidade e suas
consequéncias sobre o comportamento na presenca de processos infecciosos

graves, como na endotoxemia.
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8 CONCLUSAO

A reducdo de ninhadas promove aumento do comportamento maternal e
sobrealimentacdo da prole. Como consequéncias tém-se sobrepeso, adiantamento
do desenvolvimento e redu¢do no comportamento juvenil de brincadeira em machos.
Na vida adulta, os machos apresentam acentuado sickness behavior que pode ser

atribuido a maior producéo de IL-1.
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Several studies have investigated the effects of artificial litter size adjustment on offspring development.
Social play behavior is important for neurobehavioral development and is impaired in several develop-
mental psychiatric disorders. This study therefore investigated the effect of litter size on play behavior in
adolescent rats. On postmatal day (PND 2, litters were adjusted to a small litter (51) size of 3 pups per dam
or normal litter (ML) size of 12 pups per dam. Maternal behawviors scored daily during the first week of
lactation (PND2-8) revealed that arched nursing and pup licking behaviors were increased in dams with
5Ls wersus those with NLs. 5L offspring exhibited accelerated weight gain and advanced development
Maternal behasiar of physical landmarks and reflexes, possibly due to overnutrition. Social isolation Lasting 3.5 h prios to
Sacial play behavicr social play behavioral testing produced a higher freguency and duration of pouncing, pinning, sniffing,
Rat and grooming in both male and female offspring. However, male 5L offspring exhibited a lower fre-
quency of pouncing and pinning when compared with male ML offspring, while no litter size-dependent
differences were chserved in social behaviors unrelated to play (sniffing and grooming). These findings
identify a possible sexually dimorphic influence of litter size in the development of social behavior. Given
that social behaviors such as play behavior are vital for normal cognitive and social development, these
findings have important implications for developmental and neuropsychiatric research.

© 2016 1SDM. Published by Elsevier Lad. All rights reserved.

Keywords:
Litter size

1. Introduction

Mutritional manipulation during the perinatal period has been
reported to alter metabolic and/or endocrine regulation in adult-
hood (Boullu-Ciocca et al_, 2005; Rodrigues et al, 2007; Davidowa
and Plagemann, 2007; Patterson et al,, 2010), Several studies
have used artificial litter size adjustment to investigate the effects
of nutrition and maternal care on developmental parameters
including the appearance of developmental landmarks and neu-
robehavioral indicators (Plagemann et al, 1999; Davidowa et al,
2003), Because rat pups raised in small litters {5Ls) have greater
access to milk, these pups tend to become overweight during the
suckling pericd and have been reported to display an overweight
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phenotype well into adulthood (Velkoska et al., 2005; Plagemann,
2006; Spencer and Tilbrook, 2009; Stefanidis and Spencer, 2012),
Indeed, several studies have reported that animals raised in 5L
conditions are predisposed to develop hyperphagia, obesity, hyper-
tension, and hyperinsulinemia later in life (Flagemann et al,, 19932;
Rodrigues et al, 2011),

MNeonatal changes in litter size can also affect mother-pup
and pup-pup (littermate) interactions, During the first days after
birth, maternal contact provides pups with maternal edor and
other maternal stimuli such as warmth, cutaneous contact, peri-
oral stimulation from suckling, and mechanical stimulation from
licking and handling (Kojima and Alberts, 2009), Mormal growth
and behavioral development largely depend on stable mother-pup
interactions, and it has also been well documented that mothers
alter the type of care provided to the litter in response to changes
in offspring behavior or health status (Cummings et al,, 2010),

Play behavior is one of the earliest forms of non-mother directed
social behavior in rodents, and is considered to be a vigorous form of
social interaction in young mammals (Vanderschuren et al_, 1997;
Spear, 2000), Most young mammals spend asubstantial partof mat-
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uration engaged in play with partners. This ability to participate in
social play is a principal indicator of healthy development (Trezza
et al,, 2010). Social behaviors are relevant to normal cognitive and
social development and have been utilized as behavioral biomark-
ers for altered development in both rodent models and humans
(Blake and MicCoy, 2015). In fact, deficits in play behavior after
neonatal infection and brain injury have already been described
as a model of autism (Pletnikov et al, 1999; Lancaster et al, 2007;
Kirsten et al., 2012). In consideration of these previous findings, the
purpase of the present study was to evaluate the effect of litter size
on offspring development and sodial play behavior in rats,

