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RESUMO 

 

 

O ambiente perinatal é crucial para a programação metabólica e hormonal e a 

qualidade deste ambiente em roedores tem consequências fisiológicas e 

comportamentais em longo prazo. Condições desfavoráveis no período perinatal, 

época em que ocorre o desenvolvimento do sistema regulador do balanço 

energético podem reprogramar o metabolismo e ajustá-lo nesta condição por toda a 

vida. Um dos modelos experimentais de programação neonatal é obtido por meio da 

redução de ninhada, em que ninhadas são padronizadas para três ou quatro filhotes 

por mãe. O maior aporte nutricional em períodos precoces de desenvolvimento 

promove uma programação metabólica e os efeitos desta programação podem se 

estender durante toda a vida, com a sobrenutrição pós-natal levando à obesidade na 

vida adulta. Uma vez que os tecidos adiposos subcutâneo e abdominal são descritos 

como tecidos ativos na regulação de processos fisiológicos e patológicos, incluindo 

imunidade e inflamação torna-se importante avaliar se a sobrealimentação e o 

sobrepeso advindos da redução do tamanho da ninhada levam a alterações nas 

respostas comportamentais e inflamatórias em filhotes adultos. Em resposta ao 

lipopolissacarídeo, ratos machos adultos com sobrepeso de nosso estudo exibiram 

uma exacerbação das respostas comportamentais e aumento da febre, além de 

aumento nos níveis plasmáticos de corticosterona e de citocina pró-inflamatória IL-

1β. Em conclusão, nossos resultados demonstram que o sobrepeso e suas 

consequências interferem na capacidade destes animais de reagirem ao desafio 

imunológico. Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratório de Ciências 

Biomédicas da Universidade Federal de Alfenas. 

 

Palavras-chave: Programação metabólica. Sobrepeso. Obesidade. 

Lipopolissacarídeo. Resposta comportamental. Resposta inflamatória.  
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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-1β 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. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

  A programação constitui-se em fenômeno epigenético que fundamenta as 

relações entre nutrição, ambiente e estresse, os quais agindo em um período 

precoce e crítico na vida podem mudar o desenvolvimento do organismo (DE 

MOURA; LISBOA; PASSOS, 2008; DE MOURA; PASSOS, 2005). Condições 

desfavoráveis no período perinatal, época em que ocorre o desenvolvimento do 

sistema regulador do balanço energético podem reprogramar o metabolismo e 

ajustá-lo nesta condição por toda a vida (BRUNTON et al., 2013; BRUNTON; 

RUSSELL, 2010). 

  A programação é considerada uma fenômeno adaptável para a sobrevivência, 

tanto dos que vivem em áreas nutricionalmente deficientes e em condições de 

estresse quanto em condições de oferta abundante de nutrientes, no qual esses 

organismos podem estar em risco de desenvolver doenças metabólicas, como 

obesidade, dislipidemia, diabetes e hipertensão (DE MOURA; LISBOA; PASSOS, 

2008; DE MOURA; PASSOS, 2005).  

  Um dos modelos experimentais de programação neonatal e obesidad é obtido 

por meio da redução de ninhada, em que ninhadas são padronizadas para três ou 

quatro filhotes por mãe. O maior aporte nutricional em períodos precoces de 

desenvolvimento promove uma programação metabólica (PLAGEMANN et al., 1999) 

e os efeitos desta programação podem se estender durante toda a vida, com a 

sobrenutrição pós-natal levando à obesidade na vida adulta (BOULLU-CIOCCA et 

al., 2005; SPENCER; TILBROOK, 2009). 

Entre os fatores não nutricionais relacionados ao ambiente neonatal estão 

aqueles que dizem respeito ao comportamento maternal. Um ambiente maternal 

adequado é capaz de prover aos filhotes condições essenciais à sobrevivência dos 

mesmos e modificações no ambiente neonatal afetam a qualidade e a quantidade do 

comportamento maternal em relação aos filhotes, com consequências no 

desenvolvimento e comportamento (DIMITSANTOS et al., 2007). 

Neste estudo, avaliamos os efeitos das mudanças no ambiente maternal 

neonatal sobre o comportamento maternal e o desenvolvimento da prole. Estudamos 

também os efeitos das mudanças neonatais pela redução de ninhadas sobre o 
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comportamento de brincar em filhotes na fase juvenil, através do comportamento 

juvenil de brincadeira. A brincadeira é um comportamento bastante frequente na vida 

de animais jovens, principalmente mamíferos e seu estudo pode ser considerado um 

meio pelo qual é possível compreender como ocorre o desenvolvimento 

comportamental e social nestes animais. Esta habilidade social é um dos principais 

indicadores de desenvolvimento saudável em animais e humanos e a maioria dos 

mamíferos gasta uma substancial parte de sua maturação engajados em brincadeira 

com parceiros (TREZZA; BAARENDSE; VANDERSCHUREN, 2010). 

  Uma vez que os efeitos da programação nutricional neonatal podem perpetuar-

se durante toda a vida, avaliamos e discutimos algumas das modificações 

comportamentais, endócrinas e inflamatórias que ocorrem em ratos adultos em 

razão do sobrepeso / obesidade.  

  A obesidade é uma doença muito comum que tem alcançado status de 

epidemia em muitos países desenvolvidos (BESSESEN, 2008), estando associada 

ao aumento na susceptibilidade e morbidade a infecções (FALAGAS; KOMPOTI, 

2006), entre elas as infecções cutâneas, periodontais e respiratórias (GARCIA, 

2002; WOOD; JOHNSON; STRECKFUS, 2003; SALERNO et al., 2004). Alterações 

na resposta imune à infecção foram observadas em vários 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 

alterações na resposta inflamatória ao lipopolissacarídeo (LPS), com aumento na 

expressão e liberação de citocinas no plasma, baço, fígado e macrófagos peritoniais 

(LAWRENCE; BROUGH; KNIGHT, 2012). Além disso, aumentos na expressão de 

citocinas no hipotálamo e tecido adiposo em resposta ao LPS foram observados em 

ratos obesos após dieta com frutose (ORLANDI et al., 2015). 

  Nesse contexto são escassos os trabalhos que investigaram os efeitos dos 

distúrbios metabólicos induzidos pela redução de ninhadas sobre as respostas 

inflamatórias e comportamentais na prole adulta. Considerando que essas respostas 

podem se modificar em razão da programação e das modificações metabólicas 

ocorridas no período neonatal, nossos estudos tiveram por objetivo avaliar as 

respostas de comportamento doentio induzido por LPS em ratos machos adultos 

com sobrepeso pela redução de ninhadas.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

  A gestação e a lactação são um período crítico para o futuro estado nutricional 

e hormonal da progênie, uma relação que é denominada de programação. A 

definição de “programação” é a resposta adaptativa, em fetos, a um ambiente 

intrauterino adverso (LUCAS, 1991). Segundo a hipótese do fenótipo econômico, o 

desenvolvimento fetal é sensível ao ambiente nutricional (HALES; BARKER, 1992).  

  A programação atua de forma a aumentar as chances de sobrevivência do feto 

em condições precárias de nutrição e promover modificações no metabolismo pós-

natal (GOTTLIEB; DA CRUZ; BODANESE, 2008). Condições desfavoráveis no 

período perinatal, época em que ocorre o desenvolvimento do sistema regulador do 

balanço energético podem reprogramar o metabolismo e ajustá-lo nesta condição 

por toda a vida (BRUNTON et al., 2013; BRUNTON; RUSSELL, 2010). Um ambiente 

prejudicial durante um período crítico de desenvolvimento tem efeitos persistentes, 

enquanto que este mesmo ambiente fora deste período crítico somente induz 

mudanças reversíveis (REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011). Entre os 

fatores de programação estão: nutrição, hormônios, estímulos físicos, como 

temperatura, ciclo claro-escuro e agentes estressores (DE MOURA; LISBOA; 

PASSOS, 2008; DE MOURA; PASSOS, 2005).  

   A importância do estado nutricional no feto estende-se ao período logo após o 

nascimento, uma vez que é neste período que ocorrem os eventos de plasticidade 

fisiológica (BUCKLEY; JAQUIERY; HARDING, 2005) e manipulações dietéticas em 

idade prematura podem afetar o desenvolvimento dos circuitos hipotalâmicos ligados 

à regulação da ingestão alimentar (VELKOSKA et al., 2008). A melhora do aporte 

nutricional e o ambiente mais favorável podem tornar os efeitos da programação 

ocorrida neonatalmente prejudiciais, dando origem a doenças metabólicas, 

cardiovasculares e renais no início da vida adulta (BARKER, 2007).  

  Durante o período de amamentação, a diminuição ou o aumento da ingestão 

de leite, através dos ajustes padronizados no tamanho das ninhadas são capazes de 

programar mudanças 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 subnutrição 

(LORANCA; TORRERO; SALAS, 1999; WILLIAMS et al, 2003), enquanto que os de 
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ninhadas menores o sejam como modelo de sobrenutrição (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 redução de ninhadas é utilizado para se estudar os 

efeitos da programação 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 representação esquemática da ninhada normal (10/12 

filhotes), com padrão de alimentação pós-natal regular e da ninhada reduzida (3/4 

filhotes), com padrão de sobrealimentação pós-natal. 

 

Figura 1 - Modelo de redução de ninhada. 
 

 
 

Fonte: Adaptado de Habbout et al., 2013. 

 

  A sobrealimentação neonatal em razão da redução no tamanho das ninhadas 

leva à hiperfagia e maior adiposidade visceral (CONCEIÇÃO et al., 2011), aumento 

nos níveis de glicose, insulina, triglicerídeos 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 níveis plasmáticos de 

corticosterona ao desmame e no período juvenil (RÖDEL et al., 2010) e prejuízo no 

metabolismo de glicocorticoides (HOU et al., 2011), hipertensão e disfunção renal 

(BOUBRED et al., 2007; PLAGEMANN et al., 1999a; YIM et al., 2013), hipertrofia 

cardíaca (MOREIRA, 2009), aumento do estresse oxidativo e da resistência à 

insulina no fígado, levando à disfunção hepática quando adultos (CONCEIÇÃO et 

al., 2013). Outras anormalidades advindas do modelo de sobrealimentação neonatal 

incluem hiperinsulinemia, resistência insulínica e aumento da sensibilidade à insulina 

no coração (PEREIRA  et al., 2006; PLAGEMANN  et al., 2010), menor sensibilidade 

à insulina no tecido adiposo epididimal (RODRIGUES et al., 2007), no coração 

(MARTINS et al., 2008) e nas células beta-pancreáticas (CUNHA et al., 2009).  

  A leptina tem sido estudada em modelos de sobrealimentação neonatal, uma 

vez que este hormônio tem como principal função a inibição da ingestão alimentar 

(CUMMINGS et al., 2004), atuando na redução do apetite ao informar o cérebro que 

os estoques de energia em forma de gordura estão adequados através da inibição 

da formação de neuropeptídeos relacionados ao apetite (VILLANUEVA; MYERS JR., 

2008). É produzida na placenta e principalmente no tecido adiposo, tendo como 

reguladores a massa de tecido adiposo e hormônios que agem na regulação do 

metabolismo energético, como a insulina e os glicocorticoides (EHRHARDT et al., 

2001).  

 A interação da leptina com seu receptor se dá no contexto dos neurônios 

produtores de neuropeptídeos e neurotransmissores que aumentam (orexígenos) ou 

diminuem (anorexígenos) a ingestão alimentar. Assim, a leptina tem ação em quatro 

peptídeos produzidos em neurônios do núcleo arqueado (ARC): o neuropeptídeo Y 

(NPY), o peptídeo agouti (AgRP), a pró-opiomelanocorticotropina (POMC) e o fator 

de transcrição cocaína-anfetamina dependente (CART). Embora seja um modelo 

incompleto, postula-se que a leptina suprima a atividade dos neurônios que 

produzem NPY/AGRP (efeito orexígeno) e que ela estimule a atividade de neurônios 

produtores de POMC ou CART (efeito anorexígeno) (SCHWARTZ et al., 2000).  

Modificações nas ações da leptina e da insulina em neurônios hipotalâmicos 

ocorrem em animais com sobrepeso por redução de ninhadas, indicando uma 

resistência aos sinais circulantes de adiposidade. O NPY tem relevante função na 

regulação da ingestão alimentar e no controle do peso corporal, através da ação 
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orexígena no ARC e no núcleo paraventricular (PVN) do hipotálamo. A 

hiperinsulinemia e hiperleptinemia em animais neonatos sobrealimentados não 

aumentam os níveis de NPY, embora haja um aumento na expressão de neurônios 

NPY no ARC e na concentração deles no PVN, mostrando claramente a 

desorganização e má-programação do sistema hipotalâmico nestes animais 

(DAVIDOWA; PLAGEMANN, 2000; DAVIDOWA; YUZHEN; PLAGEMANN, 2003; 

PLAGEMANN et al., 2006).  

A relação entre eventos precoces da vida e saúde na idade adulta parece ser 

em parte, mediada pela influência do cuidado maternal sobre o desenvolvimento de 

sistemas neuronais que fundamentam a expressão comportamental e as respostas 

neuroendócrinas ao estresse na prole. Assim, a manipulação neonatal pode afetar o 

comportamento da mãe e a relação mãe-filhote induzindo mudanças fisiológicas e 

comportamentais em resposta aos estímulos externos, as quais perduram durante 

toda a vida do animal (MEANEY, 2001). 

O conjunto de cuidados que as fêmeas lactantes oferecem aos seus filhotes, 

desde o nascimento até que eles desenvolvam características e habilidades para 

garantirem a própria sobrevivência é 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 mamíferos e roedores assegura 

a sobrevivência dos filhotes e provê nutrição, calor, estimulação sensorial, limpeza e 

proteção (CUMMINGS; CLEMENS; NUNEZ, 2010), regulando o desenvolvimento 

dos sistemas fisiológico, social, emocional, cognitivo e comportamental da prole 

(FLEMING; DAY; KRAEMER, 1999; FLEMING et al., 2002).  

O CM é modulado pela experiência derivada do parto (ROSENBLATT, 1992) e 

pela estimulação somatosensorial que a fêmea recebe dos filhotes (ROSENBLATT 

et al, 1979; STERN, 1989).  

Perto da data do parto, a mãe inicia uma série de mudanças comportamentais 

que visam receber adequadamente os filhotes, as quais incluem mudanças no 

padrão de limpeza corporal, levando mais tempo na limpeza da região mamária e 

construção de um ninho com o substrato disponível (NUMAN, 1988). 

