UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

OBESIDADE PRECOCE INDUZ COMPORTAMENTOS TIPO-DEPRESSIVOS E
ALTERA A EXPRESSAO DE GFAP NO CORTEX PRE-FRONTAL

DEBORA CRISTINA DA CUNHA NONES

ALFENAS/MG
2023



UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

OBESIDADE PRECOCE INDUZ COMPORTAMENTOS TIPO-DEPRESSIVOS E
ALTERA A EXPRESSAO DE GFAP NO CORTEX PRE-FRONTAL

Tese apresentada como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutor(a) em Biociéncias
Aplicadas a Saude, pela Universidade Federal de
Alfenas. Area de concentragdo: Neurociéncia e
comportamento.

Orientadora: Fabiana Cardoso Vilela Giusti

ALFENAS/MG
2023



Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Alfenas
Biblioteca Central

Nones, Débora Cristina da Cunha.

Obesidade precoce induz comportamentos tipo-depressivos e altera a
expressao de GFAP no cortex pré-frontal / Débora Cristina da Cunha Nones. -
Alfenas, MG, 2023.

73f. :il -

Orientador(a): Fabiana Cardoso Vilela Giusti.

Tese (Doutorado em Biociéncias Aplicadas a Salde) - Universidade
Federal de Alfenas, Alfenas, MG, 2023.

Bibliografia.

1. Obesidade infantil. 2. Depressao. 3. GFAP. |. Giusti, Fabiana Cardoso
Vilela, orient. Il. Titulo.

Ficha gerada automaticamente com dados fornecidos pelo autor.




SEI/Unifal-MG - 1125651 - Folha de Aprovacao

1of1

https://sei.unifal-mg.edu.br/sei/controlador.php?acao=documento_impr...

DEBORA CRISTINA DA CUNHA NONES

OBESIDADE PRECOCE INDUZ COMPORTAMENTOS TIPO-DEPRESSIVOS E ALTERA A EXPRESSAO DE GFAP NO CORTEX

Aprovada em: 27 de outubro de 2023.

Profa. Dra. Fabiana Cardoso Vilela Giusti
Presidente da Banca Examinadora
Instituicao: Universidade Federal de Alfenas
UNIFAI-MG

Prof2. Dr2. Bruna Kalil Cutti

Instituicao: Universidade Federal de Rondondpolis
UFR-MT

Prof. Dr. Tayllon dos Anjos Garcia
Instituicdo: Universidade Federal de Alfenas
UNIFAI-MG

Prof2. Dr2. Ana Claudia Alves Freire Ribeiro
Instituicdo: Centro Universitario UNA
UNA-MG

Prof. Dr. Bruno Zavan

Instituicao: Universidade Federal de Alfenas
UNIFAI-MG

PRE-FRONTAL

O(A) Presidente da banca examinadora abaixo assina a
aprovacao da Tese apresentada como parte dos requisitos
para a obtencdo do titulo de Doutora em Ciéncias pela
Universidade Federal de Alfenas. Area de concentracio:
Biociéncias Aplicadas a Saude

il
Sel o
| assinatura

eletrdnica

Documento assinado eletronicamente por Fabiana Cardoso Vilela Giusti, Usuario Externo, em
27/10/2023, as 11:20, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do
Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

O b &0

. A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://sei.unifal-mg.edu.br
i /sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id orgao_acesso_externo=0, informando o

e i codigo verificador 1125651 e o codigo CRC 90986AEC.

01/11/2023, 10:45


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
https://sei.unifal-mg.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.unifal-mg.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.unifal-mg.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.unifal-mg.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

Dedico a Deus, meus pais Ana Maria
e José Carlos (in memoriam), meu
esposo Luis Fernando, meus filhos
Vitor Luis e Joao Fernando e a
minha orientadora Fabiana.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela vida e oportunidade de realizar mais um sonho.

Aos meus pais Ana Maria e José Carlos (in memoriam) por todos os valores
transmitidos durante a vida. Por me mostrar a importancia de buscar o que queremos.
Em especial a minha mae por toda ajuda durante esta fase, na qual em alguns
momentos precisei estar longe e assumiu o papel de avé com ninguém.

Ao meu esposo Luis Fernando por me apoiar e ajudar para que este sonho se
tornasse realidade. Pela paciéncia, compreensao e ajuda nos dias mais corridos.

Ao meu filho Vitor, por entender que a maméae precisava ficar longe alguns dias
para cuidar dos ratinhos e por ser minha inspiracdo para melhorar a cada dia.

Ao meu filho Jodo Fernando, que participou, de dentro da barriga, de alguns
experimentos e até da qualificagdo e aguentou firme e forte com a mamae.

A minha orientadora professora Dra. Fabiana pela oportunidade de realizar
esse projeto, pela paciéncia, ensinamentos e dedicacao. Pelo carinho que sempre tem
por todas suas filhas cientificas.

Ao professor Dr. Alexandre, pela oportunidade dada ainda durante a graduagao
para a realizacido da iniciagao cientifica, que despertou essa paixado pelos estudos,
ciéncia e educacao.

As amigas do “LAB” que participaram diretamente da realizag&o do trabalho,
auxiliando durante a realizagao dos experimentos. Vocés foram essenciais.

A amiga Carol que me acolheu em sua casa em todos os dias de experimento
com todo carinho e cuidado.

As amigas “Desorientadas” por todo apoio, companheirismo, aprendizado
durante as reunides de “labmeeting”.

Aos técnicos do laboratério pela dedicacdo e por serem essenciais para a
manutencido do ambiente.

A todos os membros do Programa de Pos Graduagéao em Biociéncias aplicadas
a Saude, em especial a Adriana, professor Valdemar e professor Mauricio, pela
disponibilidade sempre que precisei.

Aos animais, essenciais para a realizacao deste trabalho.

A todos os meus alunos por manterem acesa a luz desse amor por ensinar. E

por eles a vontade de aprender cada vez mais e me manter nessa area tao amada.



Aos membros da banca de qualificagdo e defesa pela disponibilidade e
consideracgdes importantes para o trabalho.

A UNIFAL, CAPES, CNPq e FAPEMIG pelo apoio financeiro.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior -Brasil (CAPES) - Coddigo de

Financiamento 001.



“As conquistas dependem de 50% de inspiracao, criatividade e sonhos,
e 50% de disciplina, trabalho arduo e determinacdo. Sao duas pernas
que devem caminhar juntas” (Augusto Cury)



RESUMO

A obesidade infantil e os transtornos mentais, incluindo a depressao, crescem de
forma acelerada, trazendo inumeras consequéncias ao individuo. O objetivo do
trabalho foi avaliar a influéncia da obesidade precoce induzida por reducao de ninhada
no desenvolvimento dos sintomas semelhantes aos de depressao além da expressao
de proteina acida fibrilar glial (GFAP). Utilizou-se redugéo de ninhada , sendo ninhada
reduzida (NR) com 4 filhotes (2 machos e 2 fémeas) e ninhada normal (NN) contendo
12 filhotes (6 machos e 6 fémeas). Foi avaliado o comportamento materno das
progenitoras entre os dias pds-parto 2 e 5. Nos testes comportamentais com a prole
foi realizado o teste de campo aberto, teste de comportamento social de brincar e teste
de nado for¢ado. Foi realizada pesagem dos tecidos retroperitoneal, perigonadal e
quantificagcdo da expressdo de GFAP do hipocampo e coértex pré-frontal por Western
Blotting. O trabalho foi aprovado pela comissao de ética para uso de animais sob o
numero 036/2021. Os resultados foram avaliados através do software GraphPad
versao 8.0. Comportamento materno foi avaliado pelo teste t de student. Para o peso
utilizou-se 2-way RM ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, usando ninhada
(NN e NR) e dias repetidos (1 a 36). Para os testes de comportamento, gorduras e
western blotting utilizou-se ANOVA de duas vias seguido pelo teste de comparagao
multipla de Newman-Keuls considerando os fatores de ninhada (NN ou NR) e sexo
(macho ou fémea) como fatores e para a correlagao o teste de Pearson. A redugao de
ninhada aumentou o parametro maternal de lamber o filhote e diminuiu o parametro
nao maternal de ficar fora do ninho sem explorar. Houve ganho de peso mais
acentuado nos animais de NR, tanto machos quanto fémeas, a partir do PND25 que
se manteve até o PND36. Observou-se maior peso da gordura retroperitoneal dos
animais de NR, tanto nos machos quanto nas fémeas e uma maior quantidade de
gordura perigonadal nas fémeas. Nao houve alteracdo na atividade locomotora no
teste de campo aberto. No teste de comportamento social de brincar houve redugéao
no tempo de interagcao nos animais de NR, tanto nos machos quanto nas fémeas. No
teste de nado forgcado os animais machos da NR apresentaram maior tempo de
imobilidade. Observou-se ainda aumento da expressao da proteina GFAP no cortex
pré-frontal dos animais machos de NR. Encontrou-se correlagido entre o peso e tecido
adiposo e a expressao de GFAP e entre a expressao de GFAP e tempo de imobilidade
no nado forcado. Conclui-se que a reducao de ninhada aumentou o comportamento
maternal e diminuiu os ndo maternais além de induzir o excesso de peso no periodo
pré-pubere. Encontrando sintomas tipo depressivo acentuados em machos
possivelmente por apresentarem uma astrogliose, caracterizada por maior expressao
de GFAP no cortex pré-frontal.

Palavras-chave: Obesidade infantil; Depressao; GFAP.



ABSTRACT

Childhood obesity and mental disorders, including depression, are growing rapidly,
bringing numerous consequences to the individual. The objective of the work was to
evaluate the influence of early obesity induced by small littles on the development of
depression-like symptoms in addition to the expression of glial fibrillary acidic protein
(GFAP). Small littles was used, with a reduced litter (NR) containing 4 puppies (2 males
and 2 females) and a normal litter (NN) containing 12 puppies (6 males and 6 females).
The mothers' maternal behavior was evaluated between postpartum days 2 and 5. In
behavioral tests with the offspring, the open field test, social play behavior test and
forced swimming test were carried out. Weighing of the retroperitoneal and
dangeronadal tissues and quantification of GFAP expression in the hippocampus and
prefrontal cortex was performed by Western Blotting. The work was approved by the
ethics committee for animal use under number 036/2021. The results were evaluated
using GraphPad software version 8.0. Maternal behavior was assessed using the
Student's t test. For weight, 2-way RM ANOVA was used followed by the Newman-
Keuls test, using litter (NN and NR) and repeated days (1 to 36). For the behavior, fat
and western blotting tests, two-way ANOVA was used followed by the Newman-Keuls
multiple comparison test considering the litter factors (NN or NR) and sex (male or
female) as factors and for the correlation the Pearson test. Small little increased the
maternal parameter of licking the chick and decreased the non-maternal parameter of
staying outside the nest without exploring. There was a more pronounced weight gain
in NR animals, both males and females, from PND25 onwards, which was maintained
until PND36. A greater weight of retroperitoneal fat was observed in NR animals, both
in males and females, and a greater amount of dangeronadal fat in females. There
was no change in locomotor activity in the open field test. In the social play behavior
test, there was a reduction in interaction time in NR animals, both in males and
females. In the forced swimming test, male NR animals showed longer immobility time.
An increase in GFAP protein expression was also observed in the prefrontal cortex of
male NR animals. A correlation was found between weight and adipose tissue and
GFAP expression and between GFAP expression and immobility time in forced
swimming. It is concluded that litter reduction increased maternal behavior and
decreased non-maternal behavior in addition to inducing excess weight in the pre-
pubertal period. Finding marked depressive-like symptoms in males, possibly because
they present astrogliosis, characterized by greater expression of GFAP in the
prefrontal cortex.

Keywords: Childhood obesity; Depression; GFAP.
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1 INTRODUGAO

A obesidade é uma doenga crbnica caracterizada pelo excesso de gordura
corporal. Apresenta origem multifatorial, podendo estar relacionada tanto a uma
sobrecarga de ingestao alimentar quanto a diminui¢do do gasto calérico, gerando um
total caldrico positivo, podendo sofrer ainda influéncia de fatores genéticos,
emocionais, socioecondmicos e ambientais (LEVIN, 2000; WADDEN et al., 2002;
BESSESEN, 2008; CABALLERO, 2019).

Segundo a Associagao Brasileira para o Estudo da Obesidade e Sindrome
Metabdlica (2020), setecentos milhdes de pessoas no mundo apresentam excesso de
peso e no Brasil o aumento de casos de obesidade foi de 67,8% nos ultimos 13 anos,
sendo considerada a segunda maior causa de morte evitavel do mundo.