2. Materials and methods
2.1. Animals

Adult Wistar nulliparous female rats 9 weeks of age were
obtained from the Central Animal Facility of the Federal Univer-
sity of Alfenas. Rats were housed in a temperature-controlled room
(22°C) on a 12 h light-dark cycle (lights on at 7:00 h) with access to
water and food ad libitum. For experiments, females were timed-
mated with sexually experienced males. Then, two females were
housed with one male to allow mating, The day on which spermwas
observed during vaginal lavage was designated as day 1 of preg-
nancy. Pregnant females were individually housed in transparent
cages (42 cm = 34cm = 16cm), The first day of life was designated
as post-natal day 0 (PNDOQ), To induce early postnatal overnutrition
or normonutrition, the primary litter size was adjusted on PND2
to 3 pups per litter (2 males, 1 female; 51; early postnatal overnu-
trition) or 12 pups per litter (& males, & females; normal litter, ML;
normonutrition), respectively. To avoid the litter effect, one male
pup and cne femnale pup from each litter were marked with ink and
used for all physical development assessments as well as for body
weight tracking. (Flagemann et al,, 1999; Velkoska et al,, 2005; Lazic
and Essioux, 2013), All experimental procedures were approved by
the Committee of Ethics in Animal Experimentation (#468/2012)
of the Federal University of Alfenas, Minas Gerais State, Brazil.

22, Experimental procedure

221. Maternal behavior

The maternal behavior of lactating females (ML, n=10; 5L, n=10)
was scored daily during the first week of lactation (PND2-8). Obser-
vations were conducted during three 72-min periods in the light
phase (08:00, 12:00, and 16:00) and one 72-min period in the dark
phase (20:00). During each session, maternal behavior was scored
every 3min (25 observations per 4 periods per day for a total of
100 observations per mother per day). Five maternal behaviors and
four non-maternal behaviors were recorded as follows: (1) licking
pups (either the body surface or the anogenital region), (2} nursing
pups in an arched-back posture, (3) “blanket™ pasture in which the
mother lays over the pups, (4) passive posture in which the mother
lies either on her back or side while the pups nurse, (5) nest build-
ing, (6] feeding, (7) exploring the cage housing, (8) movement away
from the pups, and (9) self-grooming (Costa et al., 2013}, Behavioral
data are reported as percentages of the total number of behavioral
observations (number of target behavior observations divided by
the total number of all behavior observations = 100).

222 Physical and neurobehavioral development

One male pup and cne female pup from each litter were weighed
at PND1, PND3, PND7, FNDMO, PND14 and PND21 (NL, n=10; 5L,
n=10), Digital pachymeters were used to measure the anogenital
distance (the length from the anus to the genital tubercle) in mil-
limeters and the anogenital index was calculated as a ratio of the
anogenital distance to total body weight (Kiss et al,, 2012; Moriega

et al_, 2005), The following physical parameters were also assessed
in one male pup and one female pup from each litter as follows:
pinna detachment (beginning on PND1), hair growth and incisor
eruption {beginning on PFND5), eye opening (beginning on PND10),
testis descent (when the scrotum purse contacts the testis, typically
beginning on PND18); vaginal opening (when the vaginal crifice is
visualized, typically beginning on PND30), and preputial separation
(beginning on PMD35). The following reflexes were also assessed
in one male pup and one female pup from each litter as follows:
negative geotaxis (turning at least 135 within 30s of face-down
placement on a 45° incline, beginning on PMD4), palmar grasp reflex
(grasping of a paper dip with the forepaws if stroked, beginning
on PND2), auditory startle (beginning on PND10), vibrissae placing
(beginning on PNDM0) and visual placing ( beginning on PND 5],