Em ratos, o CM ocorre com maior frequência nos primeiros dez dias após o 

parto e diminui a partir dai (GROTA; ADER, 1969). A motivação maternal é 

estruturada neste período, no qual a mãe adquire experiência interagindo com o 

recém-nascido (POINDRON, 2005).   
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O CM tem seu auge nas duas primeiras semanas após o parto, diminuindo 

gradativamente durante o crescimento dos filhotes, até que eles se tornem mais 

independentes na autorregulação térmica e na procura de alimento e a mãe torne-se 

menos responsiva às demandas da prole (NUMAN, 1994). Depois de duas semanas 

do nascimento há um declínio gradual dos cuidados maternos, até que ocorra a 

rejeição dos filhotes pela mãe ao desmame, o qual ocorre aproximadamente aos 28 

dias de vida (REISBICK; ROSENBLATT; MAYER, 1975) 

O rápido aparecimento do CM é decorrente das mudanças endócrinas 

maternais no período perinatal, como modificações nos níveis de estrogênio e 

progesterona. Os níveis circulantes de estrogênios permanecem baixos até a 

metade da gravidez e os níveis de progesterona aumentam (MANN, 2006; 

NOVAKOV; FLEMING, 2005). A queda brusca da progesterona e aumento nos 

níveis de estrógeno e prolactina (PRL) são essenciais para o início imediato do CM 

junto ao parto (NUMAN, 1994).  

As ações de ratas lactantes para com seus filhotes podem ser diretas ou 

indiretas. As ações diretas incluem a construção do ninho, o recolhimento dos 

filhotes, a estimulação à micção através da lambida anogenital e o posicionamento 

da mãe sobre os filhotes (MANN, 2006). Além destas, a postura arqueada de ratas 

lactantes expõe as mamas e facilita a ejeção do leite pela sucção (STERN; 

JOHNSON, 1990).  

Quanto às ações indiretas de lactantes em relação aos filhotes temos o 

comportamento agressivo contra o intruso (defesa própria e da ninhada) e 

comportamentos preditivos de ansiedade reduzida, denominado de ansiólise 

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 micção e defecção, 

tem alto impacto sobre o desenvolvimento emocional e social da prole (BOSCH; 

NEUMANN, 2012).  

Variações nos parâmetros de lambidas durante os primeiros dez dias de vida 

da prole mostram repercussões na fase adulta. Filhotes de mães 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 mães pouco lambedoras – LL (low licking) (URIARTE et 

al.; 2007).  

Na Figura 2 estão representados alguns parâmetros maternais e não-maternais 

em roedores que são observados durante a análise do comportamento maternal. 

 

Figura 2 - Representação esquemática dos parâmetros do comportamento maternal e não-
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, endócrino e neural 

da prole (DIMITSANTOS et al., 2007; KAFFMAN; MEANEY, 2007).  

  Diferenças individuais na frequência de lambidas e cifose em ratas lactantes 

contribuem para o desenvolvimento de diferenças na responsividade ao estresse na 

prole adulta (CALDJI et al., 1998). A deficiência no cuidado maternal torna os filhotes 

hiperresponsivos ao estresse e mais suscetíveis a doenças 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 hipotálamo-hipófise-adrenais (HHA) 

sensível aos eventos de programação neonatal em ratos (CHAMPAGNE et al., 2003; 

LIU et al, 1997; WEAVER et al., 2004; ZHANG et al., 2013).   

O estudo do sistema neuroendócrino em ratos durante o período peripuberal 

envolve uma cascata, em que as condições ambientais em um estágio do 

desenvolvimento podem modificar experiências em estágios posteriores. Em apoio a 

esta ideia, estudos prévios mostraram que manipulações durante o período pré-natal 

ou neonatal afetam a frequência da brincadeira na fase juvenil (PARENT; MEANEY, 

2008). Desta forma, o estresse pré-natal da mãe feminiliza a brincadeira juvenil 

causando diminuição da mesma em ratos machos, mostrando que a diferenciação 

sexual da brincadeira social começa durante o período pré-natal (WARD; STEHM, 

1991). Além disso, a administração de estradiol ou testosterona durante o período 

neonatal masculiniza comportamentos sociais em fêmeas (OLESEN et al, 2005; 

PELLIS; PELLIS; KOLB, 1992; PELLIS et al., 1997).  

O comportamento juvenil de brincadeira (CJB) é considerado uma das mais 

precoces formas de comportamento social não diretamente relacionado à mãe em 

roedores e é considerada uma vigorosa forma de interação social em mamíferos 

jovens (SPEAR, 2000; VANDERSCHUREN; NIESINK; VAN REE, 1997). Esta 

habilidade social é um dos principais indicadores de desenvolvimento saudável em 

animais e humanos e a maioria dos mamíferos gasta uma substancial parte de sua 

maturação engajados em brincadeira com parceiros 

(TREZZA; BAARENDSE; VANDERSCHUREN, 2010). 

A brincadeira é um comportamento bastante frequente na vida de animais 

jovens e ocorre em muitas espécies animais, principalmente primatas, roedores, 

carnívoros, ungulados, elefantes e cetáceos (GRAHAM; BURGHARDT, 2010). Em 

ratos, a brincadeira juvenil é crítica para o desenvolvimento de comportamentos 

sociais normais, incluindo o reconhecimento familiar de coespecíficos e a expressão 

apropriada de comportamentos agressivos e reprodutivos (NORTHCUTT; NGUYEN, 

2014). 

O estudo da brincadeira pode ser um meio pelo qual é possível compreender 

como ocorre o desenvolvimento comportamental e social em animais. As 

investigações do comportamento social de brincadeira abrangem aspectos como 
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característica do mesmo, diferenças sexuais, áreas cerebrais e neurotransmissores 

envolvidos e alterações no ambiente social, os quais poderiam influenciar a 

organização deste comportamento.(VIEIRA; SARTORIO, 2002). Além disso, a idade 

interfere decisivamente neste comportamento lúdico e é fator relevante para que a 

brincadeira ocorra. É, portanto, característica de animais jovens que estão em 

desenvolvimento, tendo seu início por volta do 18º dia de vida, com picos durante o 

período pré-puberal (dias 30-40), diminuindo após a puberdade (AUGER; OLESEN, 

2009). A brincadeira social é observada como mordida, luta, investida e imobilização 

(bite, wrestling/boxing, pouncing, pinning) (VANDERSCHUREN; NIESINK; VAN 

REE, 1997; THOR; HOLLOWAY, 1984). Pouncing é o ato de pular ou avançar sobre 

a nuca do companheiro, é considerado uma iniciação ou solicitação de brincadeira, 

enquanto que pinning é usado para determinar o “status” de dominância entre 

juvenis (MEANEY; STEWART, 1981). Durante o encontro social, pinning é 

considerado a postura mais óbvia do comportamento social de brincadeira e 

funciona como uma libertação de uma luta prolongada (PANKSEPP, SIVIY; 

NORMANSELL, 1984; PELLIS; PELLIS, 1987). Após um período variável de 

isolamento social, os animais apresentam maiores frequências de parâmetros 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 dimórfico, com machos exibindo maiores 

níveis de brincadeira social que as fêmeas em razão dos maiores níveis circulantes 

de testosterona em machos (AUGER; OLESEN, 2009; MEANEY et al, 1983; 

MEANEY; STEWART,1981a; OLIOFF; STEWART, 1978). Fêmeas de roedores 

interrompem mais frequentemente um episódio de brincadeira do que os machos. 

(MEANEY; STEWART; BEATTY, 1985) e eventos de interação social entre elas 

tendem a ser mais curtos (HOLE, 1988). Além disso, são mais prováveis de serem 

imobilizadas pelo parceiro de brincadeira, enquanto que machos adotam táticas 

defensivas que levam mais frequentemente à luta (PELLIS; PELLIS, 1990). 

O estudo de comportamentos sociais tem crescido nos últimos anos. 

Desordens psiquiátricas 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 interação social após infecção 

neonatal e injúria cerebral em ratos foram descritos como modelo de autismo 

(KIRSTEN et al., 2012; LANCASTER, 2007; PLETNIKOV et al., 1999).  
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A compreensão do desenvolvimento do CJB continua a ser extremamente 

difícil devido à incoerência metodológica entre os estudos, havendo necessidade de 

padronização na coleta e análise deste comportamento, o que aumentará a 

habilidade de comparações com futuros estudos e facilitará a translação para a 

saúde humana (BLAKE; MCCOY, 2015). 

O impacto duradouro que modificações nutricionais, metabólicas e hormonais 

no ambiente intrauterino e no período pós-natal exercem sobre a determinação de 

processos vitais futuros está bem consolidado na literatura (PLAGEMANN, 2006). O 

modelo de redução de ninhadas em roedores é um modelo experimental bastante 

útil para se estudar os efeitos da programação neonatal sobre eixos metabólicos na 

vida adulta, uma vez que a maturação neuroendócrina em roedores ocorre 

principalmente durante o período pós-natal (MATTHEWS, 2002). O maior aporte 

nutricional em ninhadas menores, através do modelo de redução 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 consequências mais relevantes envolvem o sobrepeso e a obesidade.  

  A obesidade é uma doença muito comum que tem alcançado status de 

epidemia em muitos países desenvolvidos (BESSESEN, 2008) e está associada ao 

desenvolvimento de comorbidades como doenças cardiovasculares, dislipidemias, 

diabetes e disfunção hepática, entre outras (CONCEIÇÃO et al., 2013).  

  Uma das mais importantes descobertas das pesquisas em obesidade é o 

conceito de que ela é caracterizada por uma inflamação crônica de baixo grau. Novo 

enfoque tem sido dado à resposta inflamatória do tecido adiposo branco (TAB), o 

qual é considerado um importante órgão endócrino metabolicamente ativo (RITCHIE; 

CONNELL, 2007; ANTUNA-PUENTE et al., 2008).  

  A ligação entre o acúmulo de tecido adiposo e mudanças em marcadores 

inflamatórios tem sido descrita na literatura (BULLO et al., 2007; FANTUZZI, 

2005; JUGE-AUBRY; HENRICHOT; MEIER, 2005). Indivíduos obesos têm aumento 

em marcadores inflamatórios como a proteína C-reativa e a interleucina 6 (IL-6), com 

o TAB contribuindo com aproximadamente 30% da IL-6 circulante (FANTUZZI, 

2005). A inflamação sistêmica de baixo grau na obesidade leva a um aumento na 

concentração das adipocinas pró-inflamatórias, entre elas a IL-6, o fator de necrose 

tumoral α (TNF-α), a leptina e a adiponectina (anti-inflamatória), as quais exercem 
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grande impacto em diversas funções corporais que estão fortemente correlacionadas 

com doenças cardiovasculares (SOUZA et al., 2008). 

  Mas o processo inflamatório no tecido adiposo é diverso da inflamação 

resultante da ativação do sistema imune pela invasão de microorganismos.  

  A inflamação é descrita na literatura como uma resposta recrutada pelo 

organismo diante de lesões, apresentando características como edema, 

vermelhidão, dor e febre, os quais determinam os sinais cardinais da inflamação 

como tumor, rubor, dor e calor (LARSEN; HENSON, 1983). A inflamação constitui-se 

em mecanismo de defesa para combater os estímulos nocivos e iniciar o processo 

de reparação tecidual, caracterizando-se por uma resposta biológica complexa de 

tecidos vasculares a estímulos lesivos como danos celulares, irritantes físicos ou 

químicos e patógenos (GALLIN; GOLDSTEIN; SNYDERMAN, 1992).  

  A resposta inflamatória frente a um microorganismo decorre do reconhecimento 

desses agressores através dos sistemas de reconhecimento de agentes patogênicos 

como os receptores do tipo toll-like (TLR) do sistema imune do organismo. Diversas 

células como as células musculares, enterócitos, adipócitos e macrófagos 

expressam os receptores TLR, o que estabelece uma integração entre o sistema 

imune e metabólico (BEUTLER, 2004; SONG et al., 2006). Estes receptores têm 

como seus ligantes o lipopolissacarídeo e os ácidos graxos saturados. A ligação 

entre esses ligantes e o receptor estimula a síntese de citocinas pró-inflamatórias, as 

quais atuam como mediadores da inflamação patogênica e da inflamação decorrente 

da obesidade. 

  A ativação do sistema imune a partir de estressores biológicos é frequente em 

modelos experimentais e consiste na aplicação de LPS ou endotoxina (KELMER, 

2009). O LPS é uma molécula altamente tóxica derivada da membrana celular 

externa de bactérias gram-negativas e sua liberação 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 responsável pelas manifestações 

tóxicas de infecções por bactérias gram-negativas e também pela inflamação 

sistêmica (RIETSCHEL et al., 1994), sendo extremamente tóxica para animais, 

apresentando efeito em concentrações menores que 1 nM (ADEREM; ULEVITCH, 

2000).  
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  Sua estrutura consiste em duas camadas de açúcar e uma camada lipídica, 

uma parte hidrofílica e outra hidrofóbica, respectivamente, sendo a porção lipídica, 

chamada de Lipídeo A, considerada a principal responsável pela ação antigênica do 

LPS (RAETZ; WHITFIELD, 2002) (Figura 3). 

  O organismo está preparado para detectar pequenas quantidades de LPS 

circulante de forma a combater o foco infeccioso. Conforme já descrito, o LPS 

desencadeia vias de sinalização intracelular através de sua ligação a receptores 

localizados na membrana celular, denominados receptores Toll-like 4 (TLR4), 

considerados sensores primários de infecções microbianas (POLTORAK et al., 

1998).  

 

Figura 3 – Estrutura de lipopolissacarídeo da parede celular de bactérias gram-negativas                   

 

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), proteína ligadora de LPS, a proteína CD14 

(Cluster of Differentiation), conjunto de diferenciação 14 em sua forma solúvel ou 

ancorada à membrana celular (sCD14 e mCD14, respectivamente) e ainda a 

proteína mielóide diferenciadora 2 (MD-2) que também pode ser encontrada nas 
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duas formas. As proteínas LBP, MD-2 e sCD14 agem como proteínas auxiliares, 

com a função de transferir LPS para o receptor TLR4 ou para o complexo formado 

entre o receptor TLR4 e a proteína 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 lipopolissacarídeo endotóxico (LPS).     

                       

Nota: Secreção de citocinas por monócito/neutrófilos e macrófagos teciduais circulantes por 
LPS. Ligação do LPS com a LBP ou septinas. O complexo recém-formado ativa 
diferentes células por ligação ao seu receptor CD14 e receptor toll-like 4 (TLR4). Duas 
formas de receptores CD14 podem ser encontrados. O primeiro está presente na 
superfície das células mielóides (mCD14) e atua como uma glicosil-fosfatidilinositol 
(GPI)-glicoproteína de membrana ancorada, a outra forma é solúvel 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 mielóide (neutrófilos, monócitos, macrófagos e micróglia), 
levando à produção de citocinas pró-inflamatórias, tais como IL-1, TNF e IL-6. Estas 
citocinas podem se ligar aos seus receptores cognatos expressos na superfície de 
células que formam a BHE (barreira hematoencefálica), mas não são essenciais para 
a mediação dos efeitos de LPS no SNC.   