A obesidade infantil também se apresenta crescente e torna-se de grande
preocupacao, o numero de criancas e adolescentes obesos aumentou dez vezes nas
ultimas quatro décadas, fazendo com que a organizagdo estimule os paises a
desenvolverem agdes para a redugdo da obesidade precoce (VERDE, 2014). No
Brasil, segundo a Associagédo Brasileira para o Estudo da Obesidade e Sindrome
Metabdlica (2020), ha 12% das criancas e 7% dos adolescentes com obesidade.

A obesidade infanto juvenil pode, assim como no adulto, estar relacionada a
diversas alteragbes fisioldgicas e metabdlicas em crianga/adolescente, incluindo
alteragbes Osseas, neurologicas, sanguineas, pulmonares, esteatose hepatica ndo
alcodlica, aumento da resisténcia a insulina, elevagéo de glicemia e pressao arterial,
maior risco de doencas cardiacas e cancer, além de poder apresentar essas
patologias a longo prazo (PIETROBELLI, 2008; REINEHR; WABITSCH, 2011;
CODONER-FRANCH et al., 2014).

Em busca de maiores elucidacbes sobre essa doenca crbnica e suas
consequéncias para o organismo, diversos estudos utilizando animais vém simulando
a relagao entre a obesidade e consequentes mecanismos fisioldgicos, neuroldgicos,
endocrinos e patologicos, e para isso alguns protocolos sdo utilizados para o
desenvolvimento da obesidade em roedores (GLUCKMAN et al., 2007; PATE;
SRINIVASAN, 2010).

Um protocolo bastante utilizado para o desenvolvimento de obesidade na prole
de roedores é o de redugao no tamanho da ninhada, que consiste em retirar parte da

prole, diminuindo a competicao e consequentemente aumentando a oferta de leite e
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gordura para os que permaneceram, simulando dessa forma a supernutricdo no
periodo pos-natal (PATEL; SRINIVASAN, 2010; HABBOUT et al., 2013; MOZES et
al., 2015; DEBARBA, 2017; ENES-MARQUES; GIUSTI PAIVA, 2018).

Além da obesidade, a depressao também é uma patologia preocupante e que
vem aumentando nas ultimas décadas. Segundo a Organizagao Pan-Americana de
Saude (2020) trezentas milhdes de pessoas possuem depresséo, a nivel mundial. No
Brasil a realidade nao é diferente, sendo que uma estimativa feita demostrou que mais
de 10 mil pessoas maiores de 18 anos sofrem de depressdo (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2008; INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICAS, 2013).

Na infancia, estudo de Souza e Rodrigues (2020) mostra um aumento de 4,5
para 8% de criangas com depressdo no mundo, sendo que no Brasil, a estimativa é
de que se tenha cerca de oito milhdes de criangas com depressdo. Nos EUA, as
estimativas desses transtornos, considerando criangas e adolescentes que recebem
cuidados médicos, variam entre 15% e 30%. Além disso, a depressao na adolescéncia
continua frequente, sem que se observe diminuicéo, na idade adulta (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2008).

Estudo utilizando animais buscam elucidar a fisiopatologia da depressao, sendo
que ja existem protocolos estabelecidos tanto para desenvolvimento quanto para
observacao de sintomas tipo depressivos em roedores. Um teste bastante utilizado
para avaliar sintomas semelhantes aos de depressao em roedores € o teste de nado
forgado, onde os animais sao submetidos a uma situagao considerada de perigo e seu
comportamento é observado durante cinco minutos, observando se 0 mesmo se
mantém em movimento, em busca de escapar da situagcdo ou em imobilidade, com
movimentos suficientes apenas para manter a vida (YANKELEVITCH-YAHAV et al.,
2015).

Pensando nessas duas patologias, ha indicagdo de que a relagédo entre
obesidade e depressao é considerada bidirecional e por isso, diversos estudos
buscam elucidar se a obesidade leva a depressao ou se a depressao leva a obesidade
(AMBROSIO et al., 2018).

Trabalho realizado por Faith et al. (2011) avaliou 25 estudos que relacionaram
a obesidade com a depressao e/ou depressao com obesidade, identificando que 80%

dos estudos concluiram que a obesidade e/ou o aumento do indice de massa corporal
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(IMC) séo considerados motivadores de um desenvolvimento ou agravamento de
quadros depressivos.

Metanalise realizada por Gibson-Smith et al. (2020) encontrou relagao entre a
obesidade aos oito anos de idade, ou seja, durante a infancia, com risco aumentado
para o desenvolvimento de depressao ao longo da vida.

Um estudo realizado na China mostra ainda que a prevaléncia de depressao e
ansiedade € maior em criangas e adolescentes obesos do que criangas e
adolescentes que ndo apresentam obesidade (WANG et al., 2019).

Diversos fatores podem estar envolvidos com essa relagéo entre obesidade e
depressao, entre eles, disfungdo no eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HPA),
disfungdo no sistema serotoninérgico e dopaminérgico, efeito dos adipdcitos no
desenvolvimento de inflamagéo cronica, alteragdes na microbiota intestinal, entre
outros, podendo alterar a homeostase de diversas fungdes neuroldgicas, entre elas
as emocgdes e motivagdes, sendo que a inflamagao parece ter um papel central no
desencadeamento de todas as alteracbes observadas na relagdo obesidade e
depressdo (AMBROSIO et al., 2018).

Almeida-Shurret et al. (2017) avaliaram estruturas do cérebro de ratos obesos
encontrando aumento de IL- 1B no hipocampo e amigdala quando comparados a ratos
nao obesos, reforcando a hipétese de que a inflamagéo cronica sistémica gerada pelo
tecido adiposo é capaz de atingir o sistema nervoso central, interferindo na sinalizagéao
de astrocitos, principais células da glia, que sao ativadas frente a algum tipo de injuria
no sistema nervoso central, fato que pode ser visto através da observagao da proteina
acida fibrilar glial (GFAP), considerada um biomarcador astrocitario (ZWIRNER et al.,
2021; BRENNER; MESSING, 2020).

Dessa forma, o foco do estudo foi estudar a correlagéo da obesidade (induzida
por redu¢do no tamanho da ninhada) com o desenvolvimento de sintomas
semelhantes ao de depressdo em roedores na idade pré-pubere, uma vez que as duas
comorbidades possuem um crescente aumento de incidéncia na idade infantil como
descrito anteriormente.

Portanto, a hipétese é de que os animais com obesidade precoce induzida por
reducdo de ninhada apresentem sintomas semelhantes ao de depressdo mais
acentuados e que esses sintomas possam se correlacionar com alguma alteragéo na

expressao de GFAP.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OBESIDADE

A obesidade refere-se ao excesso de gordura corporal, podendo, no adulto, ser
diagnosticada de diversas formas, sendo comumente feita através da avaliacdo do
indice de massa corporal (IMC) considerando-se obeso o individuo que apresentar
esse indice maior que 30 kg/m? (LEVIN, 2000; WADDEN et al., 2002; BESSESEN,
2008; CABALLERO, 2019).

A visdo do corpo obeso esta presente historicamente, antes do século XX,
qguando o excesso de peso era visto como sinbnimo de saude, riqueza e forga, fazendo
com que as pessoas idealizassem um corpo robusto. Com o passar do tempo € o
avango nos estudos percebeu-se que 0 excesso de peso ndo era vantajoso para o
individuo, pelo contrario, poderia estar relacionado ao desenvolvimento de diversas
patologias (EKNOYAN, 2006).

Hoje, sabe-se que a obesidade é uma doenga crbénica que predispde o
individuo ao desenvolvimento de diversas doengas secundarias, sendo causa de
incapacidade funcional, perda de qualidade e expectativa de vida. E uma patologia de
causa multifatorial, ou seja, envolve diversos fatores, entre eles fatores genéticos,
ambiente obesogénico, disfungdes neuroenddcrinas, fatores financeiros, psicologicos,
entre outros (PATEL et al., 2016).

Sendo que a sobrecarga gerada pelo excesso de gordura, é capaz de
desencadear diversas respostas fisioldgicas no organismo, estando relacionada a
elevagao da producao de colesterol, tanto no figado quanto no intestino, aumento da
resisténcia a insulina, diabetes, hipertensao, maior desmineralizagdo dssea, doencas
cardiacas, risco de desenvolvimento de alguns tipos de cancer, entre outras
consequéncias (DIETZ, 1989; BESSESEN, 2008; SHASHATY; STAPLETON, 2014;
CABALLERO, 2019).

O aumento de pessoas apresentando obesidade em todo o mundo fez com que
esta seja considerada uma epidemia mundial, pois, a cada dia se observa um
desequilibrio entre pessoas consideradas eutréficas e obesas e isso demonstra um
grave problema de saude publica (PATEL et al., 2016).

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e estatisticas (IBGE), comparam

informagdes de quatro pesquisas realizadas entre o ano de 2002 e 2019, sendo elas
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a Pesquisa de orgamento familiar de 2002-2003 (POF 2002-2003), Pesquisa de
orgamento familiar (POF 2008-2009), Pesquisa Nacional de Saude realizada em 2013
e Pesquisa Nacional de Saude realizada em 2019 demonstrando um aumento de
prevaléncia de sobrepeso e obesidade entre homens e mulheres adultos nesse
periodo (FIGURA 1).

Figura 1 - Prevaléncia de excesso de peso e de obesidade na populagao adulta de 20

anos ou mais de idade, por sexo - Brasil - 2002-2003/2019.
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Fonte: IBGE, 2019.
Nota: Prevaléncia de brasileiros adultos com sobrepeso e obesidade desde 2002 a 2019, padronizada
segundo a distribuigao etaria, em cada sexo.

Pode-se observar um aumento gradativo no numero de homens e mulheres
obesos ao longo do intervalo desses dezessete anos, chegando a mais que dobrar o
numero de pessoas com obesidade nesse periodo de tempo (IBGE, 2019).

Pensando na questdo de que esse excesso de peso e gordura corporal podem
trazer consequéncias inumeras para o organismo do individuo estudos atuais, tanto
populacionais quanto experimentais, objetivam buscar informagdes dos fatores
envolvidos no desenvolvimento da obesidade assim como de suas consequéncias
para o organismo com o intuito de encontrar agdes cabiveis tanto de tratamento
quanto de prevencéo, a fim de auxiliar na melhora da qualidade de vida da populacao
(LEVIN, 2000).

2.2 OBESIDADE INFANTIL
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A obesidade infantil também é caracterizada pelo excesso de peso corporal e
tecido adiposo, porém, seu diagnédstico é realizado utilizando parametros diferentes
dos utilizados para adultos. Para avaliagdo do estado nutricional da crianga utiliza-se
as curvas de crescimento da Organizagcdo Mundial de Saude, sendo considerada
obesa a crianga que ultrapassar o percentil 97 da curva (MINISTERIO DA SAUDE,
2022).

Estudos indicam que a obesidade desenvolvida desde a infancia desencadeia
consequéncias desfavoraveis ao organismo, as quais podem ser diagnosticadas ainda
na infancia ou demonstrar seus primeiros sintomas na fase adulta. Ha indicios de que
diabetes, aterosclerose subclinica e resisténcia a insulina podem ser desenvolvidas
logo na infancia, por decorréncia da obesidade. Além dessas patologias, hipertensao,
doencas cardiovasculares e dislipidemias também podem ser causadas pelo excesso
de peso corporal (SOMMER; TWIG, 2018).

Além disso, existe uma preocupacado com a obesidade na infancia pelo fato de
a obesidade precoce estar relacionada ao aumento no numero de células de gordura,
conhecida como hiperplasia, em conjunto com o aumento do volume dessas células
(hipertrofia), ao tempo que, se iniciada na fase adulta, relaciona-se apenas a
hipertrofia. Esse aumento de niumero de células adiposas predispde essa crianca a se
tornar um adulto obeso, pois, as células adiposas estardo sempre em maior
quantidade, durante toda a vida (HAGER, 1981).

Contudo, a maior preocupacao atualmente rodeia o fato de que o niumero de
criancas obesas cresce de maneira acelerada, sendo considerada um grave problema
de saude publica. Segundo a Pesquisa de Orgamento Familiar (IBGE, 2010) a
obesidade praticamente triplicou nos ultimos 20 anos, sendo predominante em
criangas entre 5 e 9 anos (BRASIL, 2010).

Segundo a Associagao Brasileira para o Estudo do Sobrepeso e Obesidade
(2022) o Ministério da Saude e a Organizagao Panamericana da Saude apontam que
12,9% das criangas brasileiras entre 5 e 9 anos de idade tém obesidade. Fato
preocupante visto todas as consequéncias que a obesidade precoce pode trazer ao
individuo.

Sabe-se que o padrdo alimentar da familia, o aumento da disponibilidade de
alimentos altamente palataveis, a inatividade fisica e outros sao fatores envolvidos no
processo de ganho de peso, porém, a busca por estudos mais avangados nessa area

€ essencial para que se consiga mudar essa realidade (REINEHR; WABITSCH, 2011).
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Por isso, faz-se necessario a realizagao de estudos que consigam desvendar
os fatores envolvidos nessa patologia, assim como mostrar a relagéo dessa obesidade
precoce com consequéncias permanentes para assim buscar entender melhor essa

patologia na crianga e estimular a prevengéo.