Pups were briefly removed from their dams between 15:00 and
16:00 for daily ochservation and then immediately returned to the
home cage, The mean number of days required for the appear-
ance of each of the above parameters was calculated. On PND21,
the offsprings were weaned, marked with nontoxic ink, distributed
according to theirs sex and litter size and housed in groups of 4 per
cage. All scores were performed by two observers who were blind
to the litter conditions,

223, Social play behavior

The testing arena was a Plexiglas cage (40cm = 40cm x 60cm),
with approximately 2 cm of wood shavings covering the floor. On
PND26-28, pups from ML (n=10) and 5L {n= 10) were individually
habituated to the test cage for 10min each day, On the test day
(PMND 30}, half of the pups were socially isolated for 3.5h before
testing and the other half were kept in their normal groups. The
isolation pericd was used to induce an increase in the amount of
social play behavior (Niesink and Van Ree, 1989), Pups were paired
with an unfamiliar partner (i.e., not a cage mate) and did not dif-
fer in body weight by more than 10g (Van Kerkhof et al, 2013),
In rats, social play behavior typically starts with one rat soliciting
(*pouncing”} another rat by attempting to nose or rub the nape of
its neck. The animal that is pounced upon can respond in different
ways: if the animal that is pounced upon fully rotates to its dor-
sal surface, “pinning” is the result (i.e,, one animal lies in a supine
position while the other animal stands over it), From this position,
the supine animal can initiate another play bout by trying to gain
access to the other animal's neck. Thus, during social play, pouncing
is considered an index of play solicitation, while pinning functions
as a releaser of a prolonged play bout (Panksepp and Beatty, 1930;
Pellis et al, 1997; Pellis and Pellis, 1987 ; Poole and Fish 1976).
Pouncing and pinning frequencies can be easily quantified and are
considered to be the most characteristic parameters of social play
behavior in rats (Panksepp and Beatty, 1980), However, during a
social encounter, animals may also display social behaviors that
are not directly associated with play, such as sniffing or grooming
of the partner (Panksepp and Beatty 1980; Vanderschuren et al,
1995), One male pup and one female pup from each litter were
used for offspring evaluations to minimize potential confounding
factors assodated with the litter { Lazic and Essioux, 20130

The following parameters were scored (Panksepp and Beatty
1980; Vanderschuren et al_ 1995);

* frequency of pinning: cne animal lying with its dorsal surface on
the floor with the other animal standing over it. This is the most
characteristic posture in social play in rats and occurs when one
animal is solicited to play by its test partner and rotates to its
dorsal surface;

* frequency of pouncing: one animal is soliciting the other to play,
by attempting to nose or rub the nape of the neck of the test
partmer;
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* time spent on social exploration: sniffing any part of the body of

the test partner, including the anogenital area; grooming: chew-
ing and licking the partner's fur.

2.3, Data analysis

Data were analyzed using the GraphPad software program ver-
sion 6.0 and are expressed as the mean + 5.EM. Maternal behavior
parameters and pup developmental parameters were compared
between groups using t-tests. Alternatively, a two-way analysis
of variance (ANOVA) with repeated measures and Tukey's post
hoc test were used where appropriate, A p-value of less than 0,05
(P=0.05)was used to establish significance.

3. Results

The composite maternal behaviors of lactating rats in the ML
and 5L conditions were guantified from a total of 700 observa-
tions per mother (100 observation per mother per day; PND2-8)
and are shown in Fig. 1. A larger number of maternal behaviors
and a smaller number of non-maternal behaviors were observed in
dams with 5Ls compared to those with MLs. Dams with 5Ls showed
a higher frequency of arched nursing (P<0.05) and licking pups
(P=0.05) and a lower frequency of blanket nursing (P« 0.05), feed-
ing{P< 0,05), exploring { P< 0.05), and non-exploring non-maternal
behaviors (P 0.05) compared to dams with NLs.