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

 

  A ativação dos receptores TLR4 é capaz de desencadear várias vias de 

sinalização, entre elas a MAPK (proteína quinase ativada por mitógenos), AP-1 

(proteína ativadora 1), STAT (sinal transdutor e ativador da transcrição),  IRF3 (fator 

regulatório 3 de interferon),  entre outras. Uma das principais vias ativadas pelo LPS 

é a via do fator de transcrição NFkB (fator nuclear kappa B) que ao se translocar ao 
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núcleo, promove a transcrição de diversos genes que participam de processos 

fisiológicos e fisiopatológicos (RAETZ; WHITFIELD, 2002).  

  Dentre as diversas respostas e atividades fisiológicas controladas pelo NFkB, 

sua ação sobre processos inflamatórios e imunes, apoptose, diferenciação celular e 

ativação da proliferação de células tumorais estão entre os mais bem estudados e 

compreendidos  até o momento (CRUZ-MACHADO, 2010). O NFkB age para mediar 

a transcrição de citocinas pró-inflamatórias como TNF- α, IL-6 e a interleucina 1β (IL-

1β), enzimas como iNOS (óxido nítrico sintetase induzível), COX-2 (cicloxigenase 2), 

receptores de bradicinina B1, prostaglandinas, histamina e serotonina e a transcrição 

da proteína repressora IκB-alfa (inibidor de kappa B), o que resulta na auto-inibição 

do sistema (CRUZ-MACHADO, 2010;  DE PAIVA et al.; 2010; GHOSH; HAYDEN, 

2008; KELMER, 2009; NISHIO et al., 2013). 

  A produção dessas proteínas promove uma sinalização variada para outras 

células do organismo, principalmente células endoteliais e neutrófilos, permitindo o 

controle das respostas frente ao LPS (DANTZER, 2009; KELLEY et al.,2003; 

NISHIO et al., 2013). O padrão de expressão multi-mediado do LPS permite a 

capacidade de gerar diferentes respostas nas células do organismo (BONIZZI; 

KARIN, 2004). 

  A exposição à endotoxina, a produção de citocinas e a maior síntese de

prostaglandinas levam à ativação 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 é comumente avaliado em modelos animais que utilizam o 

lipopolissacarídeo ou as citocinas pró-inflamatórias (DANTZER, 2001; DANTZER, 

2004; DANTZER, 2006). 

  As citocinas atuam na interação entre os sistemas imune e neuroendócrino, 

sendo esta atuação bidirecional e crucial para a manutenção da homeostase, 

regulando a proliferação celular, a secreção de hormônios, o comportamento e a 

atividade do eixo HHA (DANTZER et al., 1998; HADDAD; SAADE; SAFIEH-

GARABEDIANC, 2002). 

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

resposta imunoreguladora para suprimir a resposta inflamatória, diminuindo a 
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produção de proteínas da fase aguda e de citocinas pró-inflamatórias e prevenindo o 

choque séptico (BERCZI, 1998).  

O LPS aumenta a expressão e liberação de várias citocinas, entre elas a IL-1, 

IL-6 e TNF-α, as quais agem conjuntamente para regular a liberação de esteroides 

na adrenal (BEISHUIZEN; THIJS, 2003; KIRSTEN et al., 2013; KIRSTEN et al., 

2015). O tempo e a duração desta ativação podem ser considerados os principais 

fatores que regulam o sistema imune e o sistema nervoso central (SNC), 

influenciando no comportamento doentio (RIVEST, 2003; SHIRAZI et al., 2015).  

As modificações comportamentais produzidas por meio da ação de citocinas no 

encéfalo ocorrem através de duas formas principais: via neural, por meio de 

neurônios aferentes primários que inervam a região onde ocorre o processo 

infeccioso; e via humoral, em que citocinas pró-inflamatórias são produzidas por 

fagócitos nos órgãos circunventriculares (CVOs) e plexo coroide, seguidos pela 

propagação de sinais imunes no parênquima encefálico (DANTZER, 2009). 

A liberação 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 infecção (HART, 1988). 

Os sintomas do comportamento doentio incluem febre, anorexia, anedonia, 

redução da atividade locomotora e do comportamento exploratório, do 

comportamento social, mal-estar, perda de interesse em atividades próprias da 

espécie, piloereção e perda do apetite sexual (AUBERT, 1999; DE PAIVA et al., 

2010; YIRMIYA, 1996).  

Dentre os sintomas do comportamento doentio, a redução na ingestão 

alimentar e a perda de peso são os mais clássicos, estando a ingestão alimentar sob 

controle de várias regiões do SNC como ARC, hipotálamo lateral, complexo vagal 

dorsal e núcleos da rafe, onde ocorre a integração de sinais do estado energético e 

ingestão calórica (DHILLO, 2007; SCHWARTZ et al., 2000).  

A redução na preferência e consumo de soluções açucaradas após a 

endotoxemia caracterizam a anedonia (YIRMIYA, 1996), a qual tem sido bastante 

estudada em animais experimentais em seu modelo de preferência à sacarose (DE 

LA GARZA, 2005; WEIL et al., 2006). A busca pelo estímulo atraente de soluções 

adocicadas é uma resposta comportamental centralmente controlada pelo 

hipotálamo e tronco cerebral, áreas envolvidas no controle da homeostase e 
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ingestão alimentar (AHIMA; ANTWI, 2008; DE ARAUJO et al., 2008; PIZZAGALLI et 

al., 2009).  

Além da redução na ingestão alimentar e da anedonia, outro sintoma do 

comportamento doentio em animais é caracterizado pela diminuição da atividade 

locomotora e exploratória no aparato de campo aberto, os quais podem ocorrer após 

a administração de LPS e da IL-1 (NOROUZI et al., 2016; SWIERGIEL; DUNN, 

2007). O campo aberto é frequentemente usado para a avaliação 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 alterações comportamentais presentes na endotoxemia estão ainda 

as respostas termorregulatórias que levam à febre, as quais produzem um ambiente 

desfavorável ao patógeno e aumentam a eficácia da resposta imune (KLUGER, 

1986; MOLTS, 1993). A regulação da temperatura corporal ocorre em várias 

estruturas neurais, entre elas o hipotálamo, sistema límbico, troncocerebral, 

formação reticular, medula espinhal e gânglios simpáticos (BLATTEIS, 1998), mas é 

a área pré-óptica do hipotálamo anterior (POA) uma das estruturas 

termorreguladoras de maior importância, exercendo um papel fundamental no 

controle da temperatura corporal, recebendo informações térmicas dos 

termorreceptores periféricos e da medula espinhal (MORRISON; NAKAMURA; 

MADDEN, 2008; ROMANOVSKY, 2007). 

O valor aceitável de temperatura corporal em determinadas circunstâncias 

define o set point termorregulatório. Através deste, os mecanismos de perda ou 

ganho de calor podem ser regulados e as respostas compensatórias geradas frente 

às variações de temperatura (KANOSUE et al., 1997). As falhas neste termostato em 

manter a temperatura homeostática definem os termos hipotermia, hipertermia e 

febre. Na hipotermia, a temperatura corporal diminui abaixo do valor do set point 

termorregulador (abaixo dos 35ºC). A hipertermia caracteriza-se pela elevação da 

temperatura corporal acima do valor do set point devido ao calor ambiental ou à 

sobrecarga metabólica, dependendo da temperatura ambiente. A febre é uma 

elevação regulada da temperatura corporal com variações do set point 

termorregulador e não uma consequência da incapacidade dos mecanismos 

termorreguladores de dissipar o ganho de calor como ocorre na hipertermia.  Assim, 
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a resposta febril não depende da temperatura ambiente, podendo se desenvolver 

em qualquer temperatura (CABANAC; MASSONNET, 1980). 

A resposta febril envolve a participação dos sistemas endócrino, neurológico e 

imunológico, os quais são estimulados através da ação de agentes pirogênicos 

endógenos ou exógenos. Dentre os agentes pirógenos exógenos estão os vírus, 

bactérias e fungos, os quais atuam indiretamente através da estimulação da 

produção de agentes pirogênicos endógenos por células do sistema imune. Dentre 

os endógenos envolvidos na geração da febre estão as citocinas, como IL-1, IL-6 e 

TNF-α, prostaglandinas e endotelinas (KLUGER, 1991; ROMANOVSKY et al., 2005). 

O principal eucosanoide envolvido na geração da resposta febril é a prostaglandina 

E2 (PGE2), além do aumento na síntese de óxido nítrico (NO) e monóxido de 

carbono (CO) após administração do LPS (GERSTBERGER, 1999; STEINER; 

COLOMBARI; BRANCO, 1999). O tratamento com LPS ativa a cascata 

complemento pela estimulação da produção de PGE2 por células sinalizadoras 

(células de Kupfer), os quais se ligam em seus receptores presentes nos nervos 

aferentes vagais conduzindo estímulos para o núcleo do trato solitário (NTS) e para 

a POA no hipotálamo. Dessa maneira, neurônios sensíveis ao calor são inibidos 

nesta região, determinando a fase inicial ou fase neural da febre. Posteriormente, 

citocinas pró-inflamatórias estimulam a produção de PGE2 dependente de COX-2, 

causando a inibição dos neurônios sensíveis ao calor, caracterizando, assim, a fase 

tardia da febre ou fase humoral. A manifestação destas duas fases após a 

administração de LPS determina a resposta febril bifásica (ROTH; BLATTEIS, 2014; 

ROTH; SOUZA, 2001). 

A desregulação do sistema imune frente à infecção bacteriana na obesidade 

mostra o relevante papel modulador do tecido adiposo na interação entre o sistema 

imune e metabólico.  

Estudos prévios observaram um aumento na susceptibilidade e morbidade a 

infecções em indivíduos obesos (FALAGAS; KOMPOTI, 2006), entre elas as 

infecções cutâneas, periodontais e respiratórias (GARCIA, 2002; WOOD; 

JOHNSON; STRECKFUS, 2003; SALERNO et al., 2004). Além disso, modificações 

na resposta imunológica à infecção foram observadas em vários 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) após o sistema imune ser estimulado por 

tratamento com LPS ou outros padrões moleculares associados a micróbios 

(PMAM). 

Dentre outros efeitos observados após desafio imune agudo com LPS, ratos 

obesos apresentaram maior febre, maiores níveis circulantes e maior secreção de 

citocinas pró-inflamatórias pelo tecido adiposo (POHL; WOODSIDE; LUHESHI, 

2009), enquanto que ratos com síndrome metabólica em razão de dieta rica em 

frutose exibiram exacerbação das respostas comportamentais e febris, com aumento 

da expressão de citocinas pró-inflamatórias e da imunoreatividade de c-Fos no 

hipotálamo (ORLANDI, 2015). Além disso, camundongos obesos por dieta também 

exibiram maior resposta inflamatória e maior temperatura corporal após 

administração de LPS (LAWRENCE; BROUGH; KNIGHT, 2012).  

O aumento de 11% no peso corporal em ratos foi suficiente para aumentar o 

número e a duração dos sintomas doentios após injeções de LPS, estando a 

severidade dos sintomas doentios relacionada ao aumento de peso corporal (POHL 

et al, 2013). 

Estudos prévios têm investigado o papel da leptina como mediadora 

neuroimunológica da resposta inflamatória frente ao LPS (GUZIK et al., 2007; 

INOUE; LUHESHI, 2010; SACHOT; POOLE; LUHESHI, 2004), uma vez que sua 

transcrição e tradução estão aumentadas frente a estímulos inflamatórios como o 

LPS, a IL-1β e a IL-6 (LANDMAN et al., 2003). Ações da leptina no sistema imune 

incluem a modulação de monócitos e macrófagos, neutrófilos, eosinófilos, basófilos, 

células natural killer, células dendríticas e linfócitos (BUSSO et al., 2002; MACIA et 

al., 2006; LI et al., 2007).  

Como a obesidade está associada aos maiores níveis de leptina, esta parece 

ser capaz de promover ao menos em parte, um agravamento nos sintomas de 

comportamento doentio em animais obesos. O LPS levou a um aumento tardio nos 

níveis circulantes de leptina em ratos obesos, demonstrando ser esta adipocina uma 

importante mediadora da resposta imune inata na manutenção da resposta febril 

observada em ratos obesos (POHL; WOODSIDE; LUHESHI, 2014). 

A exacerbação da resposta febril e maior ativação do eixo HHA após 

administração de LPS, tanto em ratos com obesidade induzida por dieta quanto 
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naqueles que sofreram sobrealimentação neonatal pela redução 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 ativação do eixo HHA após desafio imunológico com 

LPS em ratos com sobrealimentação neonatal (CAI et al., 2016). 

Evidências epidemiológicas mostram estar a obesidade associada às respostas 

alteradas do sistema imunológico frente à infecção e modelos animais em roedores 

procuram compreender os mecanismos envolvidos nesta associação.  

Os efeitos da programação metabólica neonatal têm sido investigados em seus 

diversos aspectos, mas a literatura ainda é escassa sobre as respostas inflamatórias 

e comportamentais em animais submetidos à redução de ninhadas. Em razão disto, 

decidiu-se avaliar as respostas inflamatórias e comportamentais em animais com 

sobrealimentação neonatal.  Maiores investigações e considerações sobre o impacto 

do sobrepeso e da obesidade nas respostas comportamentais e inflamatórias 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 mamífero encontrará ao longo de toda a sua vida (PRYCE; BETTSCHEN; 

FELDON, 2003), o que torna este comportamento crucial para o desenvolvimento 

adequado dos filhotes. Modificações precoces neste ambiente podem levar a futuras 

alterações neuroendócrinas, desequilíbrio das funções cognitivas e na reatividade ao 

estresse, bem como nos comportamentos social e reprodutivo (MEANEY, 2001). 

Assim, o ambiente perinatal parece ser crucial para a programação metabólica 

e hormonal em curto e em longo prazos e o modelo de redução de ninhadas tem se 

mostrado um modelo experimental bastante útil para se estudar as consequências 

da sobrealimentação neonatal (HABBOUT et al., 2013), em que a maior 

disponibilidade de leite em ninhadas menores leva ao sobrepeso e obesidade 

quando adultos (PLAGEMANN et al., 1999). 

Além disso, os tecidos adiposos subcutâneo e abdominal são descritos como 

tecidos ativos na regulação de processos fisiológicos e patológicos, incluindo 

imunidade e inflamação (SUN; KARIN, 2012; TOUBAL et al.,2013; LEE; LEE; 

CHOUE, 2013) e a obesidade induzida por dieta está associada à desregulação da 

função imune em humanos e ratos (PALMER; CORPUZ; GUIRGUIS, 2010; POHL; 

WOODSIDE; LUHESHI,  2014).  