2.3 DEPRESSAO

A depressdao € uma sindrome psiquiatra conhecida ha muito tempo e que
apresenta alta prevaléncia na populagdo. O termo depressédo € utilizado para
diagnosticar o transtorno do humor, no qual o paciente pode apresentar humor
depressivo e as vezes irritado (CANALE; FURLAN, 2006).

Essa patologia esta relacionada com diversas alteragbes no organismo, as
quais vao além de um estado de tristeza, estando ligadas a lentiddao das fungdes
psiquicas, prejuizo na capacidade de atencao e concentragdo, da motricidade, entre
outros (CANALE; FURLAN, 2006).

Em geral, a depressao pode ser definida como:

“um processo que se caracteriza por lentificacdo dos
processos psiquicos, humor depressivo e/ou irritavel
(associado a ansiedade e a angustia), redugéo de
energia (desanimo, cansago facil), incapacidade
parcial ou total de sentir alegria e/ou prazer (anedonia),
desinteresse, lentificagdo, apatia ou agitagdo
psicomotora, dificuldade de concentracdo e
pensamentos de cunho negativo, com perda da
capacidade de planejar o futuro e alteragao do juizo de
realidade” (CANALE; FURLAN, 20086).

Entre os transtornos psicolégicos diagnosticados durante a infancia a
depressdo é atualmente o mais evidente e que desperta interesse pelo numero de
diagnésticos (GORAYEBE; LIBERATORIE-JUNIOR; DOMINGOS, 2005).

A depressao infantil foi reconhecida pelo Instituto de Saude Mental dos EUA no
ano de 1975, antes disso ndo se acreditava que criancas poderiam sofrer de
depressdo. A partir de entdo crescem os estudos a fim desse tema que hoje é
considerado o mal do século (HUTTEL et al., 2011).

Isso, pois, a depresséo pode trazer inumeros prejuizos para a crianga 0s quais

englobam aspectos cognitivos, fisicos, psicossocial e motor, afetando suas
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habilidades, aprendizagem e toda familia (CALDERARO; CARVALHO, 2005).

A depressao possui etiologia complexa, que envolve inUmero mecanismos, um
deles envolvidos aos estressores fisioldgicos e fisicos que desencadeiam ativagao do
eixo Hipotadlamo-Hipofise-Adrenal e sistema imunoldgico. Esses fatores podem
desencadear a liberagdo de citocinas pré inflamatérias que contribuem para o
desenvolvimento da depressao pela perda da plasticidade neural, reducdo de
monoaminas e fator neurotréfico derivado do cérebro (BNDF), mostrando varias
hipéteses para o desenvolvimento da depressao (MAIA, 2017).

Diversos modelos sdo utilizados para estudar esta patologia, tais como, modelo
bioldgico, modelo comportamental, modelo cognitivo e modelo psicanalitico, cada qual
leva em consideragdo uma linha de fatores, porém, é importante entender que os
fatores se correlacionam e interagem entre si (CRUVINEL; BORUCHOVITCH, 2003).

Maia, Francisca Tassiana Souza Rodrigues (2017) indica ainda que a
depressado infantii pode ocorrer por decorréncia de alteracbes enddcrinas e
neurologias. Pesquisas iniciais, realizadas em modelos animais, buscam conhecer
melhor essa relagado entre a depresséao e fatores enddcrinos e neurolégicos, a fim de
buscar melhores entendimentos sobre suas raizes bioldgicas.

Para isso, um protocolo muito utilizado e validado para avaliar sintomas tipo
depressivos em roedores, como citado anteriormente, é o teste de nado forgado que
avalia o comportamento do animal frente a uma situacao de perigo. Para isso, o0 animal
€ colocado em um cilindro contendo agua, ao qual o animal ja foi familiarizado ha vinte
e quatro horas, e seu comportamento € avaliado durante 5 minutos. O teste leva em
consideragdo que em uma situagao de perigo o roedor tenha o comportamento de
fuga frente a situagdo, nadando para escapar do locar, porém, em modificacbes
comportamentais consideradas como sintomas tipo depressivos o0s animais
apresentam comportamento diferente do habitual, mantendo-se em imobilidade, com
movimento suficientes apenas para sobreviver (YANKELEVITCH-YAHAV et al.,
2015).

Assim, diversos estudos vém sendo realizados com roedores a fim de
relacionar aspectos situagdes que gerem alteracdes na fisiologia do animal com o

desenvolvimento de sintomas tipo depressivos pelos mesmos.

2.4 MODELO DE OBESIDADE POR REDUCAO DE NINHADA
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O modelo de desenvolvimento de obesidade por redugdo de ninhada é
conhecido por aumentar o tamanho e peso corporal dos animais através da diminuigéo
da competicao por leite materno (FIGURA 2). Isso se da, pois, ha uma redugao
artificial do numero de filhotes por ninhada, fazendo com que o filhote tenha sempre
uma teta disponivel para mamar, sem ter que competir ou dividir a fonte de alimentos
com os irmaos (HABBOUT et al., 2013).

Figura 2 - Diferenca do tamanho de animais fémeas de ninhada normal e ninhada
reduzida no PND8 e 15.

Fonte: NOVAIS, 2020.
Nota: Comparagdo do tamanho de animais de ninhada normal e ninhada reduzida no PND8 (A) e
PND15 (B), mostrando a diferenga de tamanho dos animais de ninhada normal e reduzida.

Dessa forma, o ganho de peso ocorre de maneira mais acentuada devido a
maior disponibilidade de leite materno o que caracteriza uma supernutricao no inicio
da vida (PLAGEMAN et al., 2010). Além disso, estudos indicam que com a redugao
do numero de filhotes ha uma menor necessidade de producgao de leite, fazendo com
que ocorra, além de uma maior disponibilidade de leite em quantidade, uma
modificacdo na composicdo do mesmo, com aumento na propor¢ao de lipideos e
triglicerideos, o que auxilia ainda mais para o ganho de peso dos animais (KAFFMAN,
MEANEY, 2007).

Como dito anteriormente hd uma redu¢cdo no numero de animais, porém,
dependendo do protocolo utilizado, ha uma variacdo na quantidade de animais
mantida no ninho. Carvalho et al. (2016) utilizou um protocolo contendo 3 animais na
ninhada reduzida, sendo 1 fémea e 2 machos ao passo que na ninhada normal

permaneceram 12 animais, sendo 6 fémeas e 6 machos. O mesmo foi utilizado por
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Enes-Marques et al. (2020), mostrando que esse protocolo foi suficiente para o
aumento de peso nos animais.

Novais et al. (2021) utilizou o protocolo de 4 animais na ninhada reduzida,
sendo 2 machos e duas fémeas, ao passo que a ninhada normal permaneceu com 12
animais, sendo 6 machos e 6 fémeas (FIGURA 3).

Figura 3 - Imagem mostrando ninhada normal com doze filhotes e ninhada reduzida
com 4 filhotes.

Fonte: NOVAIS, 2020.

Nota: Diferenca de quantidade de animais em ninhada normal e ninhada reduzida. A esquerda caixa
com animais de ninhada normal, contendo seis machos e seis fémeas e a direita ninhada
reduzida com dois machos e duas fémeas.

Habbout et al. (2013) indica que tanto o protocolo de 3 quanto o de 4 filhotes
na ninhada reduzida esta adequado para o ganho de peso acentuado esperado pelo
modelo, mostrando a eficiéncia do mesmo em produzir aumento do ganho de peso
nos animais (FIGURA 4).

Outros estudos realizados utilizando a redugao de ninhada (NR) mantendo 3
filhotes (1 macho e 2 fémeas) para o grupo ninhada reduzida e 12 filhotes (com no
maximo 6 machos por ninhada) no grupo ninhada normal (NN) demonstraram que os
animais da ninhada reduzida apresentaram um aumento de peso mais acentuado
desde o oitavo dia de lactacdo até a fase adulta (PATEL; SRINIVASAN, 2010;
HABBOUT et al., 2013; MOZES et al., 2015; DEBARBA, 2017; ENES-MARQUES;
GIUSTI PAIVA, 2018).
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Figura 4 - Diagrama representando a quantidade de animais nos protocolos de

ninhada reduzida e a consequéncia no peso dos animais.
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Fonte: Adaptado de HABBOUT et al., 2013.

Nota: Imagem ilustrando que o protocolo de redugdo de ninhada, tanto com trés quanto com quatro
animais por grupo €& eficiente no desenvolvimento de uma supernutrigio pods-natal
desencadeando aumento do ganho de peso mais acentuado desde os estagios iniciais de
maturagao até a fase adulta do animal.

Um outro estudo com reducido de ninhada utilizando ratos Wistar utilizou o
protocolo de redugao na proporgéo de 4 filhotes (NR) e 10-12 filhotes (NN) por rata
lactante. Foi observado neste estudo o dobro do peso de gordura e de quantidade de
leptina nos animais do grupo NR em comparagao ao grupo NN, mostrando ainda que
ha uma relacao entre a hiperinsulinemia e a resisténcia a leptina e desenvolvimento
de obesidade ao longo da vida (SCHMIDT et al., 2001).

Além disso, em alguns estudos ainda pode-se perceber variacdo no sexo dos
animais. Rodrigues e colaboradores (2007) realizaram a indugcao de obesidade pelo
método de reducdo de ninhada usando o protocolo com 4 animais, porém, todos
machos, na ninhada reduzida, observando ganho de peso mais acentuado da mesma

forma.

2.5 RELACAO ENTRE OBESIDADE E DEPRESSAO

Como dito anteriormente, estudos indicam uma relacdo bidirecional entre

obesidade e depressao, o que faz com que se busque formas de elucidar a incégnita
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se a obesidade leva a depressao ou se a depressdao desencadeia a obesidade
(AMBROSIO et al., 2018).

Segundo a OMS (2008), problemas de saude como doenga coronariana,
cancer, asma, diabetes e hipertensdo podem desencadear mais comumente
depressao, ansiedade e deficiéncia cognitiva, demonstrando assim uma correlagao
com a existéncia de algum tipo de disturbio metabdlico e o surgimento e
desenvolvimento de transtornos emocionais e cognitivos. Mostrando que 52% das
pessoas com doencas cardiovasculares apresentavam sintomas de depressao e que
o diagnéstico de diabetes e hipertensédo coexistem com os de depressdo e deméncia,
reforcando a provavel relagdo entre as doengas cronicas ndo transmissiveis e as
possiveis consequéncias neuroldgicas. Além disso, de acordo com Milano e
colaboradores (2020) cerca de 30% dos individuos obesos apresentam transtornos
depressivos.

Estudo realizado por Wanga et al. (2019) mostrou que criangas e adolescentes
obesos apresentam mais diagnéstico de depressao do que os que possuem indice de
massa corporal adequado, refor¢ando a hipétese de que a obesidade esteja ligada ao
desenvolvimento de sintomas depressivos.

Ainda em busca dessa relagdo, Sharma e Fulton (2012) utilizaram o protocolo
de dieta hipercalérica para o desenvolvimento de obesidade em ratos adultos,
encontrando um aumento do tempo de imobilidade no teste de nado forgado,
mostrando a relagcdo entre a obesidade e o desenvolvimento de sintomas tipo
depressivos em animais.

Nesse contexto, Ambrésio et al. (2018) indica que diversos fatores podem estar
envolvidos com essa relagao entre obesidade e depressao, sendo eles, disfungcdo no
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), disfuncdo no sistema serotoninérgico e
dopaminérgico, efeito dos adipdocitos no desenvolvimento de inflamagéao crénica,
alteracdes na microbiota intestinal, entre outros.

A relacao entre a obesidade e o desenvolvimento de um estado inflamatério
cronico desencadeado pelos adipdcitos no organismo ja € bem conhecida, indicando
que ha um desenvolvimento de estado inflamatério crénico no individuo obeso devido
ao excesso de producgao de adipocinas inflamatérias pelo tecido adiposo (AZEVEDO;
BRITO, 2012).

Além disso, ha estudos mostrando a relagao tanto da obesidade quanto da

depressado com o aumento de liberagao de citocinas pré-inflamatdrias e a reducao da
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plasticidade sinaptica, podendo levar ao aparecimento de sintomas semelhantes aos
de depressao em animais, ao passo que citocinas anti-inflamatérias estao diminuidas
no hipotalamo e cértex de animais com sintomas tipo depressivos (MENARD; HODES;
RUSSO, 2016).

Mostra-se, ainda que essa ativagdo do sistema imune e produg&o exacerbada
de citocinas inflamatérias pode estar relacionada a diversas alteragdes associadas ao
aparecimento de sistomas depressivos, tais como alteragdes na proliferagao celular,
neurogénese, gliogénese, entre outras (BORSINI et al., 2015; KUBERA et al., 2011).