A summary of the appearance of development signs in male
and female pups from the ML and SL conditions is shown in Fig. 2.
Physical developmental landmarks for males (Fig. 2A) and females
(Fig. 2C) appeared sconer in SL pups than in NL pups. Pinna
unfolding (P<005), hair appearance (P<0.05), and eyve opening
{P<0,05) also appeared sconer in SL pups than in NL pups; how-
ever, there was no difference in time of incisor eruption between
groups, In addition, male SL offspring exhibited advanced reflex
development including negative geotaxis (P<0.05), auditory star-
tle {P<0,05), and vibrissae placing {P< 0.05) compared to male NL
offspring (Fiz. 1B), Similarly, female 5L offspring showed advanced
development of the auditory startle {P<0.05) and vibrissae placing
{P<0,05) reflexes compared to female NL offspring (Fiz. 1B,

Thebody weights of both male{Fig. ZA)and female (Fig. 2C} pups
were measured during lactation; a two-way repeated-measures
ANOVA indicated that there were significant main effects for lit-
ter size [male: F{1,224)= 2318, P<0.001; female; F[1,216)=281.4,
P=0001) and time [male: F7,224)=4147, P<0001; female:
F(7,216)=430.1, P<0,001), and that there was a significant interac-
tion beteween litter size and time [male: F(7,224)= 16,1, P=0.001;
female: F7,216)= 161, P=0,001], These results indicated that
weight gain during lactation was increased in SL offspring com-
pared to ML offspring. At PND 21, there was no difference in
anogenital index between groups (Fiz. 3B and D, male and female
offspring, respectively),

The effect of litter size on social play behavior is shown in
Fig 4. Isolation increased the frequencies and durations of pounc-
ing. pinning, sniffing, and grooming in the social play behavior test.
However, male SL offspring exhibited lower frequencies of pounc-
ing and pinning when compared with male ML offspring. Litter size
did not impact the durations of social behaviors unrelated to play
such as sniffing. While female offspring exhibited higher frequen-
cies and durations of pouncing, pinning, sniffing and grooming afier
isolation, no significant main effects of litter size were identified
(Statistical data; Table 1.

4. Discussion

The alteration of necnatal nutrition according to litter size has
important implications for long-term physiology and behavior, In
the current study, we demonstrated that changes in litter size not
only alter necnatal weight gain and the onset of physical and neu-
rodevelopmental landmarks, but also impact social behavior in
male juvenile rats,

Consistent with our findings, it has been reported that offspring
with fewer littermates often receive more milk and thus experience
increased postnatal growth and faster physiological development
[Teicher and Kenny, 1978; Loranca et al., 1999; Bautista et al, 2010;
Risdel et al., 2008), whereas pups raised in larger litters develop
maore slowly as a consequence of lower breast milk intake (Spencer
and Tilbrook, 2000; Bautista et al., 2010; Hou et al., 20111, Early
postnatal overnourishmenit can lead to persistent weight gain and
respective changes in the regulation of hormones such as leptin
and insulin (Davidowa and Plagemann, 2000). These hormones
hawe a decisive influence on growth, the formation of synaptic
connections, and the programming of homeostatic systems, Devel-
opmental programming is the phenomenon by which a nutritional
stimulus overlapping with a critical window of organogenesis per-
manently alters the physiclogy and metabolism of an organism
(Proulx et al., 2002; Liu et al., 2013; Bei et al,, 2005). Our data sup-
port the hypothesis that postnatal developmental programming is
altered according to litter size in pups.

In large litters, early food restriction is unlikely to be the
sole reason for delayed reflexive development, Sensory depriva-
tion arising from the need to share matemal care with other
pups is anather possible factor (Ward and Stehm, 1991; Loranca
et al., 1999). Thus, we decided to analyze maternal care behav-
iors in different litter sizes and observed that 5L pups received
maore care from their mothers than did NL pups. The long-term
consequences of maternal care should be considered as a puta-
tive factor mediating the behavioral consequences of litter size
(Champagne et al, 2003; Dimitsantos et al, 2007 ), Consistent with
our chservation, variations in maternal care in rodents have been
reported to produce important long-term behavioral and physio-
logical consequences [ Meaney, 2001 L Adultoffspring from mothers
that provided high maternal care (as measured by licking/ grooming
and arched-back nursing during the early postnatal period) show
enhanced hippocampal-dependent spatial learning and memory in
the Morris water-maze task (Liu et al,, 2000; Bredy et al,, 2003) as
well as improved sensorimotor gating (Zhang et al., 2005), Con-
versely, less maternal care in the early postnatal period produces
increased behavioral reactivity to threat in the defensive burying
test{Menard et al_, 2004 ) and increased freezing in response to fear
conditioning in adult male rats (Costa et al., 2013),