Por estas razões, torna-se importante avaliar se o modelo de redução de 

ninhadas é capaz de causar modificações no ambiente maternal e no 

desenvolvimento dos filhotes, afetando as respostas comportamentais e 

inflamatórias na prole adulta. 
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4 OBJETIVOS 

 

 

  A seguir estão descritos o objetivo geral e os específicos do presente estudo. 

 

 

4.1 GERAL 

 

  

Avaliar o comportamento maternal em ratas lactantes e as respostas 

comportamentais e inflamatórias em filhotes de ninhada normal (NN) e ninhada 

reduzida (NR). 

 

 

4.2 ESPECÍFICOS 

 

 

Avaliar em lactantes e filhotes de NN e NR: 

 

 

I – O comportamento maternal e a ativação neuronal em fêmeas lactantes; 

II – Os desenvolvimentos físico, reflexivo e sexual em filhotes machos e fêmeas; 

III – O comportamento juvenil de brincadeira em filhotes machos e fêmeas; 

IV – As respostas comportamentais e inflamatórias em ratos machos adultos após 

desafio imunológico com lipopolissacarídeo. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

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

 

 

5.1 ANIMAIS  

  

 

 Foram utilizados 120 ratos machos e 240 fêmeas 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 ração 

comercial (NUVILAB-CR-1) e água ad libitum. O acasalamento foi realizado por 21 

dias na proporção de 2 fêmeas para 1 macho sexualmente experiente. Após a 

constatação da prenhez, através da análise do lavado vaginal (presença de 

espermatozoides) foi considerado dia gestacional zero (DG 0). As ratas foram então 

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 Comitê de 

Ética em Pesquisa com Animais da Universidade Federal de Alfenas, sob o número 

de protocolo 468/2012. 

 

 

5.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

 

No dia do nascimento (DL 1), os animais não foram manipulados; no dia 

seguinte (DL 2) os filhotes foram distribuídos na proporção de 12 animais (6 machos 

e 6 fêmeas) por fêmea lactante, formando a ninhada normal  e no segundo grupo, as 

ninhadas foram padronizadas com 3 filhotes (2 machos e 1 fêmea), formando a 

ninhada reduzida (adaptação do método proposto por PLAGEMANN et al., 1999a). 

O remanejamento de filhotes para a formação das ninhadas ocorreu somente para 

ninhadas que nasceram no mesmo dia. Os animais foram mantidos com as mães 
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até o desmame (DL 21). A avaliação do CM foi feita em ninhadas diferentes da 

avaliação do desenvolvimento dos filhotes.  

 

 

5.3 AVALIAÇÃO DO COMPORTAMENTO MATERNAL  

 

  

  O CM de ratas lactantes de ninhada normal e ninhada reduzida (n= 8 a 9 por 

grupo) foi registrado diariamente do 2º ao 8º dia de lactação. Foram estabelecidas 

quatro sessões diárias de observações, cada uma consistindo de 72 minutos, as 

quais ocorreram em horários regulares: três análises durante a fase clara, nos 

horários de 8h, 12h e 16h, e uma análise durante a fase escura às 20h do ciclo 

claro-escuro. Em cada sessão, o comportamento das ratas lactantes foi registrado a 

cada três minutos, contabilizando um total de 25 observações por período, 

totalizando assim 100 observações ao dia (COSTA; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2013). 

  Os comportamentos registrados foram classificados em maternais e não- 

maternais, da seguinte forma: 

 

Comportamentos maternais: 

 

 Rata lambendo os filhotes; 

 Rata sobre os filhotes em posição arqueada (cifose); 

 Rata sobre os filhotes em posição não arqueada; 

 Rata em posição passiva, deitada de costas ou de lado; 

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

 Rata em self-grooming na região mamária. 

 

Comportamentos não-maternais: 

 

 Rata alimentando-se; 

 Rata não explorando, quando a mesma se encontrava longe do ninho sem 

contato físico com os filhotes ou dormindo; 

 Rata explorando o ambiente longe dos filhotes; 

 Rata em self-grooming, exceto das mamas. 

http://code-industry.net/


43 
 

5.4 AVALIAÇÃO NEURONAL POR IMUNOHISTOQUÍMICA PARA c-Fos DURANTE 

A LACTAÇÃO 

 

 

A avaliação da expressão de c-Fos em ratas lactantes foi realizada em um 

novo grupo de fêmeas não avaliadas em nenhum outro teste (n=4). No 6º dia de 

lactação, no período da noite, os filhotes de NN e NR foram separados das mães por 

12h e, no dia seguinte foram recolocados na caixa moradia por 1h e meia (Figura 5). 

Após este período, os filhotes foram sacrificados com gás halotano e as mães 

anestesiadas com tribromoetanol (250 mg/kg) e perfundidas através de uma punção 

intracardíaca com salina (250 ml) contendo 5000 U/I de heparina, seguido pela 

perfusão com fixador paraformaldeído 4% em tampão fosfato (PBS 0,1M; 500 ml) 

sendo posteriormente os encéfalos submetidos aos procedimentos 

imunohistoquímicos detalhados a seguir. 

Após sua remoção, os cérebros foram mergulhados em fixador durante 4h e 

em seguida colocados em solução de sacarose a 30% em PBS (0,1M) a 4ºC. Após 

48h, os encéfalos foram seccionados em cortes de 30 µm de espessura utilizando 

um criostato e coletados em tampão fosfato (0,01 M). Imediatamente após, foram 

realizados o bloqueio da peroxidase endógena (solução de H2O2 1%) por 30 minutos 

e os cortes lavados com tampão fosfato (0,01M) 3 vezes por 5 minutos. 

Posteriormente, foi feito o bloqueio das ligações inespecíficas com albumina bovina 

5% em 0,1M de tampão fosfato durante uma hora.  

Para a realização de imunohistoquimica para c-Fos, os cortes foram incubados 

em temperatura ambiente por 12h, com o anticorpo primário anti-Fos (Santa Cruz, 

diluição 1:4000), e em seguida incubados com segundo anticorpo biotinilado (1:200). 

Para a coloração, foi utilizado o complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector), 

empregando diaminobenzidina (DAB) e níquel como cromógenos. O produto da 

reação confere uma coloração violeta escuro – preto ao núcleo (FLEMING; WALSH, 

1994). 

Por último, os cortes foram montados utilizando Gelatina de Albrecht (1,5% 

gelatina/álcool 80%), secadas a temperatura ambiente, desidratada com xileno e 

cobertas com o meio de montagem (Permount).  

  As áreas hipotalâmicas em estudo, bed núcleo da estria terminal (BNST), área 

pré-óptica medial (MPOA), núcleo paraventricular (PVN) e núcleo supra-óptico 
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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 áreas hipotalâmicas com auxilio de um microscópio Nikon 

modelo H55L.  

 

Figura 5 - Delineamento experimental em ratas lactantes. 
 

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

 

5.5 DESENVOLVIMENTOS FÍSICO 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 fêmeas. Foram realizadas as medidas do comprimento nasoanal 

(CNA), tomando-se a medida do focinho até o início da cauda (em centímetros), a 

distância anogenital (DAG) e o índice anogenital (IAG), o qual consiste na razão 

entre a DAG e o peso corporal do animal. Estas medidas foram feitas com uso de 

um paquímetro nos dias lactacionais 2, 10 e 21, também separadamente em 

machos e fêmeas (n=12 a 16). O Índice de Lee (IL) foi calculado no DL 21 em 

filhotes machos e fêmeas e consiste na relação entre a raiz cúbica 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 fêmea de cada ninhada foram selecionados para as avaliações 

(LAZIC; ESSIOUX, 2013).   

A avaliação do desenvolvimento dos filhotes foi realizada através de 

observações diárias do dia do aparecimento dos parâmetros físicos e reflexivos, em 

ninhadas diferentes daquelas em que foi analisado o CM e sempre no período da 

manhã (07 – 09hs). Os filhotes foram retirados da caixa moradia, avaliados 

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

 

Os parâmetros físicos avaliados foram:  

 

 Desdobramento das orelhas (ao menos uma delas); 

 Crescimento de pelos; 

  Erupção dos incisivos (inferiores);  

  Abertura dos olhos (qualquer interrupção visível na membrana que recobre o 

olho) (KISS et al, 2012).  

 Teste olfativo: os filhotes de ninhada normal e ninhada reduzida foram testados 

no DL 7, o qual é considerado o dia ideal para a expressão do aprendizado de 

preferência ao odor materno. Para o teste, a mãe era retirada da caixa moradia e os 

filhotes analisados um por vez utilizando-se uma caixa de acrílico de 34 x 40 x 24 

cm, a qual foi dividida em 2 áreas de 19 cm por uma zona neutra de 2 cm. No início 

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 área. O filhote foi colocado na linha que determina a zona neutra em local 

oposto às maravalhas. O comportamento de cada filhote foi filmado por 1 minuto e 

ao fim dessa filmagem a caixa foi limpa com álcool 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 área de 

odor familiar em cada uma das 5 tentativas e na soma total delas (RAINEKI et al., 

2009). 
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Os parâmetros reflexivos avaliados foram: 

 

 Geotaxia negativa: animal com a cabeça para baixo em uma rampa inclinada em 

20º aproximadamente e aguardou-se que ele virasse sobre si mesmo no mínimo 

135º para a avaliação do sentido de reorientação; 

 Apreensão palmar: as patas dianteiras do animal devem segurar suavemente um 

clip de papel, estando este reflexo diminuído à medida que o animal cresce. Avaliou-

se o dia em que o animal não apresentava mais tal reflexo; 

 Susto auditivo: realizado através de um estímulo sonoro produzido por estalos de 

uma ratoeira, avaliando-se o reflexo de extensão dos membros posteriores após tal 

estímulo; 

 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 superfície 

vertical do recipiente. O reflexo ocorria quando o contato das vibrissas com a 

superfície fazia o animal levantar a cabeça e as patas anteriores; 

 Teste visual: segurou-se o animal pela cauda, também com a face voltada para a 

borda de um recipiente colorido, mas mais distante desta, não a tocando. Avaliou-se 

a capacidade do animal de apresentar uma forte e persistente resposta de 

reconhecimento de cor, através da fixação do olhar na tarja colorida anexada ao 

recipiente (SMART; DOBBING,1971). 

 

 

5.6 DESENVOLVIMENTOS SEXUAL DOS FILHOTES 

 

 

Após o desmame, os filhotes foram mantidos em grupos de 4 animais, 

separados por sexo e nascidos no mesmo dia ou próximos, a fim de serem 

avaliados quanto ao desenvolvimento sexual (n=12). A descida dos testículos foi 

avaliada do dia pós-natal (DPN) 21 ao 30, enquanto a separação prepucial o foi no 

DPN 45 ao 55 em machos. A abertura vaginal em fêmeas 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 redução de ninhada sobre o 

comportamento juvenil de brincadeira (CJB), ratos machos e fêmeas 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 fêmea de cada ninhada foram avaliados neste teste (n=10 por grupo). Todos os 

experimentos foram realizados em uma sala apropriada e em condições de pouca 

luminosidade (até 100 lux). A arena de testes consistiu em uma caixa de vidro 

medindo 40 x 40 x 60 cm (l x c 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 fêmeas foram 

individualmente habituados à arena de testes nos 26º, 27º e 28º dias de vida, por 10 

minutos cada, sempre no período da manhã. No 30º 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 razão de ser o 

pico para a ocorrência do CJB (PLETNIKOV et al, 1999). O período 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 não diferiam mais que 10 gramas de peso e não eram irmãos consanguíneos 

ou tiveram qualquer contato social prévio. O comportamento dos animais foi filmado 

e analisado posteriormente. 

Os seguintes parâmetros foram analisados: 

 

 Frequência de imobilização (pinning): um animal fica sobre sua superfície dorsal 

sobre a maravalha com o outro de pé sobre ele, enquanto o rato solicitante imobiliza 

o parceiro. 

 Frequência de investida (pouncing): um animal solicita o outro à brincadeira 

esfregando a ponta do focinho na nuca do parceiro. 
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 Tempo em sniffing: a quantidade total de tempo em segundos gastos em cheirar a 

região anogenital do parceiro.  

 Tempo em grooming: a quantidade total de tempo em segundos gastos fazendo 

“grooming” em qualquer parte do corpo do parceiro, exceto a região anogenital.  

 Frequência de locomoção: número de vezes que o animal cruza as linhas 

traçadas sobre a arena de testes. 

 Tempo em perseguição: a quantidade total de tempo em segundos que um animal 

persegue o outro, correndo atrás do parceiro. 

  Na Tabela 1, podemos observar a representação dos dias das avaliações 

realizadas em filhotes de NN e NR. 

 

Tabela 1 – Cronograma das avaliações realizadas em filhotes de ninhada normal e ninhada 
reduzida. 
 

Nascimento  DL 1 

Padronização das ninhadas  DL 2 

Peso corporal DL 3,6, 9, 12, 15, 18 e 21 

Comprimento nasoanal DL 2, 10 E 21 

Distância anogenital DL 2, 10 E 21 

Indice anogenital DL 2, 10 E 21 

Teste de preferência ao odor maternal DL 7 

Índice de Lee/desmame DL 21 

Descida dos testículos DPN 21 - 30 

Comportamento juvenil de brincadeira DPN 30 

Abertura vaginal DPN 30 - 40 

Separação prepucial DPN 45 - 55 

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

 

 

5.8 TESTES COMPORTAMENTAIS APÓS INDUÇÃO DE COMPORTAMENTO 

DOENTIO COM LPS 

 

 

 Nossas avaliações foram realizadas em ratos machos Wistar, criados em NN e 

NR por volta dos 60 dias de vida, sempre após injeções intraperitoneais (i.p.) de 

salina (100 mL/kg) ou de LPS (100 μg/kg) e incluíram os seguintes testes: 
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5.8.1 Ingestão alimentar 

 

 

Este experimento foi realizado em machos de NN e NR, os quais foram 

mantidos em gaiolas metabólicas individuais com ração em pó (NUVILAB-CR-1) 

contida em cubas de metal e água ad libitum, enquanto permaneceram em 

ambientação em sala apropriada por 4 dias (n=15). No dia anterior ao experimento, 

os animais foram privados de ração por 12h, mas não de água. Duas horas após as 

injeções i.p.de salina (100 ml/kg) ou de LPS (100 μg/kg) as cubas com ração foram 

reofertadas aos animais. As cubas de metal com ração foram pesadas antes (peso 

inicial, hora 0) e 2, 4, 6, 8 e 24h após a reintrodução dos mesmos. Os dados foram 

computados pela diferença entre o peso inicial e os 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 Preferência à sacarose 

 

 

 Este teste é 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 

preferência por uma solução palatável, usando-se um paradigma de duas garrafas, 

nas quais os animais podem escolher entre a garrafa de água e uma garrafa 

contendo solução de sacarose a 10%. A preferência por sacarose é usada como 

medida para a sensibilidade do animal à recompensa.  