A figura 5 mostra o envolvimento do excesso de tecido adiposo no
desenvolvimento de um estado inflamatério sistémico, cujos efeitos podem atingir o
sistema nervoso central causando uma neuroinflamagdo, a qual leva a alteragbes
neuroquimicas que podem desencadear alteracbes comportamentais, como dito
anteriormente.

Isso porque, ativacao da producgao de citocinas tanto de forma periférica quanto
no sistema nervoso central ativam a micréglia, células do sistema imune cerebral,
causando diversas consequéncias. Essa influéncia de citocinas sistémicas no sistema
nervoso central é possivel, pois, o aumento de citocinas pré inflamatdrias,
desencadeado pela obesidade ou ingestdo de dieta hipergordurosa pode levar a
alteracdes na barreira hematoencefalica fazendo com que ocorra um aumento de
citocinas no sistema nervoso central (MILLER; SPENCER, 2014).

Nesse sentido, o aumento de citocinas pré-inflamatérias podem interferir na
sinalizagdo de astroécitos, principais células da micréglia, que sédo ativadas frente a
algum tipo de injuria no sistema nervoso central (ZWIRNER et al., 2021; BRENNER,;
MESSING, 2020).

Nesse caminho estudo realizado por Levin (2000) indica a relagdo entre a
obesidade iniciada desde a infancia com alteragbes na plasticidade cerebral e
permanéncia por toda a vida, indicando a importancia da realizacdo de maiores
estudos sobre os mecanismos envolvidos com essa patologia no inicio da vida, suas
consequéncias durante todas as fases do desenvolvimento e a da prevencio desde

os primeiros anos do desenvolvimento do individuo.
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Figura 5 - Efeito do tecido adiposo no desenvolvimento de inflamagéo sistémica,

neuroinflamacao e alteragdes neuroquimicas e comportamentais.
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Fonte: Adaptado de AMBROSIO et al., 2018.

Nota: Imagem ilustrando as alteragbes geradas pela presenca de tecido adiposo em excesso,
desencadeando um estado inflamatdrio sistémico capaz de atingir o sistema nervoso central
levando a uma neuroinflamagdo e consequentemente alteragdes neuroquimicas e
comportamentais.

2.6 CORTEX

O cortex envolve a superficie do cérebro e é dividido em quatro lobos, tais como
frontal, parietal, temporal e occipital, cada um com suas funcbes especificas
(ESPERIDIAO-ANTONIO et al., 2008).

O cortex frontal esta relacionada com tomada de decisGes e desenvolvimento
de estratégias comportamentais e o controle do comportamento emocional
(ESPERIDIAO-ANTONIO et al., 2008).

O cortex pré-frontal € uma regiao do neocoértex desenvolvida tardiamente,

sendo considerada a regido mais moderna do cérebro humano, é a regido relacionada
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com o desenvolvimento de metas e objetivos (MELO; LUCIANE; BANDEIRA
RODRIGUES, 2011).

Tem, ainda, relagdo com as vias paralimbicas as quais sao relacionadas aos
aspectos bem emocionais (ROZENTHAL,; LAKS; ENGELHARDT, 2004).

Além disso, estudo realizado por Rozenthal, Laks e Engelhardt (2004) traz o
fato de que exames de ressonancia magnética mostram alteragdes tais como
diminui¢ao do fluxo sanguineo e no metabolismo no cértex pré-frontal de pessoas com

depressao, mostrando alteragdes na fungéo desta regidao em casos depressivos.

2.7 SISTEMA NERVOSO CENTRAL E ASTROCITOS

O sistema nervoso central é formado anatomicamente pela medula cerebral e
o encéfalo, e seus hemisférios sdo divididos em quatro partes, sendo chamados de
cortex, amigdala, nucleos da base e hipocampo, cada um com suas fungdes
especificas (BELLAVER; BRUNA, 2013).

Em relagdo a anatomia celular, o sistema nervoso central é formado por células
nervosas envoltas por células da glia. As células da glia constituem a maior parte das
células do sistema nervoso central e como o proprio significado do nome é
considerada instrumento de ligacdo, com fungdo de proteger os neurbnios. Sao
classificadas em microglia, que tem sua origem de maneira imune e chegam até o
cérebro pelo sangue, astrocitos, células de Schwann e oligodendrécitos que sé&o os
formadores da bainha de mielina (GUILLAMON-VIVANCOS; GOMEZ-PINEDO;
MATIAS-GUIU, 2012).

Os astrécitos sao as células gliais mais abundantes que dentro do sistema
nervoso central desempenham inumeros papéis, tais como captacao e depuragao de
neurotransmissores como glutamato e GABA, modulagéo do fluxo sanguineo local e
provisdo de neurbnios e axbnios, participam da barreira hematoencefalica,
manutengdo homeostatica de ions extracelulares, PH (SOFRONIEW, 2013).

Sao, portanto, as principais células do sistema nervoso central envolvidas na
homeostase cerebral, na integridade da barreira cerebral, na sinaptogénese e na
neurogénese, entre outras, podendo reagir a presenca de citocinas ou até mesmo
libera-las, sendo células-chave na manutencéao de condigdes fisioldgicas e patoldgicas
do sistema nervoso central (SEADY, MARINA PEDRA, 2018; HOLST, et al., 2019).
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Mesmo n&o gerando potencial de agao, sdo células que podem ser ativadas
por sinais internos e externos, gerando sinais as células, em um processo chamado
de gliotransmissdo (GUILLAMON-VIVANCOS; GOMEZ-PINEDO; MATIAS-GUIU,
2012).

Nesse contexto, quando ha insultos ao sistema nervoso tais como traumas,
infecgdes, isquemias, doengas degenerativas ou estimulos inflamatorios os astrécitos
sdo ativados, em um processo conhecido como astrogliose reativa. Isso porque, os
astrocitos podem expressar receptores de citocinas € mediadores inflamatérios como
forma de protecdo do sistema nervoso central, que pode ser considerada como
benéfica (SOFRONIEW, 2013).

Porém, quando reativos estes podem exercer um papel pré e antiinflamatério e
inimeras pesquisas buscam demonstrar sua relagao pro inflamatéria, com a liberagao
de mediadores que recrutam células estimulando a proliferagéo celular na regiao onde
estdo reativos, podendo ter potencial de desencadear efeitos prejudiciais ao sistema
nervoso central, influenciando em interagbes sinapticas e fungdes neuronais
(SOFRONIEW, 2013).

Estudo realizado indica que alteragbes nos astrocitos alteram fungbes neurais
que podem influenciar na questdo comportamental iniciando de forma sutil até atingir
escalas mais perceptiveis como convulsdes e neurodegeneracgédo, reforcando que
alteragdes primarias na fungédo dos astrécitos podem atingir sistemas neuronais e
sinapticas de forma sutil ou acentuada (TAO et al., 2011).

Dessa forma, indica-se que a astrogliose reativa ndo € tudo ou nada, porém,
tudo depende do grau do estimulo gerado ao sistema nervoso central. Quando na
forma conhecida como moderada ou grave ha aumento da expressdao de GFAP,
gerando hipertrofia tanto do corpo celular quanto das atividades desenvolvidas pelos
astrocitos, podendo gerar o que se chama de cicatriz glial, que envolve reorganizagao
tecidual e alteracdes teciduais, a fim de limitar a difusdo de células e substancias
inflamatdrias, porém, impossibilitam a regeneragdo axonal e migragdo celular
(GUILLAMON-VIVANCOS; GOMEZ-PINEDO; MATIAS-GUIU, 2012).

Essa reatividade dos astrocitos em busca de proteger o sistema nervoso central
pode causar, portanto, um estimulo a inflamacado e efeitos deletérios no sistema
nervoso central (GUILLAMON-VIVANCOS; GOMEZ-PINEDO; MATIAS-GUIU, 2012).

Nesse contexto, estudos vem demonstrando a relagao do estimulo inflamatério

com modificagbes comportamentais, tais como retraimento social, atividade reduzida,
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disturbios de humor, perda de apetite, comportamentos depressivos, entre outros.
Estudos realizados in vitro indicam que os astrécitos possuem receptores alfa
adrenégicos que em um momento reativo podem ter suas fungdes comprometidas,
podendo ter influéncia na questdo comportamental. Além disso, os estimulos
inflamatdrios também geram um aumento da expressdo de indoleamina-pirrol 2,3
dioxigenase (IDO ou INDO), proteina que catalisa a degradagédo do amino4acido L-
triptofano, mecanismo considerado como potencial para o desenvolvimento de
depressao mediada por mediadores inflamatorios (DANTZER et al., 2008).

A figura 6 mostra a agao dos astrocitos reativos, apds estimulo de citocinas e
mediadores inflamatdrios, no estimulo ou desregulagdo de moléculas efetoras que
podem influenciar as sinapses e estruturas neurais levando a possiveis alteragdes
comportamentais como comportamento doentio, retracdo de interacdo, redugao de
exploragao, queda no apetite, alteragao de cognigéo, disturbios no sono, transtorno

de humor, transtorno depressivo e dor.

Figura 6 - Relagdo entre a ativacdo dos astrécitos e potencial impacto no

comportamento.
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Regulacao positiva Neurdnio depressivo
Desregulagdo Dor

Fonte: Adaptado de SOFRONIEW, 2013.
Nota: Imagem ilustrando a agédo de citocinas e mediadores inflamatorios na ativagéo dos astrécitos
levando a alteragdes em sinapse e neuronais, impactando no comportamento.

2.8 PROTEINA ACIDA FIBRILAR GLIAL (GFAP)
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GFAP ¢ a principal subunidade proteica dos filamentos intermediarios gliais,
sendo a principal estrutura dos astrocitos maduros (MENARD; HODES; RUSSO,
2016; Ll et al., 2019).

A proteina GFAP foi a primeira proteina a ser utilizada como marcadora e hoje
em dia ainda é a mais usada para identificar astrocitos maduros, sendo muito
importante para identificar o processo de ativagéo astroglial (GALLAND, 2017).

A expressao de GFAP pode ser detectada em ratos desde 6 semanas apds a
concepgao, pois, nesse momento, faz parte da origem dos neurbnios e
oligodendrécitos e até mesmo astrécitos a partir das células gliais (HOLST et al.,
2019). Além disso, estudos também indicam que ele pode ser gerado em resposta a
fatores benéficos como o exercicio fisico (SEADY, 2018).

De acordo com a revisao feita por Brenner e Messing (2021) o aumento da
expressao dessa proteina no cérebro também acontece de maneira gradual durante
o envelhecimento. Porém, além disso, pode haver um aumento na sua expressao
frente as perturbagdes no sistema nervoso central, que sao capazes de elevar essa
proteina (BOGOSLOVSKY, et al., 2016).

Vem sendo, portanto, reconhecida como um marcador de diferenciacéo de
astrocitos, por constituir a principal proteina dos filamentos dos astrécitos maduros
(GALLAND, 2017).

Isso, pois, apds a ocorréncia de lesdes ou doencgas do sistema nervoso central
os astrocitos iniciam a astrogliose reativa, descrita anteriormente, caracterizada pela
proliferacdo e hipertrofia astrocitica, aumento de expressdo de GFAP e outras
alteracdes, podendo ser benéfica ou néo para o individuo, dependendo do contexto,

do fator que a ocasionou e de sua intensidade (HOLST et al., 2019).
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3 JUSTIFICATIVA

Ha uma grande preocupagédo com a atual elevagao dos indices de obesidade
infantil e transtornos mentais nessa faixa etaria e suas consequéncias ao longo da
vida. Dessa forma, estudar a correlacao entre o desenvolvimento da obesidade na
fase pré-pubere e sintomas semelhantes aos de depressao, € de grande importancia
para auxiliar na busca de intervengdes terapéuticas que auxiliem na melhora da
qualidade de vida de criancas e adolescentes que apresentam esses sintomas, além
de demonstrar ainda mais a importancia da prevencao da obesidade desde o inicio
da vida, uma vez que as duas comorbidades apresentam elevado crescimento na

infancia.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da obesidade precoce induzida por redugao de ninhada no
desenvolvimento dos sintomas semelhantes aos de depressdo e expressao da
proteina GFAP.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sao objetivos especificos:

a) Verificar se a redugao de ninhada altera o ganho de peso na fase pré-pubere;

b) Avaliar o comportamento materno de progenitoras, submetidas ou nao a
reducao do tamanho da ninhada no periodo pés-natal;

c) Investigar o desenvolvimento dos sintomas semelhantes ao de depressao
nos filhotes com obesidade desenvolvida pela redu¢ao de ninhada através dos testes
comportamentais: campo aberto, comportamento social de brincar e nado for¢ado;

d) Avaliar o peso dos tecidos retroperitoneal, gonadal e a glandula adrenal dos
filhotes;

e) Quantificar a proteina acida fibrilar glial (GFAP) no hipocampo e cortex pré-

frontal dos filhotes.
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5 MATERIAIS E METODO

5.1 ANIMAIS

Para o desenvolvimento do projeto foram utilizadas ratas Wistar adultos (250-
280 gramas), obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas. Os
animais passaram por um periodo de ambientagdo de 7 dias no Laboratério de
Neuroimunomodulagéo e foram agrupados em caixas de polipropileno adequadas a
sua manutencéao (3 a 4 animais por caixa). Estes animais permaneceram em ambiente
com temperatura controlada (22 + 2 °C) e ciclo claro-escuro de 12 horas, sendo as
luzes acesas as 7:00 horas e desligadas as 19:00. Os procedimentos experimentais
também foram realizados a uma temperatura controlada (23 + 1°C) e os animais
receberam agua e racao comercial ad libitum durante todo o periodo experimental.
Todos os procedimentos experimentais foram submetidos a CEUA da UNIFAL-MG
(ANEXO 1).