Our results showed that males from small litters exhibited
reduced social play behavior relative to those from large litters.
In rodents, play behavior is the earliest form of social behavior that
iz not directed toward the mother. In addition, after social isola-
tiom, animals display a higher frequency of these play behaviors
(Panksepp and Beatty, 1980; Auger and Olesen, 2009). Our data
corroborated this observation in both male and female rodents.

Play behavior is considered to be sexually dimorphic (Olicff and
Stewart, 1978; Meaney and Stewart, 1981a,b; Meaney et al., 1983;
Auger and Olesen, 2009), Indeed, our results showed that NL males
exhibited higher levels of play behavior than NL females. This vari-
ance in the responsiveness of play between males and females
may be due to sex hormone differences that lead males to more
frequently engage in play initiation, boxing, and counterattack-
ing compared to females {Auger and Olesen, 2009), Testosterone
administration in the neonatal period has been shown to masculin-
ize and increase the social play behavior of female rats{ Pellis et al.,
1992; Pellis et al,, 1997), while prenatal stress of the dam has been


http://code-industry.net/

127

82

ALO. Carvalho et al. / Int. ). Devi Newoscience 53 (2016) 75

Normal litter

W Small litter

nuIsng

0 A 3
1

100+

- -
3 e

SUOIJBAISSTO JO 4

Totol maternal Arched Likkng SBlanket Pt
[ i e s

12 pups per nest {normal litters, n = 10) or 3 pups per nest (small

PND2 1o
al of 700 observations per mother { 100 cbservations/motherfday, PND2-B). * indicates

¥ from 3 tot.

normal litters.

= SEM percent of observations

*** indicates P< 0.001 v=.

nd

Data are plotted as the mean

- 10).

Fig 1. Composite maternal and non-matemal behavioral data from dams after litter ad justment on

litters, n

indicates P< 0.01; a

r20

(Aep) aby

Male offspring
Normal litter

m Small kter

0

A2

154

°
(Aep) aby

ibrissae  Visual

Pirma

r20

(Aep) aby

Nommal litter

-l Small itter

Female offspring

20+

B

154

o
(Aep) aby

Visual

startie placing  placing

uditory Vi

<

Pirna

XI5 Qrasp

£SEM.*

presented as the mean

Data are

0y

n=1

n=10) or small litters {

in male (A) and female (B) pups from normal {

tes P< 0.05; ™ indicates P<0.01; and ***P<0.001 v= normal litters.

ameters

Fig 2. Pysical and reflex developmental par:

indica


http://code-industry.net/

Male offsprings
A B0 o Normal litter

Body weight (g)

= Small litter

wdk

912131821
PND

Female offsprings

=0= MNormal liter yuw
= Small litter

n T T
036

E 60

2 404

E

[=2

)

B 201

v
[J T T
036

212151821
PHD

Anogenital index of male (at PND 21)

Anogenital index of female (at PND 21)

Testis descent (PND)

‘Vaginal cpening (FND)

ALD. Corvalho et al f Ine [ Devi Newroscience 53 (2016) 75 B2

304 c

B0+ G

Preputial separation (PND)}

Mormal litter
W Small litter

128

73

Fig. 3. Effect of litter size on body weight from PND2-21 in male (A) and female (E] pups. The ancgenital indices at PND 21 in male (B) and female (F) pups, and the onset of
sexual development in males (testis descent, C; preputial separaticon, [ and Females {vaginal opening, G} are shown Data are presentsd as the mean £ 5.EM. NL: n= 10; 5L:
n= 10" indicates F< 0.05; ™ indicates P<001; and ™ indicates P< 0001 vs. normal litters.