 Filhotes adultos machos de NN e NR (n= 15) foram mantidos em caixas de 

acrílico individuais, devidamente etiquetadas e receberam ração em pellets e água 

ad libitum e tiveram acesso às garrafas com sacarose a 10% por 2h (10h– 12h) 

durante 5 dias (treino para ingestão de sacarose). Durante o período de 

ambientação, os animais foram colocados em contato com a solução de sacarose 

sempre no mesmo horário do dia. No 6º dia do experimento, os animais receberam 

injeções i.p. de salina (100 ml/kg) ou LPS (100 µg/kg) às 8h da manhã. Após 2h (10h 

da manhã) as garrafas de água 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 diferença em porcentagem entre o peso inicial e o 

peso final das garrafas de água e de sacarose (SONCINI et al., 2012) 

 

A preferência à sacarose (PS) foi determinada pela seguinte equação:  
 
        

    

 

 

 

 

5.8.3 Campo aberto  

 

 

  Este teste é um modelo animal que consiste em colocar um animal dentro de 

uma grande arena circular de acrílico com diâmetro de 60 cm e paredes com 50 cm 

de altura, com o piso dividido em quadrantes, dos quais 8 áreas junto às paredes do 

aparato são 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 câmara, contando-se o número de vezes que tais linhas são cruzadas durante o 

teste. Tem por finalidade avaliar a atividade exploratória (atividade motora 

voluntária) e a tendência do animal em preferir a periferia ao centro do campo aberto 

(CA) e também contar o número de Rearings (exploração vertical do ambiente). 

Observa-se que uma baixa atividade motora frequentemente indica uma reação de 

medo do animal. Ratos com medo apresentam um comportamento tigmotáxico, ou 

seja, eles procuram não se aventurar para longe das paredes da câmara, 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 irá diminuir à 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 μg/kg) i.p. e foram filmados 

após 2h da administração (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 número de 

Volume de sacarose ingerido (mL) 

Total (volume de água+ volume de sacarose ingerido) 
X 100 PS =  
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cruzamentos na periferia, número de cruzamentos no centro, número total de 

cruzamentos e número de Rearings (SWIERGIEL; DUNN, 2007). 

 Após o teste do CA, os animais foram decapitados e tiveram seus plasmas 

coletados e mantidos em freezers -80° C para dosagens de citocinas TNF-α, IL-1β e 

IL-6.  

  

 

5.9 MONITORAMENTO DA TEMPERATURA CORPORAL 

 

 

 Para o monitoramento da temperatura corpórea, animais machos adultos 

(n=12) ainda não 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 à cirurgia, os probes foram 

higienizados em detergente enzimático e em solução de álcool 70%. Os animais 

experimentais (ratos machos de NN e NR, com aproximadamente 60 dias de vida) 

foram anestesiados com tribromoetanol (250 mg/kg), sendo então executada uma 

incisão de aproximadamente 2 cm na pele e músculos abdominais, onde o probe foi 

inserido na cavidade peritoneal. Após o implante do transmissor, a incisão 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, os 

animais receberam anti-inflamatório cetoprofeno via subcutânea (3 mg/animal) e 

antibiótico pentabiótico via intramuscular (2 mg/animal), ambos de uso veterinário. 

 Após a cirurgia, para evitar a hipotermia pós-cirúrgica, todos os animais foram 

colocados à temperatura de 32°C durante a recuperação da anestesia (STEINER et 

al., 2011) e depois transferidos para uma caixa acrílica individual com livre acesso à 

água e ração. Após 6 ou 7 dias da cirurgia, as caixas foram colocadas sobre o 

receptor telemétrico (Data Science) conectado a um computador, registrando-se a 

temperatura corpórea, sendo os dados então coletados e graficamente exibidos no 

monitor, impressos digitalmente e armazenados. 

A temperatura basal foi calculada pelos 60 minutos antecedentes à aplicação 

de salina ou LPS, ou seja, foram feitas 12 leituras de 5 em 5 minutos, e a 

temperatura foi monitorada durante 8h, após as aplicações. Em seguida, calculou-se 
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a diferença da temperatura pela média da temperatura basal e obtemos o delta da 

temperatura. Os dados da telemetria foram demonstrados pelo gráfico linear e 

estatísticas foram realizadas pela área sob a curva (AUC) calculada no intervalo da 

segunda à quinta horas, obtendo-se o índice térmico para este período (GIUSTI-

PAIVA et al., 2004).  

 

 

5.10 DOSAGEM DE CORTICOSTERONA 

 

 

A fim de se avaliar a ativação do eixo HHA em ratos machos adultos procedeu-

se a dosagem de corticosterona (CT) plasmática. No 59º 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 condições de temperatura e ciclo claro-escuro 

apropriados. No dia seguinte, os animais foram decapitados 1, 2 e 4h após a injeção 

i.p. de LPS (100 μg/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 finalização 

das coletas. Os animais foram manipulados de maneira a não sofrerem estresse que 

pudesse interferir nos resultados das dosagens. Após 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 (-80ºC) até o momento das dosagens hormonais.  

No primeiro dia do ensaio para dosagem, a CT foi extraída de 25 μL 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 tampão 

apropriado e ensaiadas em duplicata juntamente com uma curva padrão. 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 separação da fração livre da ligada foi realizada com uma solução de 

carvão-dextran 0,5/0,05% por meio de centrifugação. O sobrenadante foi então lido 

em cintilador capaz de quantificar a emissão de radiação beta, sendo as 

concentrações estimadas com base na curva padrão (ELIAS et al., 1997; ELIAS et 

al., 2004). Estas dosagens tiveram a gentileza da colaboração do Laboratório de 
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Neuroendocrinologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão 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 decapitação 2h após a aplicação i.p. de salina 

ou LPS e imediatamente após 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 separação do plasma que foi então armazenado a -80°C até 

o dia das dosagens. 

 As concentrações plasmáticas das citocinas (IL-1β, IL-6 e TNF-α) foram 

mensuradas através de ensaios enzimáticos (ELISA - Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay) usando kits comerciais (Peprotech, EUA), seguindo as 

recomendações do fabricante. 

 Microplacas com 96 orifícios foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais 

de captura e tiveram os sítios inespecíficos bloqueados com solução de albumina 

bovina. Após lavagem, as amostras ou padrões foram incubados para possibilitar a 

quantificação. Em seguida, a adição de anticorpo de detecção, incubação com 

solução de avidina-peroxidase e posterior adicionamento da solução cromogênica 

para leituras das reações colorimétricas que foram realizadas a 405 nm em leitor de 

microplacas (Synergy H1, BioTek). Cálculos foram realizados a partir da curva 

padrão para determinação das concentrações das amostras. 

 

 

5.12 DROGAS 

 

 

 Para a execução deste trabalho foram utilizadas as seguintes drogas: 

Lipopolissacarídeo de Escherichia coli sorotipo 026:B6, da Sigma-AldrichCo  (EUA) 

para indução do comportamento doentio e soro fisiológico a 0.9% (isofarma) como 

veículo. Tribromoetanol (TBE – Sigma) na dose de 250 mg/kg para anestesiar os 
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animais; Cetoprofeno (Cristalina) e Pentabiótico (Fort Dodge Saúde Animal LTDA) 

após a cirurgia de implantação dos probes na telemetria. 

 

 

5.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

  

 Os resultados obtidos foram apresentados como média e erro padrão da média 

e analisados considerando-se, dentro de cada protocolo, sempre a coerente relação 

entre os grupos experimentais e seus respectivos controles. Para comparação de 

duas médias aplicou-se a análise de variância (One-way) e para comparação de três 

ou mais médias aplicou-se a análise de variância (Two-way) seguida do pós-teste de 

Newman-Keuls ou Bonferroni, quando apropriado. O teste de t-Student para 2 

médias também foi usado, quando indicado. O nível de significância para rejeição da 

hipótese de nulidade foi fixado em 5% (p<0.05). 
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6 RESULTADOS  

 

  

Nossos resultados estão descritos a seguir.  

 

6.1 COMPORTAMENTO MATERNAL 

 

 

Os resultados obtidos demonstram que ratas lactantes de ninhadas reduzidas 

apresentaram maior comportamento maternal total (CMT) em relação às lactantes 

de ninhadas normais. Da mesma forma, ratas lactantes de ninhadas reduzidas 

exibiram menor comportamento não-maternal total (CNMT) comparadas às lactantes 

do grupo controle, durante a primeira semana de lactação (Figuras 6A e 6B). 

Os resultados da análise de variância ANOVA Two-way para o CMT e o CNMT 

são descritos na Tabela 2. 

 

Figura 6 - Avaliação de ratas lactantes de NN (ninhada normal) e NR (ninhada reduzida) 
durante a primeira semana de lactação. 
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Nota:  Comportamento maternal total (A) e o Comportamento não-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 pós-teste de 
Bonferroni. 

Fonte: Da autora. 
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Tabela 2 - Análises de variância de duas vias do Comportamento maternal total (CMT) e do 
Comportamento não-maternal total (CNMT) de ratas lactantes de ninhadas 
normais e ninhadas reduzidas na primeira semana de lactação. 

 
 

Parâmetros         Ninhada                  Dia de lactação                    Interação                       

  

CMT            F1,105 = 86.16, p<0.001      F6,105 = 3.40, p<0.01           F6,105 = 1.26, p=0.2809 

 
CNMT         F1,105 = 84.15, p<0.001       F6,105 = 3.41, p<0.01           F6,105 = 1.23, p=0.2933 
         

Fonte: Da autora. 
 

Na avaliação dos parâmetros maternais, considerados individualmente em 

lactantes de ninhada normal e ninhada reduzida, observou-se que ratas lactantes de 

ninhada reduzida despenderam mais tempo lambendo os filhotes e sobre eles 

comparadas às 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 observações somente no dia 

lactacional 5 comparadas ao seu grupo controle, conforme pode ser visto na Figura 

7C (p<0.001).  

Quanto às Figuras 7D, 7E e 7F, as quais demonstram os resultados para os 

parâmetros de cifose, posição passiva e forrageando, respectivamente pode-se 

observar que não houve diferenças significantes entre as ratas lactantes de ninhada 

normal e ninhada reduzida. 

Os resultados da análise de variância ANOVA Two-way para o comportamento 

maternal total analisado individualmente estão descritos na Tabela 3. 
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Figura 7 - Avaliação dos parâmetros maternais de NN (ninhada normal) e NR (ninhada 
reduzida) durante a primeira semana de lactação. 
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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, 
***p<0.001, quando comparados ao grupo controle (n=8 a 9 por grupo). ANOVA Two-
way seguido pelo pós-teste de Bonferroni. 

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

 
Parâmetros         Ninhada                     Dia de lactação                  Interação                       

  

Lambida         F1,105 = 148.9, p<0.001    F6,105 = 0.283, p=0.944     F6,105 = 0.359, p=0.903 

 

Sobre             F1,105 = 240.5, p<0.001    F6,105 = 2.968, p<0.05       F6,105 = 1.419, p=0.214 
  
SG mamas    F1,105 = 10.70, p<0.01       F6,105 = 1.74, p=0.119       F6,105 = 2.587, p<0.05 

 
Cifose              F1,105 = 10.72, p<0.01       F6,105 = 1.19, p=0.313       F6,105 = 0.489, p=0.489 
 
Passiva            F1,105 = 0.079, p=0.778    F6,105 = 0.298, p=0.936     F6,105 =0.269, p=0.950 
 
Forragear        F1,105 = 0.449, p=0.503    F6,105 = 0.597, p=0.732     F6,105 =0.763, p=0.600  
         
Fonte: Da autora. 

 

Na análise dos parâmetros considerados individualmente como não-maternais, 

nas Figuras 8A e 8B pode-se observar que 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 

não exploração na maior parte dos dias analisados comparadas às lactantes de NN 

(p<0.05; p<0.01). Quanto ao self-grooming, não houve diferença estatisticamente 

significante entre os grupos (Figura 8D). 

Os resultados da análise de variância ANOVA Two-way para o CMT analisado 

individualmente são descritos na Tabela 4. 
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Figura 8 - Avaliação dos parâmetros não-maternais de NN (ninhada normal) e NR (ninhada 
reduzida) durante a primeira semana de lactação. 
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Nota: Alimentando (A), Explorando (B), Não explorando (C), Self-grooming (D). Valores 
expressos como média ± EPM. *p<0.05, **p<0.01, quando comparados ao grupo 
controle (n=8 a 9 por grupo). ANOVA Two-way seguido pelo pós-teste de Bonferroni. 

Fonte: Da autora. 

 

Tabela 4 - Análises de variância de duas vias do Comportamento não-maternal total (CNMT) 
analisado individualmente em ratas lactantes com ninhada normal e ninhada 
reduzida na primeira semana de lactação. 

 

Parâmetros         Ninhada                     Dia de lactação                  Interação                       

  

Alimentando  F1,105 = 26.89, p<0.001      F6,105 = 1,69, p=0.128       F6,105 = 0.906, p=0.493  

Explorar         F1,105 = 9.464, p<0.01        F6,105 = 3.19, p<0.01         F6,105 = 1.327, p=0.252 

Não explorar  F1,105 = 49.17, p<0.001      F6,105 = 3.93, p<0.01         F6,105 = 1.09, p=0.374 

 
Self-grooming  F1,105 = 5.96, p<0.05          F6,105 = 1.481, p=0.191     F6,105 = 0.551, p=0.768  
         
Fonte: Da autora. 
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Para facilitar a descrição destes resultados, os comportamentos maternais e 

não-maternais foram descritos em gráficos de colunas. Na Figura 9, observou-se 

que os parâmetros 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 à 

cifose, lactantes de NN estiveram mais em cifose que as de NR (p<0.05), enquanto 

que os parâmetros de posição passiva e forrageamento não mostraram diferenças 

estatisticamente significantes entre os grupos. 

 

Figura 9 – Gráfico de colunas da avaliação dos parâmetros maternais na primeira semana 
de lactação em fêmeas 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 parâmetros considerados como não-maternais (Figura 10) pode-se 

observar que ratas lactantes de NR tiveram menor CNM que as mães de NN 

(p<0.001), ficaram menor tempo se alimentando (p<0.001), menor tempo explorando 

(p<0.01) e não explorando (p<0.01). Quanto ao self-grooming não houve diferença 

estatisticamente significante entre os grupos. 
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Figura 10 – Gráfico de colunas da avaliação dos parâmetros não-maternais na primeira 
semana de lactação em fêmeas de NN (ninhada normal) e NR (ninhada 
reduzida). 
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Nota: Comportamento não-maternal (CNM), Alimentando, Explorando, Não 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 AVALIAÇÃO NEURONAL POR IMUNOHISTOQUÍMICA PARA c-Fos DURANTE 

A LACTAÇÃO 

 

 

 Os resultados para imunohistoquímica mostram que nas áreas analisadas para 

c-Fos no SON (Figura 11) e no PVN (Figura 12) do hipotálamo a contagem de 

células apresentaram-se significantemente menores em fêmeas lactantes de NR em 

relação às lactantes de NN nas duas áreas analisadas (p<0.05). 
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Figura 11 - Fotomicrografias representativas de cortes de encéfalo de mães de ninhada 
normal (A) e reduzida (B). Efeitos da redução de ninhadas sobre a expressão 
de c-Fos no SON de ratas lactantes no DL 7 (C). 
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Nota: SON= núcleo supra-óptico; QO= quiasma óptico; NN= ninhada normal; NR= ninhada 

reduzida. Escala 50 µm. Valores expressos como média ± EPM. *p<0.05 em relação 
ao grupo controle (n=4). Teste t-Student. 