5.2 DELINEAMENTO E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Como pode-se observar na figura 7, apdés o periodo de ambientacdo, os
animais foram colocados em uma caixa para acasalamento em uma proporcao de 2
fémeas para 1 macho. No dia seguinte no periodo da manha, foi realizado o lavado
vaginal para verificar a prenhez das ratas e se verificada a presenga de
espermatozoides na fase estral do ciclo da rata, considerou-se como o dia gestacional
0 (DGO). O dia do parto foi considerado como DPPO e no DPP1, as ninhadas foram
padronizadas em ninhada normal (NN = 6 machos e 6 fémeas) ou ninhada reduzida
(NR =2 machos e 2 fémeas). O comportamento materno foi avaliado nos dias DPP2-
DPPS5. As ninhadas foram desmamadas no DPP21 e os animais mantidos em caixas
individuais até o inicio dos experimentos. Durante todo o periodo de lactacéo e até o
final dos experimentos, os animais foram pesados a cada 7 dias.

Para os procedimentos experimentais que descritos a seguir, foram utilizados
2 machos e 2 fémeas de cada progenitora.

Assim, os grupos experimentais dos filhotes seréo:
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- 8 machos NN,
- 8 machos NR,
- 8 fémeas NN,
- 8 fémeas NR.
Animais excedentes (progenitoras apds desmame e animais NN) foram

devidamente descartados.

Figura 7 — Representagao esquematica do delineamento experimental.
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Fonte: Da autora.
Nota: Delineamento experimental mostrando desde o acasalamento até a o desmame dos filhotes e
datas dos experimentos com a prole.

No DPP33, foi realizado o teste de campo aberto e no dia seguinte o teste de
interacao social. O treino para o teste de nado for¢ado foi feito no DPP35 e no DPP36
foi realizado o teste (FIGURA 8). Logo em seguida do teste do nado forcado, os
animais foram eutanasiados por decaptagao, o cérebro foi extraido para dissecagao
do cértex e hipocampo para posteriores procedimentos de Western Blotting; os tecidos

adiposos gonadal e retroperitoneal, e glandula adrenal foram pesados.
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Figura 8 — Delineamento experimental com a prole.

Delineamento experimental com a prole
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Campo aberto Comportamento social | Nado for¢ado

de brincar

Fonte: Da autora.
Nota: Representagédo esquematica do delineamento com a prole entre os DPP33 e DPP36.

5.3 GANHO DE PESO DAS NINHADAS E FILHOTES

Os animais foram pesados a cada 7 dias, do inicio do experimento e até o final

dos testes comportamentais, para avaliagdo do ganho de peso.

5.4 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MATERNO

O comportamento materno das ratas lactantes foi avaliado do DPP2 ao DPP5,
sendo observado o comportamento 1 vez a cada 3min, durante 3h/dia em dois
periodos, das 7h30min as 9h e das 15h30min as 17h. (adaptado de VILELA; GIUSTI-
PAIVA, 2014).

Os seguintes parametros comportamentais foram observados:

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

- Numero de vezes que a rata fica lambendo filhotes;

- Numero de vezes que a rata fica sobre os filhotes em posi¢cdo nao arqueada;

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

- Numero de vezes que a rata fica em posi¢ao passiva: deitada de costas ou de lado;
- Numero de vezes que a rata fica construindo o ninho: quando a rata pega o filhote

pela boca ou empurra-o para o ninho;



37

- Numero de vezes que a rata fica limpando-se (FIGURA 9).

Figura 9 - Representacdo esquematica de alguns pardmetros avaliados no

comportamento materno.
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Fonte: VERONESI, 2016.

Nota: Comportamento materno observado sendo: posicédo de 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).

5.5 TESTE DO CAMPO ABERTO NOS FILHOTES

O teste de campo aberto foi realizado no DPP 33. E um teste util para analise
da atividade locomotora do animal, pois permite a quantificar a atividade motora
espontanea (VILELA, 2009). A atividade locomotora foi avaliada no aparato do campo
aberto que consiste em uma caixa quadrada de acrilico (60 cm x 60 cm x 60 cm), onde
os ratos foram colocados no centro da arena e filmados por cinco minutos (FIGURA
10). Apés cada teste, o campo aberto foi limpo com alcool 5%. A analise foi realizada
utilizando o programa EThoVision XT 9.0, que é um sistema de observagao
computadorizado capaz de realizar rastreamento, analise e reconhecimento

comportamental por meio de videos, avaliando o tempo de imobilidade e a distancia
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percorrida durante os cinco minutos (Noldus; Spink; Tegelenbosch, 2001). Nessa
analise avaliou-se os seguintes parametros: distancia total percorrida, distancia
percorrida na periferia, distancia percorrida no centro, tempo em que o animal ficou

sem movimento e a relacao entre a distancia percorrida no centro e na periferia.

Figura 10 - Representacao do aparato de campo aberto e sua analise pelo programa.

Fonte: MAIA,2017.
Nota: Imagem do aparato onde é realizado o teste de campo aberto. A figura da esquerda mostra uma
representacao de como a locomogéo do animal é avaliada.

5.6 TESTE DE COMPORTAMENTO SOCIAL DE BRINCAR NOS FILHOTES

O teste de comportamento social de brincar foi realizado em uma caixa
quadrada de acrilico (40 cm x 40 cm x 60 cm). Os ratos foram individualmente
habituados a caixa de teste durante 10 minutos por 2 dias antes do experimento. Os
animais foram mantidos em caixas individuais para aumentar sua motivacao social e
assim facilitar a expressdo do comportamento pré-pubere de brincadeira (TREZZA;
VANDERSCHUREN; 2008; TREZZA; BAARENDSE; VANDERSCHUREN, 2009). Um
dia antes do teste os animais foram colocados no aparato para habituagao durante 10
minutos. O teste consiste em colocar dois animais do mesmo sexo na arena de teste
durante 10 minutos e as interagcbdes do comportamento pré-pubere de brincadeira
foram registradas para posterior analise (FIGURA 11). A analise foi feita registrando o
tempo em segundos em que cada animal interagiu com o outro animal. Com o objetivo
de reduzir as interferéncias nas respostas comportamentais, os animais em pares nao
apresentaram experiéncia social anterior Considerou-se como comportamento de

interagdo o tempo de fowlling (ato de seguir o parceiro), laténcia e tempo de sniffing
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(ato de cheirar qualquer parte do corpo do parceiro, incluindo a area anogenital),
frequéncia de push (ato de empurrar o parceiro no sentido de chamar para brincar),
frequéncia de crawl (quando o animal passa sob ou sobre o parceiro) (MELANCIA et
al., 2018).

Figura 11 - Representacao do teste de comportamento social de brincar.
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Fonte: NOVAIS, 2020.

Nota: Aparato utilizado para realizagdo do teste de comportamento social de brincar. Na imagem a
esquerda pode-se observar o animal em habituagao e na figura a direita dois animais colocados
para interagir.

5.7 TESTE DO NADO FORGCADO NOS FILHOTES

O teste do nado forgcado € um modelo preditivo de parametros tipo depressivo,
desenvolvido de acordo com o método descrito por Porsolt et al. (1978). Utiliza-se um
cilindro de acrilico, com dimensdes de 24 cm de didmetro e 60 cm de altura,
preenchido com agua a 25°C + 2 até a altura de 40 cm. O volume de agua permite
que o animal nada ou boie (float) sem encostar as patas ou a cauda no fundo do
recipiente. Um dia antes do teste os animais foram ambientados por 15 minutos, apds
a sessao de natagao eles foram secos com toalhas. No dia do teste (DPP 35-36), 24
horas apds a ambientagéo, os ratos foram colocados no cilindro por 5 minutos e foi
avaliado o tempo de imobilidade cronometrado durante a respectiva sessdo (FIGURA
12). A analise foi realizada através da observagéo dos videos obtidos por filmagem
dos cincos minutos do dia teste, cronometrando o tempo de laténcia para imobilidade
e o tempo de imobilidade do animal (CRYAN; MARKOU; LUCKI, 2005; KIRKEDAL et
al., 2017).
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Figura 12 - Representacdo do animal durante o teste de nado for¢ado.

Fonte: NOVAIS, 2020.

Nota: Imagem mostrando animal, no aparato de nado forgado, em imobilidade, mantendo movimentos
suficiente apenas para boiar.

5.8 PESAGEM DOS TECIDOS ADIPOSOS

Apos o final do experimento (DPP 36), como citado anteriormente, os animais
foram decapitados e os tecidos retroperitoneal e perigonadal foram dissecados e
imediatamente pesados. Para analise do peso dos tecidos foi realizado o peso

ajustado de acordo com o peso do animal, utilizando a seguinte formula:

Peso do tecido = (100 x peso do tecido)/ peso do animal

5.9 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE GFAP

Apds o término dos experimentos, os animais foram eutanasiados e o
hipocampo e o cortex pré-frontal dissecados e armazenados em -80°C até o momento
da realizacao do teste de Bradford. Para a realizacao do teste de Bradford as amostras
foram homogeneizadas em tampé&o de lise com um coquetel de inibidores de protease
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Em seguida as amostras foram centrifugadas (9200
rem, 15 minutos, 4°C) e a concentragéo de proteinas no sobrenadante quantificada
pelo teste de Bradford. As amostras contendo o tamp&o de lise juntamente com
Laemmli foram fervidas e submetidas a analise de Western bloting. As proteinas
separadas por SDS-PAGE a 10% ou 12% dependendo do peso das proteinas
(electroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sddio) e em seguida

transferidas para membranas de nitrocelulose com um sistema electroforético semi-
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seco (Bio-Rad, Hercules, CA). A membrana foi lavada 3 vezes em PBS contendo
0,05% de Tween 20, bloqueada com 5% de leite desnatado e albumina em PBS
durante 3 horas a temperatura ambiente e depois incubada overnight, a 4 °C com
determinado anticorpo primario anti-GFAP (mouse monoclonal; 1:100; SC 33673). No
dia seguinte, apds 3 lavagens em PBS contendo 0,05% de Tween 20, as membranas
foram incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente com anticorpo secundario
(1:1000; SC 33673). Apos o periodo de incubacao, a membrana foi lavada 3 vezes
em PBS 0,1 M contendo Tween 20 a 0,05% e depois utilizado um kit de deteccao
comercial durante aproximadamente 1 a 2 minutos (kit de detecgdo ECL, Bio-Rad,
Hercules, CA). As imagens de analise foram capturadas por analisador de imagem
por quimioluminescéncia (Chemidoc, Bio-Rad, Hercules, CA). Posteriormente as
membranas passaram pelo processo de stripping seguido do bloqueio em 5% de leite
desnatado em PBS durante 2 horas. Apds o bloqueio as membranas foram lavadas 3
vezes em PBS 0,1 M contendo Tween 20 a 0,05%, seguida da incubagéo overnight,
a 4 ° C com anticorpo anti-actina (1:4000, Sigma Aldrich 4700). No dia seguinte, as
membranas foram lavadas 3 vezes em PBS 0,1 M contendo Tween 20 a 0,05%, e
incubadas por 1 hora com o anticorpo secundario (1:2000, Abcam-ab 6789). Apos
incubacao, as membranas foram novamente lavadas 3 vezes em PBS 0,1 M contendo
Tween 20 a 0,05%, em seguida foi utilizado o mesmo kit de deteccdo durante
aproximadamente 1 a 2 minutos (kit de deteco ECL, Bio-Rad, Hercules, CA). As
imagens de analise foram capturadas por analisador de imagem por
quimioluminescéncia (Chemidoc, Bio-Rad, Hercules, CA) e as intensidades das
bandas quantificadas utilizando um software especifico da Bio-Rad. A intensidade de
cada banda foi expressa em relacao a da 3-actina e os dados expressos normalizados

para o controle (Ribeiro et al., 2020).