Table 1

Two-way ANOVA results for all analyses in play behavior t=st with [itter [mormal or small} and howsing {grouped or isolated ) as main factors.

Litter factor Housing factar Interaction ligter = hoasing

F df F df P df P
Mal= affspring
Poucing 120 136 5873 136 <0001 136 0385
Pinming 1072 136 IBS1 136 <0001 136 0.458
Smiffing 132 136 1545 136 <001 136 0703
Groorming 117 136 17.14 136 <0001 136 o7
Female offspring
Paucing 0sg 136 048 1.0 136 <001 136 0.E7
Pinming oo1s 136 1k} 2278 136 <0001 136 0LE
Sniffing 1B 136 18 54325 136 <0001 136 .08
Grooming 03zl 136 0.55 I4El 136 <0001 136 .36

F: F value; di: degress of freedom; P- P value.

shown to feminize and decrease the social play behavior of male
rats (Ward and Stehm, 1991). These reports are in agreement with
our findings and show that the sexual differentiation of social play
begins during prenatal ontogeny in the rat, Therefore, a reduction
in the play behavior of 5L male offspring suggests that a small litter
environment produced the feminization of social behavior; how-

ever, this effect did not delay sexual development, and in fact sexual

development was advanced in 5L males,

As aforementioned, naturally occurring variations in maternal
behavior are associated with the development of individual dif-
ferences in social behavior and the stress response (Stern, 1997;

Liu et al, 1997; Caldji et al,

1908; Parent and Meaney, 2008;
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Costa et al, 2013). However, the exact nature of the relation-
ship between maternal profile and the level of social play in
male adolescent animals is controversial. Van Hasselt et al, (2012)
found that male juvenile rats that received a higher lewvel of
licking/grooming from their mothers during the neonatal pericd
exhibited an increased frequency and duration of pinning and
pouncing, Conversely, increased somatosensory contact from other
offspring during the early neonatal period reduced male social play
behavior and increased levels of SHT2a mRMNAin the juvenile amyg-
dala (Edelmann et al, 2013}, suggesting an inverse relationship
between serotonin signaling and the frequency of social play in
male rats, In addition, male pups that received a low frequency
of anogenital licking by dams (Birke and Sadler, 1987; Moore and
Power, 1992) engaged in significantly more play fighting than con-
trol males. In our study, a reduction in litter size increased maternal
care and decreased the social play behavior of pups. It is possible
that behavioral and social development may be more influenced
by the number of littermates than by the amount of maternal care
received per offspring, such that the presence of several litter-
mates promotes social play and independence from the mother.
The nutritional aspects of reduced litter size should also be consid-
ered; fetal and neonatal nutrition substantially influence metabalic
and hormonal development during perinatal life, It has been shown
that SL animals exhibit accelerated weight gain prior to weaning,
which is associated with permanent modulation of adiposity and
hypothalamic drcuits that control food intake and energy balance
in adulthood (Flagemann et al., 1992; Flagemann, 2008), Higher
lewels of plasma insulin, leptin, thyroid hormones, and thyroid-
stimulating hormene, as well as elevated hypothalamic insulin,
hawe also identified in SL offspring at PND21 (Flagemann et al,

1999; Rodrigues et al,, 2009); however, the exact influence of these
hormones on play behavior is not well known, In a previous study,
administration of insulin from PND10-19 produced a decrease in
rodent adolescent social play behavior (Moore et al,, 2010),

Fimally, an interesting potential consequence of litter size
is a lasting influence of dam-pup interactions and overnu-
trition on the sensitivity of offspring to other environmental
stimuli at later stages in development. The ability o engage
in social play is a principal indicator of healthy development
in both animals and humans, Conversely, social play deficits
are a core symptom of neuropsychiatric disorders in childhood
and adolescence, such as autism, early-onset schizophrenia, and
attention-deficit/hyperactivity disorder, In summary, the present
findings identify a sexually dimorphic influence of litter size on
development and behavior that has important implications for
dewvelopmental and neuropsychiatric research,
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