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

ninhada reduzida. Escala 50 µm. Valores expressos como média ± EPM. *p<0.05 em 
relação ao grupo controle (n=4). Teste t-Student. 

Fonte: Da autora.  

   

     Quanto à área pré-óptica medial (MPOA) e ao bed núcleo da estria terminal 

(BNST) não houve diferenças estatisticamente significantes entre os grupos, 

conforme pode ser visto nas Figuras 13 e 14. 
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Figura 13 – Fotomicrografias representativas de cortes de encéfalo de mães de ninhada 
normal (A) e reduzida (B). Efeitos da redução de ninhadas sobre a expressão 
de c-Fos na MPOA em ratas lactantes no DL 7 (C).  
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Nota: MPOA= área pré-óptica medial; NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida. Escala 

50 µm. Valores expressos como média ± EPM. Sem diferença 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 mães de ninhada 
normal (A) e reduzida (B). Efeitos da redução de ninhadas sobre a expressão 
de c-Fos na BNST em ratas lactantes no DL 7 (C).  
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Nota:  BNST= bed núcleo da estria terminal; VL= ventrículo lateral; NN= ninhada normal; 

NR= ninhada reduzida. Escala 50 µm. Valores expressos como média ± EPM. Sem 
diferença 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 fêmeas 

(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 análise de variância ANOVA Two-way para o ganho de peso 

corporal de filhotes machos e fêmeas até o desmame são descritos na Tabela 5. 

 

Figura 15 - Ganho de peso corporal de filhotes machos e fêmeas 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 fêmeas (B); machos adultos (C); NN= ninhada normal; NR= 
ninhada reduzida. Valores expressos como média ± EPM. *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001, quando comparados ao grupo NN. ANOVA Two-way seguido pelo pós-
teste de Bonferroni; Teste t-Student. 

Fonte: Da autora. 
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Tabela 5 - Análises de variância de duas vias do ganho de peso corporal de filhotes de NN e 

NR do DL 2 ao desmame. 
 

Parâmetros       Peso corporal              Dia de lactação                  Interação                       

  

Machos        F1,224 = 231.8, p<0.001       F 7,224 = 414.7, p<0.001       F 7,224 = 16.10, p<0.001                 
 

Fêmeas       F 1,216 = 281.4, p<0.001       F7,216 = 430.1, p<0.001         F7,216 = 16.12, p<0.001  
       

Fonte: Da autora. 

 

Quanto ao CNA em machos, a Figura 16A mostra que nos dias lactacionais 2 e 

10 não houve diferenças entre os grupos. No DL 21 os animais de NR mostraram 

maior CNA que os animais controle (p<0.01). Em fêmeas, conforme pode ser visto 

na Figura 16B no DL 2 e no DL 10 não houve diferenças entre os grupos. No DL 21 

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

 

Figura 16 - Comprimento naso-anal (cm) em filhotes machos e fêmeas de NN e NR nos DLs 
2, 10 e 21. 
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Nota:  Filhotes machos (A) e fêmeas (B); NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida; DL= 

dia lactacional.. Valores expressos como média ± EPM. **p<0.01, ***p<0.001, 
quando comparados ao grupo NN. Teste t-Student. 

Fonte: Da autora. 

 

Quanto à DAG em machos, a Figura 17A mostra que não houve diferenças 

entre os grupos nos dias lactacionais 2, 10 e 21. Em fêmeas, conforme pode ser 

visto na Figura 17B no DL 2  e no DL 10 não houve diferenças entre os grupos. No 

DL 21 as fêmeas de NR mostraram maior DAG que os animais controle (p<0.01). 
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Figura 17 – Distância anogenital (mm) em filhotes machos e fêmeas de NN e NR nos DLs 2, 
10 e 21. 

 
Nota: Filhotes machos (A) e fêmeas (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, não houve diferença entre os grupos tanto em machos (Figura 

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

 

Figura 18 – Índice anogenital (mm) em filhotes machos e fêmeas de NN e NR nos DLs 2, 10 
e 21. 
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Nota: Filhotes machos (A) e fêmeas (B); NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida; DL= 

dia lactacional. Valores expressos como média ± EPM. Sem diferenças 
estatisticamente significantes entre os grupos. Teste t- Student. 

Fonte: Da autora. 
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 Machos de NR apresentaram maior Índice de Lee (DL 21) comparados aos 

machos de NN (p<0.001) (Figura 19A), enquanto que fêmeas de NR exibiram maior 

IL comparadas às fêmeas de NN (p<0.05) (Figura 19B). 

 

Figura 19 – Índice de Lee no DL 21 em filhotes machos (A) e fêmeas (B) de NN e NR. 
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Nota: Filhotes machos (A) e fêmeas (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 relação ao desenvolvimento dos parâmetros físicos 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 relação aos 

de NN. Na avaliação da erupção dos incisivos, não houve diferenças 

estatisticamente significantes entre os grupos. Quanto às fêmeas (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 relação aos de 

NN. Quanto à erupção dos incisivos não houve diferenças estatisticamente 

significantes entre os grupos. 
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Figura 20 – Desenvolvimento físico de filhotes machos e fêmeas de NN e NR dos DLs 2 ao 
21. 
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Nota: Filhotes machos (A) e fêmeas (B); D.O= desdobramento da orelha; C.P= crescimento 

de pelos; E.I= erupção 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 relação ao grupo controle. Teste t-Student. 

Fonte: Da autora. 

 

Nas Figuras 21A (machos) e 21B (fêmeas) observou-se que o teste de 

preferência ao odor maternal (TPOM) não mostrou diferenças significantes nas 

tentativas e no tempo total de permanência sobre a área com odor maternal em 

filhotes no DL 7. 

 

Figura 21 – Tempo de permanência sobre a área com odor maternal no TPOM em filhotes 
machos e fêmeas de NN e NR no DL 7, em 5 tentativas e no tempo total em 
segundos. 
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Nota: Filhotes machos (A) e fêmeas (B); TPOM= teste de preferência ao odor maternal; NN= 

ninhada normal; NR= ninhada reduzida; DL= dia lactacional. Valores expressos como 
média ± EPM. Sem diferenças 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 apreensão palmar e 

teste visual não mostraram diferenças estatísticas entre os grupos. Quanto às 

fêmeas (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, 

apreensão palmar e teste visual não mostraram diferenças estatisticamente 

significantes entre os grupos de fêmeas analisados. 

 

Figura 22 – Desenvolvimento reflexivo de filhotes machos e fêmeas de NN e NR dos DLs 2 
ao 21. 
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Nota: Filhotes machos (A) e fêmeas (B); G.N= geotaxia negativa; A.P.= apreensão 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 relação ao grupo controle. Teste t-Student. 

Fonte: Da autora. 

 

Na avaliação do desenvolvimento sexual dos filhotes, machos de NR tiveram 

antecipados a descida dos testículos (p<0.001) e a separação prepucial (p<0.001) 

em relação aos machos de NN, enquanto que nas fêmeas a abertura vaginal não 

apresentou diferenças estatisticamente significantes entre os grupos avaliados 

(Figura 23).  
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Figura 23 – Desenvolvimento sexual de filhotes de NN e NR após o desmame.   
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Nota: NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida. Valores expressos como média ± EPM. 

***p<0.001 em relação 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 frequência e o tempo da 

brincadeira na maioria dos parâmetros 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 frequência de pouncing (##p<0.01; Figura 

24A) e de pinning (##p<0.01; Figura 24B) comparados aos seus controles isolados. 

Quanto aos parâmetros de tempo em farejamento, tempo em grooming, frequência 

de locomoção e tempo em perseguição (Figura 24C, 24D, 24E e 24F) não houve 

diferenças estatisticamente significantes entre os grupos que foram isolados. 

Os resultados da análise de variância ANOVA Two-way para o CJB em filhotes 

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

 

Nota: Pouncing (A); Pinning (B); Farejamento (C); Grooming (D); Locomoção (E); 
Perseguição (F); NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida. Valores expressos 
como média ± EPM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 em relação ao controle agrupado; 
## p<0.01 em relação ao controle isolado (n=10 por grupo). ANOVA Two-way, pós-
teste Newman-Keuls. 

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

 

Parâmetros         Ninhada                         Alojamento                  Interação                       

  

Pinning           F1,36 = 10,72; p<0.01         F1,36 = 38,51; p<0.001     F1,36 =0.537; p=0.468 

Pouncing        F1,36 =12,01; p<0.001        F1,36 = 58,73; p<0.001     F1,36 = 0,772; p=0.385 

Farejamento   F1,36= 1,321; p=0.462        F1,36= 15,46; p<0.001      F1,36= 0,096; p= 0.703 

 

Grooming       F1,36= 2,272; p= 0.140       F1,36= 17,14; p<0.001      F1,36= 0,131; p= 0.719 

 

Locomoção     F1,36= 0,250; p= 0.619       F1,36= 12,20; p<0.01       F1,36= 0,664; p= 0.420 

 

Perseguição   F1,36= 0,552; p= 0.462       F1,36= 8,30;  p<0.01        F1,36= 0,147; p= 0.703 

   
Fonte: Da autora. 

 

Quanto aos resultados obtidos do CJB em filhotes fêmeas (Figura 25) podê-se 

observar que o isolamento aumentou a frequência e o tempo da brincadeira na 

maioria dos parâmetros 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). Não foram 

observadas diferenças entre os grupos de fêmeas de NN e NR que foram isoladas 

antes do início dos testes. 

Os resultados da análise de variância ANOVA Two-way para o CJB em filhotes 

fêmeas são descritos na Tabela 7. 
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Figura 25 – Comportamento juvenil de brincadeira em filhotes fêmeas de NN e NR. 

 
Nota: Pouncing (A); Pinning (B); Farejamento (C); Grooming (D); Locomoção (E); 

Perseguição (F). NN=ninhada normal; NR=ninhada reduzida. Valores expressos 
como média ± EPM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 em relação ao controle agrupado 
(n=10 por grupo). ANOVA Two-way, pós-teste Newman-Keuls. 

Fonte: Da autora. 
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Tabela 7 - Análises de variância de duas vias do comportamento juvenil de brincadeira em 
fêmeas de NN e NR. 

 

Parâmetros         Ninhada                         Alojamento                  Interação                       

  

Pinning          F1,36 = 0,0157; p=0.901     F1,36= 22,78; p<0.001     F1,36 = 0.063; p= 0.803 

Pouncing        F1,36 =0,507; p= 0.481      F1,36 = 11,00; p<0.01       F1,36 = 0,024; p= 0.876 

Farejamento  F1,36= 1,799; p=0.188       F1,36= 54,25; p<0.001      F1,36= 0,0004; p= 0.983 

 

Grooming       F1,36= 0,381; p=0.551       F1,36= 34,81; p<0.001     F1,36= 0,826; p= 0.369 

 

Locomoção    F1,36= 1,120; p=0.297       F1,36= 0,780; p=0.383     F1,36= 0,062; p=0.937 

 

Perseguição  F1,36= 0,323; p= 0.573      F1,36= 10,72; p<0.01        F1,36= 0,0029; p= 0.957 

   
Fonte: Da autora. 

 

 

6.5 TESTES COMPORTAMENTAIS APÓS INDUÇÃO DE COMPORTAMENTO 

DOENTIO COM LPS 

 

   

 Os resultados de nosso estudo sobre os efeitos da administração de LPS estão 

descritos a seguir.  

 

 

6.5.1 Ingestão alimentar 

 

 

 A ingestão alimentar foi monitorada durante 24h após a aplicação 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 ração comparados aos animais que receberam salina na 2ª 

hora (p<0.05), na 4ª hora (p<0.001), na 6ª hora (p<0.001), na 8ª hora (p<0.001) e na 

24ª hora (p<0.001). Os animais que receberam LPS do grupo NR mostraram ainda 

menor ingestão alimentar comparados aos animais do grupo NN LPS na 24ª hora 

após o desafio imunológico (#p<0.05). 
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Os resultados da análise de variância ANOVA Two-way para a ingestão 

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

Figura 26 – Ingestão alimentar em filhotes machos de NN e NR 2, 4, 6, 8 e 24h após 
injeções de salina ou LPS. 

 
 

Nota: NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida; sal= salina. Valores expressos como 
média ± EPM. *p<0.05 ***p<0.001 em relação ao grupo controle salina; # p<0.05 em 
relação ao grupo controle LPS (n=15 por grupo). ANOVA Two-way, pós–teste 
Newman-Keuls. 

Fonte: Da autora. 

 

Tabela 8 - Análises de variância de duas vias da ingestão alimentar em ratos machos 
adultos após salina ou LPS. 

 

Parâmetros             Ninhada                    Desafio imune                  Interação                       

  

2ª hora           F1,50= 0.511; p=0.478          F1,50= 16.69; p<0.001        F1,50= 0.294; p=0.590 

4ª hora           F1,50= 0.127; p=0.722          F1,50= 33.84; p<0.001        F1,50= 0.169; p=0.682 

6ª hora           F1,50= 4.303;  p<0.05           F1,50= 50.84; p<0.001        F1,50= 0.639;  p=0.428 

 

8ª hora           F1,50= 1.212; p=0.276          F1,50= 45.94; p<0.001        F1,50= 0.243; p=0.624 

 

24ª hora         F1,50= 0.209; p=0.649          F1,50= 66.67; p<0.001        F1,50= 6.212; p<0.05 

   
Fonte: Da autora. 
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6.5.2 Preferência à sacarose 

 

 

Na Figura 27 observou-se os resultados do teste de preferência à sacarose 

para os animais NN e NR. Os machos de NN LPS preferiram menos sacarose 

quando comparados aos animais controle salina (p<0.01); da mesma forma, os 

machos de NR LPS também tiveram menor porcentagem de preferência à 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 análise de variância ANOVA Two-way para o teste de preferência à sacarose 

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

 

Figura 27 – Porcentagem de preferência à sacarose em filhotes machos de NN e NR 2h 
após injeções 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 relação ao grupo controle salina; #p<0.05 em relação ao 
grupo controle LPS (n=15 por grupo). ANOVA Two-way, pós-teste Newman-Keuls. 