5.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados pelo software GraphPad versao 8.0 e
expressos como média * erro padrdo da média. Para andlise do comportamento
materno foi utilizado o teste t de student. Para analise do peso foi utilizada analise de
medi¢ao de repeticdo de duas vias de variancia (2-way RM ANOVA) seguido pelo
teste de Newman-Keuls, usando ninhada (NN e NR) e dias repetidos (1 a 36). Para

os testes de comportamento, gorduras perigonadal, retroperitoneal e andlise de
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western blotting foi utilizado analise de variancia de duas vias (ANOVA de duas vias)
seguido pelo teste de comparag¢ao multipla de Newman-Keuls considerando os fatores
de ninhada (NN ou NR) e sexo (macho ou fémea) como fatores. Foi realizada analise
de regresséo linear para testar a correlagdo entre a porcentagem de expressao de
GFAP no cértex pré-frontal dos machos com o peso corporal, peso de gordura
retroperitoneal e tempo de imobilidade no teste de nado forgado foi utilizado teste de
Pearson. Os resultados com p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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6 RESULTADOS

6.1 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MATERNO

A figura 13 mostra a avaliagao da porcentagem do comportamento materno de
ratas do grupo ninhada normal (NN) e ninhada reduzida (NR) do 2° ao 6° dia de
lactagdo, com comparagbes realizadas através do teste t para amostras
independentes.

Houve aumento da porcentagem de lambidas nos filhotes (111=2,817, p<0,05)
nas maes de ninhada reduzida, além de uma diminuigdo da porcentagem do
parametro ndo materno de ficar longe da ninhada sem explorar (t11=5,768, p<0,001)

no grupo de ninhada reduzida quando comparado ao grupo de ninhada normal.

Figura 13 - Parametros maternos e ndo maternos das ratas lactantes de ninhada

normal e ninhada reduzida.
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Fonte: Da autora.

NOTA: Porcentagem do comportamento materno de lambida, cifose, sobre os filhotes, posigcéo passiva,
lambendo-se e constru¢do do ninho e do comportamento ndo materno de alimentagao,
exploragao e ndo exploragéo das ratas lactantes do grupo de ninhada normal (NN) e ninhada
reduzida (NR). Os dados foram submetidos a analise de Teste t de student para amostras
independentes. Os simbolos representam o nivel de significancia *p<0,05 e *** p <0,001
quando comparado com controle (NN).

6.2 AVALIACAO DOS FILHOTES

6.2.1 Ganho de peso dos filhotes
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A figura 14 mostra o ganho de peso dos animais de ninhada normal e reduzida
do PND1 ao PND36.

Pode-se observar que a partir do dia pdés-natal 25 (PND25) houve ganho de
peso mais acentuado nos animais de ninhada reduzida quando comparado aos
animais de ninhada normal, tanto nos machos (F(3,32)=43,57; p<0,001; dias) quanto
nas fémeas (F(5.160)=1832,0; p<0,001).

Observa-se ainda que esse ganho de peso mais acentuado nos animais de
ninhada reduzida quando comparado aos animais de ninhada normal continua no
PND 32, tanto nos animais machos (p<0,0001) quanto nos animais fémeas (p<0,001),
mantendo-se o ganho no PND36, o que mostra ganho de peso mais acentuado nos
animais de ninhada reduzida quando comparados aos animais de ninhada normal,

tanto machos (p<0,0001) quanto fémeas (p<0,0001).

Figura 14 - Ganho de peso corporal dos filhotes de ninhada normal e ninhada reduzida
entre os PND1 e PND36.
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Fonte: Da autora.

NOTA: Ganho de peso corporal do PND1 ao PND36 dos animais do grupo de ninhada normal (NN) e
ninhada reduzida (NR) machos (A) e fémeas (B). Os dados foram submetidos a analise de
medigcao de repeticdo de duas vias de variancia (2-way RM ANOVA) seguido pelo teste de
Newman-Keuls, usando ninhada (NN e NR) e dias repetidos (1 a 36). Os dados apresentados
como média + erro padrao da média (S.E.M.), n=8-10 por grupo. O simbolo representa o nivel
de significancia ***p<0,001 macho ou fémea NR vs macho ou fémea NN.

A figura 15 mostra o peso dos animais no PND36. Os animais da ninhada reduzida
apresentam maior peso corporal quando comparados com os de ninhada normal,

tanto fémeas (p<0,001) quanto machos (p<0,001). Sendo que os machos apresentam
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peso superior ao das fémeas, tanto no grupo de ninhada normal quanto ninhada
reduzida (p<0,001).

Figura 15 - Peso dos animais de ninhada normal e ninhada reduzida no PND36.
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Fonte: Da autora.

NOTA: Peso corporal no PND36 dos animais do grupo de ninhada normal (NN) e ninhada reduzida
(NR). Os dados foram submetidos a analise de Teste two way (ANOVA) seguido pelo pos teste
de comparagao multipla de Newman-Keuls. Os dados apresentados como média + erro padréo
da média (S.E.M.), n=8-10 por grupo. Os simbolos representam o nivel de significancia
***p<0,001 fémea ou macho NR vs fémea ou macho NN; #p<0,05 fémea NN ou NR vs macho
NN ou NR. ###p<0,001 fémea de NN vs fémea de NR.

6.2.2 Atividade locomotora

A figura 16 mostra a atividade locomotora dos animais avaliadas pelo teste de
campo aberto.

Observa-se que nao houve diferenga na atividade locomotora nos animais de
ninhada reduzida quando comparados com os da ninhada normal, mostrando que a
obesidade pré-pubere gerada pela redugcédo de ninhada n&o afetou a atividade
locomotora dos animais [F(1,32)=0,022, p>0,05] ou sexo [F(1,32)=4,268, p>0,05].
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Figura 16 - Distancia total percorrida no teste de campo aberto.
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Fonte: Da autora.

NOTA: Distancia total percorrida pelos animais de ninhada normal e ninhada reduzida no teste de
campo aberto. Os dados foram submetidos a analise de variancia de duas vias (ANOVA de
duas vias) seguido pelo teste de comparagdao multipla de Newman-Keuls considerando os
fatores de ninhada (NN ou NR) e sexo (macho ou fémea) como fatores. Os dados apresentados
como média + erro padrdo da média (S.E.M.), n=8-10 por grupo.

6.2.3 Testes comportamentais

6.2.3.1 Comportamento social de brincar

A figura 17 mostra o tempo em que os animais, machos e fémeas, de ninhada
normal e reduzida, apresentaram o comportamento de brincar.

Houve reducao do comportamento de brincar dos animais de ninhada reduzida
quando comparados com o de ninhada normal [F(1,32)=25,08, p<0,001], sem
diferenga entre os sexos [F(1,32)=0,454, p>0,05].

Observa-se, portanto, reducao do comportamento de brincar nos animais de
ninhada reduzida quando comparados aos de ninhada normal, tanto machos quanto

fémeas (p<0,01 e p<0,001, respectivamente).
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Figura 17 - Tempo de interag&o no teste de comportamento social de brincar realizado

com os animais de ninhada normal e ninhada reduzida.
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Fonte: Da autora.

Nota: Comportamento social de brincar de filhotes machos e fémeas NN: ninhada normal e NR: ninhada
reduzida. Os dados foram submetidos a analise de variancia de duas vias (ANOVA de duas vias)
seguido pelo teste de comparacdo multipla de Newman-Keuls considerando os fatores de
ninhada (NN ou NR) e sexo (macho ou fémea) como fatores. Os dados apresentados como
média * erro padrdo da média (S.E.M.), n=7-10 por grupo. Os simbolos representam o nivel de
significancia * p<0.05, ** p<0.01 e *** p<0.001 fémea e macho de NR vs fémea e macho de NN.

6.2.3.2 Nado forgado

A figura 18 mostra a avaliagao do teste de nado forgado dos animais machos e
fémeas de ninhada normal e reduzida. Pode-se observar que a redugao de ninhada
aumentou o tempo de imobilidade nos animais machos [F(1,32)=4,457, p<0,05], ndo
havendo diferenga entre os sexos [F(1,32)=0,820, p>0,05].
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Figura 18 - Tempo de imobilidade no teste de nado for¢cado realizado com os animais

de ninhada normal e ninhada reduzida.
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Fonte: Da autora.

Nota: Tempo de imobilidade dos animais machos e fémeas de ninhada normal (NN) e ninhada reduzida
(NR). Os dados foram submetidos a analise de variancia de duas vias (ANOVA de duas vias)
seguido pelo teste de comparagdo multipla de Newman-Keuls considerando os fatores de
ninhada (NN ou NR) e sexo (macho ou fémea) como fatores. Os dados apresentados como
média + erro padrdo da média (S.E.M.), n=7-10 por grupo. O simbolo representa o nivel de
significancia *p<0,05 macho NR vs macho NN.

6.2.4 Pesagem de gordura perigonadal e retroperitoneal dos animais

A figura 19 mostra a quantidade de tecido adiposo perigonadal e retroperitoneal
dos animais de ninhada reduzida e ninhada normal.

Observa-se que a redugao de ninhada gerou efeito significativo em relagao ao
aumento de gordura tanto para os machos quanto para as fémeas, ndo havendo
diferenga entre os sexos. Tanto para a gordura retroperitoneal [ninhada reduzida,
F(1,32)=41,24, p<0,001; sexo, F(1,32)=4,62, p<0,05 e interagcdo, F(1,32)=0,555,
p>0,05] quanto para perigonadal [ninhada reduzida, F(1,32)=17,08, p<0,001; sexo,
F(1,32)=11,28, p<0,01 e interagao, F(1,32)=0,898, p>0,05].

O teste de comparagdo mostra que os animais de ninhada reduzida, tanto
machos quanto fémeas possuem maior quantidade de tecido adiposo retroperitoneal
que os de ninhada normal (p<0,001 e p<0,01, respectivamente).

Observa-se ainda maior quantidade de gordura perigonadal nos animais
fémeas de ninhada normal (p<0,01) quando comparados com os machos de ninhada

normal.
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Figura 19 - Peso dos tecidos adiposos perigonadal e retroperitoneal dos animais de

ninhada normal e ninhada reduzida.
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Fonte: Da autora.

NOTA: Peso dos tecidos adiposos perigonadal e retroperitoneal dos animais do grupo de ninhada
normal (NN) e ninhada reduzida (NR). Os dados foram submetidos a analise de variancia de
duas vias (ANOVA de duas vias) seguido pelo teste de comparagdo multipla de Newman-Keuls
considerando os fatores de ninhada (NN ou NR) e sexo (macho ou fémea) como fatores. Os
dados apresentados como média + erro padrdo da média (S.E.M.), n=7-10 por grupo. Os
simbolos representam o nivel de significancia **p<0,05 macho NR vs macho NN; **p=0,001
fémea NR vs fémea NN; #p=0,01 fémea NN vs macho NN.

6.2.5 Western Blotting

A figura 20 mostra a quantificacdo da expresséo da proteina GFAP na estrutura
encefalica Hipocampal e cortex pré-frontal dos filhotes machos e fémeas de ninhada
normal e ninhada reduzida.

Observa-se que nao houve diferenga na quantificacdo expresséo da proteina
GFAP no hipocampo dos animais de ninhada reduzida quando com parado com os
de ninhada normal [ninhada reduzida, F(1,20)=1,768, p>0,05; sexo, F(1,20)=1,368,
p>0,05 e interagado, F(1,20)=1,757, p>0,05]. Porém, observou-se maior quantidade
de expressao da proteina GFAP no cortex pré-frontal dos animais machos de ninhada
reduzida quando comparados aos de ninhada normal [ninhada reduzida,
F(1,20)=7,867, p<0,05].

Observou-se ainda que entre os animais de ninhada reduzida os machos

apresentaram maior expressdo de GFAP que as fémeas (p<0,05).
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Figura 20 - Quantificagdo de GFAP no hipocampo e cortex dos animais de ninhada
normal e ninhada reduzida.
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Fonte: Da autora.
Nota: Quantificagdo da expressdo da proteina GFAP e perfil da expressdo de GFAP e actina no

hipocampo (A) e cortex pré-frontal (B) de animais machos e fémeas dos grupos de ninhada
normal e reduzida. Os dados foram submetidos a analise de Teste two way (ANOVA) seguido
pelo pos teste de Tukey com valores expressos como média £+ EPM e representam a média de
6 animais por grupo. Os simbolos representam o nivel de significancia *p<0,05 macho NR vs

macho NN; #p<0,05 macho NR vs fémea NR.
6.2.6 Correlagdo entre a porcentagem de expressdo de GFAP no cortex pré-frontal
com o peso corporal dos animais, peso de gordura retroperitoneal e tempo de

imobilidade no teste de nado forgado

As correlagdes de Pearson foram realizadas para os grupos de animais machos
de ninhada normal e ninhada reduzida e sua classificagado foi considerada de acordo
com os valores de r (coeficiente de correlagdo de Pearson) como: pequenas (0,10-
0,29); moderada (0,30- 0,49); grande (0,50-0,69); muito grande (0,70-0,89); quase
perfeito (0,90-0,99) e perfeito (1,0) (HOPKINS et al., 2009).