Fonte: Da autora. 
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Tabela 9 - Análises de variância de duas vias da preferência à sacarose em ratos machos 
adultos após salina ou LPS. 

 

Parâmetros                 Ninhada                  Desafio imune                  Interação                       

  

Preferência            F1,56= 2.42; p=0.125        F1,56= 36.23; p<0.001         F1,56= 4.751; p<0.05   

   
Fonte: Da autora. 

 

 

6.5.3 Campo aberto 

 

 

 Análises realizadas 2 horas após a aplicação de salina ou LPS revelaram no 

campo aberto a diminuição no número de entradas no centro (p<0.001; Figura 28A), 

no número de entradas na periferia (p<0.001; Figura 28B), no número total de 

entradas (p<0.001; Figura 28C) e no número de Rearings (p<0.001; Figura 28D), em 

animais de ninhada normal e ninhada reduzida que receberam LPS comparados aos 

que receberam salina. Não foram observadas diferenças estatisticamente 

significantes em nenhum dos parâmetros analisados em animais dos grupos NN e 

NR que receberam LPS.  

Os resultados da análise de variância ANOVA Two-way para o teste de campo 

aberto em nossos animais experimentais estão descritos na Tabela 10. 
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Figura 28 - Efeitos da aplicação 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. Número de cruzamentos centrais (A); 

Número de cruzamentos periféricos (B); Número total de cruzamentos (C); Número de 
Rearings (D). Valores expressos como média ± EPM. ***p <0.001 quando comparado 
ao grupo controle salina (n= 10 por grupo). ANOVA Two Way, pós-teste Newman-
Keuls. 

Fonte: Da autora. 

 

Tabela 10 - Análises de variância de duas vias do teste de campo aberto em ratos machos 
adultos após salina ou LPS. 

 

Parâmetros                 Ninhada                  Desafio imune                  Interação                       

  

Campo aberto         F1,36= 2.101; p=0.156     F1,36= 92.39; p<0.001        F1,36= 0.21; p=0.649   

   
Fonte: Da autora. 
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6.5.4 Monitoramento da temperatura corporal 

 

 

 Os resultados da avaliação da temperatura corporal por telemetria mostraram 

que a administração de LPS induziu a um aumento da temperatura corporal em 

animais de NN e de NR (Figura 29). O Índice térmico (área sob a curva) do intervalo 

entre 2 e 5 horas (Figura 30) aumentou tanto no grupo NN quanto no grupo NR, 

após a administração de LPS. Entretanto, tanto a variação de temperatura corporal 

quanto o índice térmico após 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 é estabelecido, a febre tem a mesma 

magnitude tanto no grupo controle quanto no grupo NR.  

Os resultados da análise de variância ANOVA Two-way para o índice térmico 

entre 2-5h são descritos na Tabela 11. 

 

Figura 29 – Efeitos da administração de salina ou LPS sobre a variação da temperatura 
corporal em animais de NN e NR. 

 

      
 

Nota:   NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida; sal= salina; h= hora. 
Fonte: Da autora. 

http://code-industry.net/


82 
 

 Figura 30 - Efeitos da administração de salina ou LPS sobre o índice térmico no intervalo 
de 2-5 hs após administração em animais de NN e NR. 
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Nota:  NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida. Valores expressos como média ± EPM. 

***p <0.001 quando comparado ao grupo controle salina; ##p<0.01 quando comparado 
ao grupo controle LPS. ANOVA Two Way, pós-teste Newman–Keul. 

Fonte: Da autora. 

 

Tabela 11 - Análises de variância de duas vias do índice térmico (2-5h) em ratos machos 
adultos após salina ou LPS. 

 

Parâmetros                 Ninhada                  Desafio imune                  Interação                       

  

Índice térmico       F1,22 = 2,504; p= 0,128      F 1,22 =118,0; p<0,001     F1,22 = 4,915; p<0.05 

   
Fonte: Da autora 

 

 

6.6 DOSAGENS DE CORTICOSTERONA  

 

 

 Na Figura 31 estão descritos os resultados das dosagens dos níveis 

plasmáticos de CT (µg/dL) em filhotes machos adultos de NN e NR 1, 2 e 4h após 

receberem salina ou LPS. Os animais do grupo NN LPS tiveram maiores níveis 

comparados ao seu grupo controle salina na 4ª hora após o desafio imune (p<0.05), 

enquanto que os animais NR LPS mostraram maiores níveis em todas as horas 

avaliadas em relação aos animais NR que receberam salina (p<0.01; p<0.001). Além 

disso, os animais NR LPS demonstraram maiores níveis de CT comparados aos NN 

LPS em todas as horas avaliadas (p<0.05; p<0.01). 
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  Os resultados da análise de variância ANOVA Two-way para os níveis 

plasmáticos de CT em machos adultos de NN e NR são descritos na Tabela 12. 

 

Figura 31 – Níveis plasmáticos de CT (µg/dL) 1, 2 e 4 horas após injeções i.p.de salina ou 
LPS em filhotes machos adultos de NN e NR. 

0

5

1 0

1 5

2 0

N N  s a l

N R  s a l

N N  L P S

N R  L P S

*

#

**

# #

***

#
**

C
o

r
ti

c
o

s
te

r
o

n
a

 p
la

s
m

á
ti

c
a

 (
m

ic
r
o

g
r
a

m
a

s
/d

l)

1 ª h o ra 2 ª h o ra 4 ª h o ra

 

Nota:  NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida; sal= salina; i.p= intraperitoneal; µg/dL= 
micrograma por decilitro. Valores expressos como média ± EPM. *p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001 em relação ao grupo controle salina; #p<0.05; ##p<0.01 em relação ao 
grupo controle LPS (n=8). ANOVA Two-way, pós-teste Newman-Keuls. 

Fonte: Da autora. 

 

Tabela 12 - Análises de variância de duas vias das dosagens de corticosterona em ratos 
machos adultos após salina ou LPS. 
 

Parâmetros             Ninhada                    Desafio imune                  Interação                       

  

1ª hora              F1,27 = 1.941; p=0.175       F1,27 = 18.65; p<0.001        F1,27 = 5.005, p<0.05  

2ª hora              F1,26 = 4.257; p<0.05         F1,26 = 11.71; p<0.01          F1,26 = 3.748; p=0.064 

4ª hora              F1,25 = 4.616, p<0.05         F1,25 = 22.74; p<0.001        F1,25 = 0.766; p=0.389   

   
Fonte: Da autora 
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6.7 DOSAGENS DE CITOCINAS 

 

 

  Na Figura 32 estão descritos os resultados das dosagens de citocinas em 

animais do presente estudo. Animais de NN e NR que receberam LPS apresentaram 

maiores níveis plasmáticos de TNF-α, IL-1β e IL-6 comparados aos animais que 

receberam salina. Animais de NR LPS mostraram maiores níveis de IL-1β 

comparados aos animais NN LPS (Figura 32B), enquanto que para as outras 

citocinas avaliadas as diferenças entre os grupos LPS não foram estatisticamente 

significantes (Figuras 32A e 32C). 

 

Figura 32 – Níveis plasmáticos de citocinas (pg/mL) 2h após injeções i.p. de salina ou LPS 
em filhotes machos adultos de NN e NR. 
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Nota: Níveis de TNF-α (A) IL-1β (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 relação ao grupo controle salina; #p<0.05 em relação ao 
grupo controle LPS (n=6 a 8). ANOVA Two-way, pós-teste Newman-Keuls. 

Fonte: Da autora. 
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7 DISCUSSÃO 

 

 

   A modificação do ambiente neonatal pela redução no número de filhotes por 

ninhada foi capaz de programar mudanças no comportamento maternal e no 

desenvolvimento dos filhotes nos períodos lactacional, juvenil e adulto, 

demonstrando a importância da programação neonatal na responsividade da mãe e 

da prole aos estímulos ambientais. 

  Uma provável explicação para o aumento ou a diminuição 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 mães de ninhadas maiores deixam mais frequentemente o ninho pelo 

desconforto ou fadiga produzidos pelo contato excessivo ou a estimulação extra da 

região mamária durante a sucção. FLEMING et al. (2002) em estudo com ratos 

observaram que a quantidade de lambida ofertada aos filhotes diminui quando a 

prole é criada em ninhadas grandes ou se a mãe é submetida à bulbectomia 

olfatória. Estes autores demonstraram ainda que mães mais responsivas 

maternalmente a sua prole produzem filhotes mais responsivos para seus próprios 

filhotes, mostrando que os efeitos do CM podem ser propagados através de 

gerações sob certas circunstâncias ambientais, assumindo um caráter adaptativo. 

  A programação ocorrida no período neonatal com a redução no número 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 sinalização sensorial entre mãe e filhotes, o contato 

social com coespecíficos, a alimentação e a ritmicidade da ejeção de leite 

(GONZALEZ et al., 2001), com implicações importantes no desenvolvimento 

neonatal e futuro da prole.   

  Um dos fatores potencialmente afetados nas variações no número de filhotes é 

a disponibilidade de leite oferecido. Embora nutrizes de ninhadas grandes 

sabidamente secretem mais leite que àquelas de ninhadas menores, a quantidade 

de leite disponível por filhote diminui à medida que o tamanho da ninhada aumenta 

(KUMARESAN; ANDERSON; TURNER, 1966). Além disso, a literatura mostra que a 

redução no número de filhotes por nutriz é capaz de alterar a quantidade e a 
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qualidade da produção do leite, o qual passa a apresentar maior conteúdo de 

gordura, elevando o teor calórico de nutrientes durante a lactação (FIOROTTO et al., 

1991; SHANKAR et al., 2008).  

Apesar da maior quantidade de leite disponível à medida que a ninhada 

diminui, estudos prévios mostram um déficit na amamentação em ninhadas 

pequenas, evidenciando um estado hipomotivacional, no qual há a atenuação do 

componente apetitivo e do vigor com que estes filhotes procuram suas mães 

(TEICHER; KENNY, 1978). Estes resultados corroboram os dados de maior ativação 

neuronal em áreas hipotalâmicas envolvidas na amamentação em mães que criam 

ninhadas maiores.  

A sucção mamilar é capaz de estimular a secreção de ocitocina (OT) durante o 

período pós-parto. A OT é um hormônio liberado na neurohipófise, a qual atua 

também como um neurotransmissor/neuromodulador lançado em sinapses no 

cérebro (NUMAN, 1994). Neurônios do PVN e do SON do hipotálamo secretam OT 

para diversas regiões, entre elas a MPOA e a expressão de receptores de OT 

aumenta em muitas destas regiões cerebrais próximo ao momento do parto 

(LENG; MEDDLE; DOUGLAS, 2008; MOOS et al., 1989; NUMAN;  STOLZENBERG, 

2009). Dentre estas regiões estão a área tegmental ventral (VTA), o núcleo 

accumbens (NA) e o sistema mesolímbico dopaminérgico, os quais modulam, além 

do CM, também a agressividade e a ansiólise maternal (NUMAN; WOODSIDE, 

2010).  

Apesar da maior estimulação mamilar pela sucção em ninhadas grandes, em 

ninhadas com menor número de filhotes a maior disponibilidade de leite leva à maior 

ingestão alimentar e maior ganho de peso e isto se deve à imaturidade do 

mecanismo de controle do comportamento ingestivo no período neonatal 

(MCMILLEN; ADAM; MUHLHAUSLER, 2005). O sobrepeso e a hiperfagia em ratos 

submetidos à redução de ninhadas podem ser decorrentes da diminuição da 

sensibilidade à leptina no hipotálamo (PLAGEMMAN et al., 1999) ou de um distúrbio 

no mecanismo de feedback negativo de insulina, acompanhado de má formação do 

núcleo hipotalâmico ventromedial (VHM) , região envolvida no controle da ingestão 

alimentar e da massa corporal (SCHWARTZ et al., 1996; OOMURA, 1983). 

Variações de peso em diferentes tamanhos de ninhadas corroboram os 

resultados observados e demonstram que compartilhar o leite materno com maior 

número de filhotes leva os mesmos a alimentarem-se menos, tornando-os menores 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leng%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18656552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meddle%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18656552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Douglas%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18656552
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em peso e tamanho em relação aos filhotes criados em ninhadas menores 

(BAUTISTA et al., 2010; HOU et al., 2011; SPENCER; TILBROOK, 2009; 

LORANCA; TORRERO; SALAS, 1999; RÖDEL et al., 2008).  

Outra importante variável capaz de mediar os efeitos de manipulações na 

infância é a estimulação tátil e cinestésica oferecida pela mãe (LEVINE, 1962). A 

interrupção de estímulos sensoriais pela mãe tem efeitos negativos sobre o 

desenvolvimento da ninhada em muitas espécies (SCHANBERG; KUHN, 1980). O 

atraso no desenvolvimento reflexivo pode ser consequência da privação sensorial da 

mãe (LORANCA; TORRERO; SALAS, 1999; WARD; STEHM, 1991) e da exposição 

precoce ao frio, mais comum em nutrizes com maior número de filhotes, devido à 

ausência materna do ninho, com relevante influência no desenvolvimento da prole 

(BARNETT; BORLAND, 1967). 

Variações no CM em roedores produzem importantes consequências nas 

respostas comportamentais ao estresse. Menores níveis de corticosterona e 

hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) foram encontrados no plasma de ratos 

adultos de mães HL (LIU et al., 1997); a reação comportamental ao medo no teste 

de ocultação defensiva é maior em adultos que receberam menor cuidado maternal 

(MENARD; CHAMPAGNE; MEANEY, 2004) e há um aumento na duração do 

freezing no medo condicionado em ratos machos adultos cujas mães apresentaram 

diminuição do CM após tratamento com agonista canabinoide (COSTA; VILELA; 

GIUSTI-PAIVA, 2013). 

As respostas cognitivas também podem estar alteradas em razão das 

variações no cuidado maternal. Filhos adultos de mães HL exibiram memória e 

aprendizagem espacial dependentes do hipocampo aumentadas no labirinto 

aquático de Morris (BREDY et al., 2003; BREDY et al., 2004; LIU et al., 2000) e um 

aumento da capacidade de propagação da atenção sensório-motora, medida pela 

inibição pré-pulso (IPP) da resposta de sobressalto acústica (ZHANG  et al., 2005). 

 Dentre as importantes consequências advindas das variações no cuidado 

maternal estão as diferenças na época de maturação do desenvolvimento sexual, 

uma vez que a lambida anogenital da mãe é especialmente importante para a 

maturação 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 avanço no 

desenvolvimento sexual em machos de NR, evidenciando que o comportamento 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Spencer%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19303720
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tilbrook%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19303720
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Loranca%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10222466
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Torrero%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10222466
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salas%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10222466
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Loranca%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10222466
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Torrero%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10222466
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salas%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10222466
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maternal mais efetivo em ninhadas menores afeta mais a maturação sexual e a 

entrada da puberdade em machos que em fêmeas. A literatura corrobora os 

resultados apresentados ao relatar que a lambida e a limpeza da região anogenital 

que os filhotes recebem das mães são sexo-específicas e que machos recebem 

maior atenção das mães que as fêmeas, de maneira dependente da testosterona 

(CUMMINGS; CLEMENS; NUNEZ, 2010; MOORE, 1982).  

 A qualidade e a quantidade de estimulação anogenital que os filhotes recebem 

de suas mães podem moldar o desenvolvimento do comportamento sociosexual em 

ratos machos. O mesmo não ocorre em fêmeas, uma vez que ao se alterar a 

quantidade de estímulo tátil oferecida às fêmeas neonatas não ocorrem alterações 

no comportamento de brincadeira social no período juvenil. Altos níveis de 

comportamentos de brincar são considerados normais em machos, enquanto níveis 

menores constituem-se em comportamento normal em fêmeas, embora estas 

diferenças não tenham ainda sido caracterizadas ou experimentalmente 

quantificadas (BLAKE; MCCOY, 2015).  

Quanto às diferenças de gênero e comportamento social, os dados são 

consistentes com estudos prévios, os quais sugerem que a redução do cuidado 

maternal aumenta o comportamento de brincadeira social em machos, mas não em 

fêmeas (PARENT; MEANEY, 2008) e que esta variação na responsividade à 

brincadeira entre machos e fêmeas pode ser devido à influência hormonal, a qual 

leva os machos a se engajarem mais frequentemente em lutas, contra atacarem 

mais e apresentarem maiores taxas de iniciação da brincadeira comparados às 

fêmeas (AUGER; OLESEN, 2009). Outros autores também observaram que 

roedores machos iniciam mais comportamentos sociais de brincadeira do que as 

fêmeas (MEANEY; STEWART, 1981; MEANEY; STEWART, 1981a) e que o 

dimorfismo no comportamento social é resultado dos maiores níveis 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 dimórficos têm 

sido investigados e incluem o envolvimento do sistema dopaminérgico 

mesocorticolímbico para a expressão da brincadeira em fêmeas no período juvenil, 

mostrando uma diferença de gênero sexual na rede neural que medeia o CJB 

(NORTHCUTT; NGUYEN, 2014). Além disso, outros autores observaram que mães 

HL têm níveis elevados de RNAm do receptor de dopamina no núcleo accumbens 
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associado às mudanças nas preferências de recompensa. Assim, o efeito do 

cuidado maternal no desenvolvimento da via dopaminérgica e no comportamento de 

recompensa de filhotes fêmeas pode ser crítico para modular as diferenças 

individuais no sistema mesolímbico dopaminérgico (PĔNA et al., 2014). 

Corroborando os resultados encontrados, uma relação negativa entre o 

estímulo maternal pós-natal e o desenvolvimento do comportamento social na vida 

futura foi descrita mais recentemente na literatura. A simulação do cuidado maternal 

através da estimulação anogenital com uma escova reduziu o comportamento de 

brincadeira social em machos. Além disso, os mesmos tiveram aumentados a 

expressão de mRNA para os receptores 5HT2a (receptor de serotonina 2a) na 

amígdala, sugerindo uma relação inversa entre a sinalização de serotonina e a 

frequência do comportamento social em ratos machos (EDELMANN; DEMERS; 

AUGER, 2013). Além disso, a diminuição dos níveis de licking/grooming maternos 

após a aplicação de perfume à área anogenital (BIRKE; SADLER, 1987) e após 

dieta salina para a redução 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 correlação positiva entre o 

comportamento maternal e o comportamento social em ratos machos na 

adolescência. Assim, animais que receberam maiores níveis de licking/grooming 

durante o período neonatal, tiveram maior frequência e duração de pinning e 

pouncing no CJB (VAN HASSELT et al., 2012).  

O número e o grau de interação entre os filhotes da mesma ninhada podem 

influenciar o início da independência da mãe 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 e menos 

ativas. Além da presença de coespecíficos, o meio hormonal e nutricional pré e pós-

natal, a qualidade do cuidado maternal recebido e a atuação de hormônios 

neurohipofisários são fatores que podem resultar em alterações comportamentais 

importantes na vida adulta (DIMITSANTOS et al., 2007). 

Mudanças hormonais no período lactacional já foram descritas como possíveis 

fatores capazes de afetar o comportamento social. Segundo Moore et al. (2010), 

ratos administrados com insulina do 10º ao 19º dia de vida exibiram uma diminuição 

no CJB social, principalmente nos parâmetros de pinning e pouncing, evidenciando 
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uma interessante consequência da sobrenutrição sobre a sensibilidade da prole aos 

estímulos do meio. 

Modificações na nutrição perinatal em roedores e humanos podem 

comprometer o próprio desenvolvimento do sistema imune inato. Evidências 

recentes sugerem que a dieta perinatal pode independentemente influenciar o 

desenvolvimento do sistema imune, através de mecanismos como a propensão à 

obesidade, alteração na microbiota intestinal e através de modificações 

epigenéticas, as quais alteram a transcrição gênica por toda a vida (SPENCER, 

2013). 

A resposta imune em diferentes circunstâncias nutricionais as quais afetam o 

balanço energético demonstra a complexidade e heterogeneidade das defesas do 

hospedeiro e requerem um estudo integral das células imunocompetentes, bem 

como dos sistemas indutores e regulatórios, específicos ou não envolvidos no 

processo (MARTI; MARCOS; MARTINEZ, 2001).  

A obesidade e a resistência à insulina têm sido descritas como causas do 

aperfeiçoamento do fenótipo inflamatório e do aumento do estresse oxidativo em 

humanos, contribuindo para o comprometimento da reatividade vascular pela 

estimulação de alterações pró-aterogênicas na vasculatura (CABALLERO, 2003). 

A obesidade está associada a um estado de inflamação crônica devido à 

resposta de células metabólicas ao excesso de nutrientes e energia, as quais 

liberam mediadores pró-inflamatórios como TNF-α, IL-1β, 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 têm se mostrado mais responsivos aos efeitos do LPS, sendo estes efeitos 

provavelmente ligados às mudanças qualitativas no tecido adiposo branco e sua 

função na produção de citocinas inflamatórias. A restrição energética em 50% em 

ratos alimentados com dieta de cafeteria foi capaz de restaurar, pelo menos 

parcialmente as deficiências na resposta imune observadas em animais com 

sobrepeso (LAMAS; MARTINEZ; MARTI, 2004).  Além disso, modificações na 

resposta imune à infecção foram descritas em vários modelos genéticos animais de 

obesidade, incluindo camundongos ob/ob e db/db e ratos Zucker fa/fa (IKEJIMA et 

al., 2005; IVANOV; 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 expressão de 

citocinas no hipotálamo e no tecido adiposo após desafio imunológico com LPS 

(ORLANDI et al., 2015).  

Em camundongos com obesidade induzida por dieta a inoculação oral 

bacteriana resultou em 40% de aumento na perda óssea 10 dias após o desafio 

bacteriano (AMAR et al., 2007). Camundongos obesos mostraram ainda um 

aumento na mortalidade e alterações na resposta imune após infecção pelo vírus 

influenza (SMITH et al., 2007) e um aumento na expressão e liberação de citocinas 

no plasma, baço, fígado e macrófagos peritoniais (LAWRENCE; BROUGH; KNIGHT, 

2012),  

Corroborando os resultados obtidos de que o sobrepeso e a obesidade podem 

modificar as respostas inflamatórias, ratos Wistar com obesidade induzida por dieta 

mostraram aumento dos níveis circulantes de TNF-α, IL-6, IL-1ra (antagonista 

receptor de IL-1) e de leptina, além de uma resposta aumentada e prolongada à 

febre após administração do LPS (POHL; WOODSIDE; LUHESHI, 2014; POHL, 

WOODSIDE, LUHESHI, 2009).  

A literatura descreve ainda que ratos machos com sobrealimentação neonatal 

por redução de ninhadas exibiram maiores níveis plasmáticos de citocinas pró-

inflamatórias, maior ativação de neurônios no PVN do hipotálamo, aumento na 

expressão de receptores TLR 2 e 4 em adipócitos e macrófagos no tecido adiposo e 

maior anorexia após endotoxemia (CLARKE; STEFANIDIS; SPENCER, 2011).  

A anorexia ou diminuição da ingestão alimentar é uma importante 

consequência da administração 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 pró-inflamatórias os principais mediadores endógenos 

na anorexia.  Embora o mecanismo pelo qual o LPS ou as citocinas estimulam o 

cérebro para a inibição do apetite ainda não seja totalmente compreendido, existem 

evidências 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 índice térmico e os maiores 

níveis plasmáticos de IL-1β após LPS em animais com sobrepeso do presente 

estudo demonstram que provavelmente o acúmulo de tecido adiposo levou a 

respostas diferenciadas frente ao desafio imunológico com LPS. A IL-1β atua na 
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regulação do comportamento doentio por suas ações no hipotálamo e hipocampo 

(DANTZER, 2001; BLUTHÉ et al., 2000).  

Ratos Zucker obesos (fa/fa) e magros (Fa/Fa) os quais receberam 

microinfusões cerebrais de IL-1β e de IL-6 demonstraram respostas à febre 

diferenciadas. Enquanto microinfusões de IL-1β induziram maior resposta febril em 

obesos, microinfusões de IL-6 induziram maior resposta em magros, sugerindo que 

a obesidade genética nestes animais está associada à ação diferencial das citocinas 

nos mecanismos termorregulatórios (PLATA-SALAMAN; PELOSO; SATINOFF, 

1998).  

Outra citocina com efeitos pró-inflamatórios é a leptina, a qual tem sido descrita 

estar envolvida na mediação da resposta febril frente ao estímulo inflamatório do 

LPS. Injeções (periférica ou i.c.v.) de leptina induziram um aumento nos níveis de 

citocina pró-inflamatória IL-1β no hipotálamo de ratos Sprague-Dawley (LUHESHI et 

al., 1999). Além disso, o jejum reduz a resposta à febre e este efeito é parcialmente 

restaurado pelo tratamento com leptina (INOUE; LUHESHI, 2010). 

A febre e a anorexia induzidas por LPS em ratos são mediadas, pelo menos 

em parte pelos níveis circulantes de leptina (SACHOT; POOLE; LUHESHI, 2004). 

Em animais obesos, a leptina anti-soro específica da espécie (LAS), utilizada para 

neutralizar a leptina endógena, reduziu significantemente a magnitude da fase tardia 

da resposta febril bem como os níveis circulantes de IL-6, IL-1ra e a bioatividade da 

leptina (POHL, WOODSIDE, LUHESHI, 2014). 

O modelo de sobrenutrição 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).  

Mudanças no padrão de alimentação neonatal são capazes de alterar a função 

do eixo HHA. Fêmeas com sobrealimentação neonatal têm respostas mais 

acentuadas ao estresse agudo, com maiores níveis de corticosterona (SPENCER; 

TILBROOK, 2009). A sobrenutrição neonatal em ninhadas reduzidas foi capaz de 

aumentar os níveis plasmáticos de corticosterona e levar ao desenvolvimento do 

conjunto de sintomas conhecidos como síndrome metabólica em animais adultos 

(HOU et al.; 2011).  

A correlação 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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têm resposta exagerada ao estresse moderado, com aumento dos níveis séricos de 

corticosterona (LEGENDRE; HARRIS, 2006). Mas na relação entre estresse e dieta 

gordurosa não fica claro se a responsividade aumentada ao estresse é devida à 

composição da dieta ou a um aumento da adiposidade.  

De forma contrária, machos com subnutrição neonatal têm respostas mais 

eficientes ao estresse, com redução na ativação neuronal no PVN e na CT 

plasmática, as quais retornam aos níveis basais mais rapidamente (BULFIN et al., 

2011). 

Os maiores níveis plasmáticos de CT em animais com sobrepeso após indução 

do estresse imunológico em nossos resultados mostram que o excesso de peso 

provavelmente foi fator relevante para o agravamento destas respostas. 

Corroborando os dados, estudos anteriores mostraram que animais com 

sobrealimentação neonatal têm maior ativação do eixo HHA e maiores níveis de CT 

frente ao desafio imune por LPS (CLARKE; STEFANIDIS; SPENCER, 2011).  

A relação 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 níveis 

hipotalâmicos de CRH e GR (receptor de glicocorticoide) e animais com dieta de alta 

gordura (high fat diet – HFD) mostraram maior expressão hipotalâmica de CRH e 

GR. Estes autores sugerem que em camundongos LFD o aumento nos níveis de 

glicocorticoides induzido por LPS atue como sinal de feedback negativo, suprimindo 

a ativação do eixo HHA e diminuindo a expressão de CRH e GR, enquanto que em 

camundongos HFD este efeito contrarregulatório não ocorre, indicando uma possível 

dessensibilização do eixo HHA ao mecanismo de feedback negativo. 

Resumindo, manipulações ocorridas em períodos precoces de 

desenvolvimento podem afetar de maneira relevante lactantes e filhotes. Alterações 

no ambiente maternal pela redução no número de filhotes por nutriz aumenta de 

maneira significante o comportamento maternal em relação à prole, aumentando a 

oferta de leite aos neonatos e levando à antecipação dos desenvolvimentos físico e 

reflexivo na prole, e também do desenvolvimento sexual em ratos machos.  

Quanto ao comportamento social no período juvenil, machos criados em 

ninhadas reduzidas mostraram menores níveis de brincadeira social.  O maior 

cuidado maternal e a experiência social precoce com menor número de 
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coespecíficos, além da própria mudança nos padrões nutricionais podem ter 

contribuído para estes resultados. 

As respostas comportamentais e inflamatórias mais intensas em animais com 

sobrepeso de nosso estudo demonstram uma maior susceptibilidade aos efeitos do 

LPS. Podemos concluir que há uma forte conexão entre eventos nutricionais 

precoces programando maior propensão à obesidade e esta resultando em um perfil 

pró-inflamatório basal e maior susceptibilidade a infecções. 

  Os resultados encontrados poderão contribuir para aprofundar o conhecimento 

sobre as mudanças orgânicas decorrentes do sobrepeso e da obesidade e suas 

consequências sobre o comportamento na presença de processos infecciosos 

graves, como na endotoxemia. 
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8 CONCLUSÃO 

 

  A redução de ninhadas promove aumento do comportamento maternal e 

sobrealimentação da prole. Como consequências têm-se sobrepeso, adiantamento 

do desenvolvimento e redução no comportamento juvenil de brincadeira em machos. 

Na vida adulta, os machos apresentam acentuado sickness behavior que pode ser 

atribuído à maior produção de IL-1β. 
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