A figura 21 mostra a correlagéo entre o tempo de imobilidade no teste de nado
forcado, o peso corporal do animal, a quantidade de gordura retroperitoneal e

epididimal e a porcentagem de expressao da proteina GFAP no cortex pré-frontal. A
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analise regressao linear indicou correlagao positiva entre a porcentagem de expressao
de GFAP no cortex pré-frontal dos machos da prole de ninhada reduzida e o aumento
do tempo de imobilidade no teste de nado forgado [r2=0,591; F(1,10)=5,384, p=0,04,
figura 21 A].

O peso corporal no PND36 [r2=0,699; F(1,10)=9,575, p=0,01, figura 21B], a
quantidade de gordura epididimal [r2=0,714; F(1,10)=10,41, p=0,009, figura 21C] e
perigonadal [r2=0,630; F(1,10)=6,607, p=0,02, figura 21 D] também apresentaram
correlagédo positiva com a porcentagem de GFAP expressa no cértex pré-frontal dos

animais machos de ninhada reduzida.

Figura 21 - Correlagao entre o peso corporal do animal e a % de expressao de GFAP

no cortex pré-frontal.
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Fonte: Da autora.

Nota: Correlagéo entre o tempo de imobilidade no teste de nado forgado (A), o peso corporal do animal
no PND36 (B), a quantidade de gordura retroperitoneal (C) e epididimal (D) e a porcentagem de
expressao da proteina GFAP no cortex pré-frontal.
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7 DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho demonstram que maes de ninhada reduzida
apresentam um aumento do parametro materno de lambidas e diminui¢do do n&o
materno de ficar longe do filhote sem explorar. Em relagéo aos filhotes, os de ninhada
reduzida apresentaram maior ganho de peso desde o DPP25 até o 36, quando
comparados com os de ninhada normal. No DPP36 os animais de ninhada reduzida
apresentaram maior peso corporal e maior quantidade de gordura retroperitoneal
quando comparado aos de ninhada normal. Em relagdo a quantidade de gordura
perigonadal ndo houve diferenga entre os animais machos de ninhada reduzida e
normal, porém, as fémeas de ninhada reduzida apresentaram maior quantidade de
gordura perigonadal que as de ninhada normal.

Em relagdo aos testes comportamentais, ndo foi observada diferenga nos
parametros avaliados no teste de campo aberto, mostrando que a reducao de ninhada
nao interferiu na atividade locomotora dos animais. No teste de comportamento social
de brincar houve diminuigao da interacdo dos animais de ninhada reduzida quando
comparados aos de ninhada normal. No teste de nado forcado ndo houve diferenca
entre as fémeas, porém, os machos de ninhada reduzida apresentaram maior tempo
de imobilidade no teste quando comparados aos de ninhada normal. Na avaliagcao da
expressao da proteina GFAP observou-se aumento da expressao dessa proteina no
cértex pré-frontal dos animais machos de ninhada reduzida quando comparado aos
de ninhada normal. Ndo houve diferenga nos animais do sexo feminino.

O analise de correlagdo de Pearson mostrou grande correlagao entre o peso
corporal com a porcentagem de expressdao da proteina GFAP, muito grande
correlagcdo entre a quantidade de gordura retroperitoneal e a porcentagem de
expressao da proteina GFAP e grande correlagdo entre o tempo de imobilidade no
teste de nado forgado com a porcentagem de expressdo da proteina GFAP nos
animais machos.

O comportamento materno é conhecido como o evento mais importante das
maes de mamiferos, pois, é a partir do cuidado materno que se garante a
sobrevivéncia, o desenvolvimento e o bem estar dos filhotes (BRIDGES, 2015;
VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2011).
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Sabe-se ainda que o cuidado materno pode “programar” de forma duradoura o
desenvolvimento enddcrino, neuronal e comportamental dos filhotes (KAFFMAN;
MEANEY, 2007; ENES; GIUSTI PAIVA, 2018).

O presente estudo demonstra que a redugao de ninhada levou a um aumento
dos parametros maternos de lambidas das maes em periodo de lactagdo. Essa
estimulacgao tatil ocorrida pelo comportamento de lamber os filhotes gera nos mesmos
um equilibrio do eixo hipéfise-pituitaria-adrenal (HPA) protegendo contra os efeitos
catabolicos dos glicocorticoides, além de estimular a liberagdo de hormdénio de
crescimento, estando assim associada a melhor desenvolvimento dos animais
(MEANEY, 2001), dessa forma, o aumento desse comportamento das maes de
ninhada reduzida auxilia no desenvolvimento dos filhotes.

Ao mesmo tempo pode-se observar, no presente estudo, que as maes de
ninhada reduzida passaram menos tempo longe de seus filhotes, sem explorar.
Estudos indicam que a melhora dos cuidados parentais esta ligada a melhores
resultados em testes comportamentais, com melhora na ansiedade e cognicéo,
mostrando assim, a influéncia do cuidado materno com a neuroplasticidade e o
neurodesenvolvimento dos filhotes (MEANEY, 2001; KAFFMAN; MEANEY 2007).

Dessa forma, o aumento dos cuidados maternos e diminuicdo dos néo
maternos apresentados sido importantes para o desenvolvimento dos filhotes. Estudo
realizado por Enes-Marques e Giusti-Paiva (2018), utilizando ninhada reduzida, com
o protocolo de 3 animais no grupo de ninhada reduzida (1 macho e 2 fémeas) e 12
animais no grupo de ninhada normal (com no maximo 6 machos) apresenta achados
que corroboram com o presente trabalho, demonstrando um aumento de parametros
maternais e uma diminuigcdo de parametros ndo maternais em ratas lactentes de
ninhada reduzida. Esse aumento de pardmetros maternais e diminuicdo dos nao
maternais pode estar relacionado ao fato de que, com a diminuicdo do numero de
filhotes ha um menor requerimento de nutrientes da lactente fazendo com que ela
precise passar menos tempo em busca de alimentacao e possa dedicar maior parte
do tempo ao cuidado dos filhotes (CARVALHO, et al., 2016; ENES-MARQUES;
GIUSTI-PAIVA, 2018).

Isso demonstra que a redugdo de ninhada né&o interfere de maneira negativa
no comportamento materno, ndo estando relacionada a prejuizos no desenvolvimento
dos filhotes por fatores envolvidos na negligéncia materna durante o periodo inicial de

desenvolvimento.
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Em relagéo aos filhotes, no presente estudo, a redugao da ninhada levou a um
aumento no peso corporal dos filhotes de maneira precoce, mostrando que a
diminuicdo do numero de filhotes auxilia no aumento do ganho de peso e gordura
corporal dos mesmos, sendo considerados animais com sobrepeso/obesidade.
Diversos fatores estao ligados ao desenvolvimento desse excesso de massa corporal,
sejam eles metabdlicos, ambientais e alimentares e a relagéo entre a presencga de tais
fatores desde os periodos iniciais de desenvolvimento e suas consequéncias é
conhecida como programacgao metabdlica. Dessa forma, a supernutricdo no inicio da
vida pos-natal é caracterizada como um fator de risco para o desenvolvimento de
obesidade (RODRIGUES et al., 2011).

Em estudos com animais o protocolo de reduc¢éo de ninhada utilizado em nosso
trabalho, caracterizado pela reducao artificial do numero de filhotes, € um modelo
animal estabelecido de supernutricido neonatal, capaz de desenvolver sobrepeso e
deposicdo de gordura corporal nos animais em um breve periodo de tempo. Isso
ocorre, pois, ha uma redugédo no numero de filhotes em um ninho onde o desempenho
lactacional da mae é preservado, levando a uma maior disponibilidade de leite para
os filhotes (PLAGEMAN et al., 2010). Além disso, achados evidenciam que a redugao
do numero de filhotes pode estar relacionada a uma modificacdo na quantidade e
qualidade do leite, alterando sua composi¢do, com aumento na proporc¢ao de lipideos
e triglicerideos (KAFFMAN; MEANEY 2007).

Estudo realizado por Plageman et al. (2010) avaliou a quantidade de leite
ingerida pelos animais de ninhada normal e reduzida no PND10 e PND21, mostrando
gue os animais de ninhada reduzida mamam maior quantidade de leite quando com
parados aos de ninhada normal. Além disso, no mesmo estudo os autores avaliaram
mudancas na composicao do leite, encontrando que o leite das ratas de ninhada
reduzida possui maios concentragao de triglicerideos quando comparados com o leite
das maes de ninhada normal. Essas modificacdes estao relacionadas com o aumento
de peso mais acentuado nos animais de ninhada reduzida quando comparados com
os de ninhada normal.

Nesse sentido, nossos estudos corroboram com o realizado por Carvalho e
colaboradores (2016) que utilizou o protocolo de redugéo de ninhada utilizando 3
animais para o grupo de ninhada reduzida (1 macho e 2 fémeas) e 12 animais para o
grupo de ninhada normal (6 machos e 6 fémeas) e encontrou ganho de peso maior

em animais pertencentes a ninhada reduzida desde o PND6 até o PND21 quando
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comparados aos de ninhada normal, mostrando que, a redugao artificial de ninhada é
eficiente em elevar o ganho de peso dos animais em uma propor¢gao maior quando
comparado as ninhadas de tamanho normal. O trabalho ndo apresenta as variagdes
de peso apos esta data, mas demonstra que o ganho de peso dos animais de ninhada
reduzida foi constante e superior ao dos animais de ninhada normal em todas as
pesagens, tanto nos machos quanto nas fémeas.

Esse ganho de peso mais acentuado nos animais de ninhada reduzida também
€ mostrado no estudo de reviséo feito por Habbout et al. (2013) que fizeram uma
comparagao do ganho de peso de animais de ninhada reduzida (3 a 4 animais por
grupo) e ninhada normal (10 a 12 animais por grupo), mostrando ganho de peso maior
nos animais de ninhada reduzida apdés o desmame, quando comparados aos de
ninhada normal, indicando que esta diferengca no ganho de peso se inicia no periodo
pré-pubere e continua na fase adulta. Os autores relatam ainda sobre a diferenga entre
a utilizacao do protocolo de ninhada reduzida e outros protocolos que podem induzir
a obesidade, indicando que o protocolo de redugédo de ninhada é mais realista, ao
ponto que gera uma elevagao em média de 30% do peso do animal, sendo o mais
indicado para estudos, pois, induz uma obesidade moderada, a qual ndo é revertida
com mudanga na ingestado alimentar, mostrando sua relagdo com a programagao
metabdlica no periodo pré-pubere.

Como relatado anteriormente, em nossos estudos pode-se observar o ganho
de peso apds o PND25, ou seja, apdés o desmame, mostrando que o ganho de peso
dos animais ocorre de maneira precoce, podendo, portanto, ser relacionado a
obesidade pré-pubere.

Além do aumento no peso corporal, no presente estudo, pode-se observar
aumento de tecido adiposo retroperitoneal em animais machos e fémeas de ninhada
reduzida e aumento de tecido perigonadal em animais fémeas de ninhada reduzida.

Estudo realizado por Enes-Marques et al. (2020) utilizando o protocolo de
reducao de ninhada com 3 animais por grupo (1 fémea e 3 machos) e ninhada normal
com 12 animais por grupo (6 fémeas e 6 machos) avaliou a quantidade de gordura
retroperitoneal no PNDG60 e encontrou um aumento desse tecido adiposo nos animais
de ninhada reduzida quando comparados ao de ninhada normal, além de um aumento
de tecido adiposo epididimal nos animais machos de ninhada reduzida, indicando que

a reducao de ninhada foi capaz de desenvolver obesidade nos animais.
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Em nossos estudos esse aumento de tecido adiposo retroperitoneal em
machos e fémeas e gonadal nas fémeas ja pode ser visto no PND36, mostrando que
a reducao de ninhada foi capaz de desencadear a obesidade desde o periodo pré-
pubere, sendo considerada obesidade precoce.

Outros dois estudos realizados utilizando o protocolo de redugao de ninhada
com 3 animais para ninhada reduzida e 10 animais para ninhada normal também
encontraram aumento de tecido adiposo nos animais no PND180, ou seja, na fase
adulta. Ambos os estudos avaliaram todo o tecido adiposo visceral, ndo diferenciando
os tecidos avaliados, porém, os resultados encontrados indicam e reiteram que a
supernutricdo no periodo pds-natal, induzida pela reducdo de ninhada, leva a um
aumento de tecido adiposo, caracterizando obesidade (CUNHA et al., 2009;
RODRIGUES et al., 2011).

Além disso, Rodrigues et al. (2011) avaliou a quantidade de gordura visceral,
considerando os tecidos mesentérico, epididimal e retroperitoneal, de animais de
ninhada normal e reduzida no PND21 e PND180 encontrando uma maior quantidade
de tecido adiposo visceral nos animais de ninhada reduzida desde o desmame até a
fase adulta, confirmando o efeito da reducdo de ninhada no desenvolvimento de
obesidade precoce no animal.

Em nossos estudos esse aumento de tecido adiposo retroperitoneal foi visto no
PND36, mostrando que a redugao de ninhada foi capaz de desencadear a obesidade
desde o periodo pré-pubere, sendo considerada obesidade precoce.

Observou-se, portanto, até o momento que a reducao de ninhada levou a um
aumento de peso e tecido adiposo nos animais tanto do sexo feminino quanto do sexo
masculino quando comparados aos de ninhada normal, no PND36, reiterando que a
supernutricao no periodo pds-natal é capaz de desencadear um estado de obesidade
ainda na fase pré-pubere.

A obesidade vem sendo relacionada, em estudos experimentais, com
alteracbes comportamentais, entre elas o aparecimento de sintomas tipo depressivos
em animais. Isso, pois, estudos indicam que o tecido adiposo pode ser capaz de liberar
mediadores inflamatdrios, que podem agir por todo o organismo desencadeando
alteragdes comportamentais (LACERDA; MALELHEIROS; ABREU, 2016).

Porém, ainda nao foi estudado se na fase pré-pubere a relagao entre o excesso
de tecido adiposo, seu consequente e conhecido estado inflamatério e o

desenvolvimento de alteragdes comportamentais.
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Salari et al. (2018) realizou testes comportamentais com camundongos adultos
obesos, com obesidade induzida pelo protocolo de redug¢ao de ninhada contendo 4
animais na ninhada reduzida e 16 animais na ninhada normal, os quais incluiram o
teste de campo aberto. Neste teste ndo foi observada diferenga entre os animais de
ninhada reduzida e ninhada normal nos parametros de cruzamentos totais e rearings,
mostrando que a reducdo de ninhada nao levou a alteragdo na locomocado dos
animais.

Estudo realizado por Ryan e Wehmer (1975) também utilizou o protocolo de
ninhada reduzida, com numero de animais nao especificados no método, mostrando
que a obesidade induzida pela reducao de ninhada nao alterou a atividade locomotora
em ratos adultos.

O mesmo foi observado no presente estudo onde a reducao de ninhada e a
obesidade induzida por ela ndo apresentou efeitos significativos nos parametros
avaliados no teste de campo aberto, mostrando que o protocolo de reducao de
ninhada leva a um aumento de peso e gordura corporal, porém, ndo afeta a mobilidade
dos animais.

Estudo realizado com outro modelo de inducdo de obesidade, chamado de
dieta de cafeteria, onde os animais foram alimentados durante 8 semanas apds o
desmame com uma dieta composta por bacon, biscoito recheado, queijo, pastel,
cenoura, leite e agucar, ou seja, alimentos hipercaloricos, para indugao da obesidade,
mostrou uma diminui¢ao da distancia percorrida no teste de campo aberto, podendo
estar ligada a um prejuizo na locomogéo dos animais (CIGARROA et al., 2016).

Outro estudo realizado por Almeida-Shuhett et al. (2017) também utilizou o
protocolo de dieta de cafeteria para o desenvolvimento de obesidade e encontrou uma
alteracdo na locomocido dos animais obesos quando com parados aos de peso
adequado, no teste de campo aberto, encontrando diminuicdo da velocidade e da
distancia percorrida durante o teste.

Isso reforca a importancia da utilizagado do protocolo de redugao de ninhada
para a inducao de obesidade e avaliacdo de seus efeitos em testes comportamentais,
visto que, a alteragdo de mobilidade pode gerar alteragdes nos parametros de outros
testes, o que, provavelmente, ndo ocorre no caso do presente estudo, pois, ndo houve
alteracdo na locomoc¢ao dos animais.

Outro teste comportamental realizado no presente estudo foi o de

comportamento social de brincar. O comportamento social vem sendo observado em
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diversas espécies, inclusive em humanos, pois, o comportamento social apresentado
no inicio do desenvolvimento tende a remeter o comportamento na fase adulta
(VITOR-VIEIRA; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2021).

Em animais, o comportamento social vem sendo cada vez mais reconhecido
como importante para o desenvolvimento do filhote, pois, é a primeira forma de
interacao comportamental ndo direcionada pela mae, sendo considerado a principal
forma de interacéo social (VANDERSCHUREN et al., 1997).

Brincar é essencial para o animal no periodo de vida entre PND30-40 e o que
reforca essa questao € o fato de que, apds, periodo de isolamento observa-se uma
tendéncia de aumento nesse comportamento (TERRANOVA et al., 1993;
VANDERSCHUREN et al., 1997; VARLINSKAYA et al., 1999; AVILA et al., 2020).
Quando submetidos ao teste de comportamento social de brincar, apés um periodo
de isolamento social, os animais tendem a exibir interacao social de forma acentuada,
perseguindo, cutucando, atacando e cheirando o outro como forma de interagéo e
reconhecimento. Durante essa interagdo ha a possibilidade de que um dos animais
entre em contato com o outro e essa interagdo seja reciproca, porém, em algumas
situagbes o animal solicitado pode nao corresponder a interagdo social, fugindo
(VANDERSCHUREN; TREZZA, 2013; VITOR-VIEIRA et al., 2021).

No presente estudo, a obesidade, gerada pela reducdo de ninhada levou a uma
diminui¢do na interagdo social dos animais, no PND34, mostrando que o excesso de
peso e gordura corporal interferiu na motivagao dos animais para esse comportamento
ludico caracteristico da idade. Para excluir a possibilidade de que o excesso de peso
por si s6 tenha interferido nessa diminuicdo de motivagao por dificultar a mobilidade é
importante retomar ao fato de que estes mesmos animais ndo apresentaram alteragao
de locomogao no teste de campo aberto, portanto, a falta de motivagao encontrada no
teste de comportamento social de brincar esta relacionada a diminuicdo de motivacéo
para interagir e ndo com dificuldade de movimentagéo, o que pode ser indicativo de
um comportamento tipo depressivo.

Trabalho realizado por Carvalho e colaboradores (2016) utilizou o protocolo de
reducao de ninhada reduzida de 3 animais por grupo (1 fémea e 2 machos) e ninhada
normal de 12 animais por grupo (6 machos e 6 fémeas) e realizou o teste de
comportamento social de brincar no PND30, encontrando diminuicdo do

comportamento de ataque nos animais machos de ninhada reduzida quando
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comparado aos animais de ninhada normal, indicando que o comportamento social de
brincar pode ser influenciado pela diminuicdo do nimero de animais na prole.

Um estudo realizado por Moore et al. (2010) indica que alteragbes de
horménios, principalmente insulina, gerados pela supernutricdo no inicio da vida pode
alterar o comportamento ludico de animais. Além disso, outro estudo relata que a
reducdo desse tipo de comportamento, considerado normal para roedores nessa
idade, pode estar relacionada a alteragdes no cértex pré-frontal dos animais (VAN
KERKHOF et al., 2013).

Contudo, a diminui¢ao de interagdes ludicas encontradas chama atencgéo para
0 possivel impacto da supernutricdo no periodo inicial de desenvolvimento no
comprometimento do neurodesenvolvimento e aparecimento de sintomas
neuropsiquiatricos na infancia.

Além da diminuigao da interacdo, em nossos estudos os animais machos da
ninhada reduzida apresentaram maior tempo de imobilidade no teste de nado forgado.
O teste de nado forgado € um teste preditivo de comportamentos tipo depressivos em
animais, que leva em consideracao a relacao do animal estar em uma situacédo de
perigo e nao ter o comportamento caracteristico de fuga, mantendo-se imével, com
movimentos suficientes apenas para manter a vida (YANKELEVITCH-YAHAV et al.,
2015).

Dessa forma, pode-se dizer que os animais machos de ninhada reduzida
apresentaram comportamento tipo depressivo quando comparados com o de ninhada
normal. Esse fato pode estar ligado a maior presencga de tecido adiposo, devido a
obesidade induzida pela supernutricao precoce.

Trabalho desenvolvido por Sharma e Fulton (2012) avaliou a relagdo da
obesidade, desenvolvida em camundongos por protocolo de dieta hipercaldrica, com
comportamento tipo depressivo, através do teste de nado forgado encontrando maior
tempo de imobilidade nos animais com obesidade induzida pela dieta hipercaldrica
quando comparado com os que receberam dieta normal.

Almeida-Suhett et al. (2017) também avaliaram a relacdo entre a obesidade
induzida por dieta, neste caso, rica em gordura, com alteragdes comportamentais em
camundongos machos de 17 semanas, indicando que o0 excesso de peso promovido
pela dieta hipergordurosa alterou o comportamento dos animais, desenvolvendo
comportamento tipo depressivo e ansioso, de acordo com os testes utilizados. Além

disso, o trabalho indica uma relacdo entre a presenca dessa obesidade com o
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desenvolvimento de neuroinflamacdo devido a um aumento de proteinas
neuroinflamatdrias no hipocampo, sendo uma delas o GFAP.

Estudo realizado por Ambroésio et al. (2018) mostra a relagao entre o estado
inflamatdrio sistémico gerado pela obesidade e o desenvolvimento de
neuroinflamacgao e suas consequéncias em alteragdes neuroquimicas como disfungao
do eixo HPA, alteragcdo no metabolismo das monoaminas, alteragdo no metabolismo
de glutamato e redugdo de neuroplasticidade e neurogénese, podendo estar
relacionada a alteragcbes comportamentais com o aparecimento de sintomas como
fadiga e sintomas depressivos.

Nesse sentido, avaliar possiveis alteragdes no sistema nervoso central
provocadas pela obesidade é de grande importancia para elucidar a relagéo entre
essa doenga cronica e seus desfechos negativos. Dessa forma, a avaliagdo de
parametros relacionados a alteragcdes no sistema nervoso central € de grande
importancia para o desfecho dessas investigagdes.

Como citado anteriormente em relacdo a anatomia celular do sistema nervoso
central, sabe se que o mesmo é formado por células nervosa que sao envoltas por
células da glia, as quais desempenham importante papel de sustentagao e protegao
dos neurdnios (GUILLAMON-VIVANCOS; GOMEZ-PINEDO; MATIAS-GUIU, 2012).

O maior componente das células da glia sdo os astrocitos, os quais
desempenham inumeras fungdes no sistema nervoso central, em busca de
manutencédo da sua homeostase. Porém injurias ou mediadores inflamatorios podem
ser capazes de ativar essas células causando um aumento na quantidade das
mesmas conhecido como astrogliose reativa, que pode ser identificada através da
avaliagao de um biomarcador classico de astrécitos, a proteina GFAP (SOFRONIEW,
2013).

GFAP é usada como biomarcador de astrécitos, pois, é a proteina
predominante nos astrécitos maduros que, como citado anteriormente, se altera
devido a interferéncias no desenvolvimento ou no sistema nervoso central. A
expressao de GFAP é regulada sob a influéncia de fatores neuronais e expresséao de
citocinas e/ou mediadores inflamatérios (MENARD; HODES; RUSSO, 2016; LI et.al.,
2019)

Estudo feito por Kassubek et al. (2017) indica que a proteina GFAP & um
biomarcador de inflamagdo aguda no cérebro de humanos com esclerose multipla,

reforgando a ligagdo do aumento de expressao de GFAP com neuroinflamacéo.
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Para complementar a relagao entre a presenga aumentada de GFAP e fatores
inflamatdrios, estudo desenvolvido por Marina Pedro Seady (2018) mostrou que a
utilizagado de compostos bioativos presentes em alimentos como piperina e curcumina
sdo capazes de reverter um aumento de GFAP gerado por um fator inflamatério
desencadeado pela presencga de LSP (lipopolissacarideo), reforgando a relagédo entre
o aumento da expressado de GFAP e a neuroinflamacéao.

No presente estudo animais machos de ninhada reduzida apresentaram
aumento da expressao da proteina GFAP no coértex pré-frontal. Como dito
anteriormente, essa € uma proteina marcadora de astrocitos, que aumenta devido a
alteragbes no sistema nervoso central, inflamagdo e outros fatores. Portanto, o
aumento da expressdo dessa proteina no cortex pré-frontal de ratos pré-puberes
machos obesos pode estar relacionada a uma astrogliose, que € uma resposta
astrocitica a interferentes ambientais, sendo que diversos interferentes ativam a
expressédo de GFAP de maneira diferente (LI et al., 2019).

Guillamén-Vivancos, Gomez-Pinedo e Matias-Guiu (2012) indicam que a
astrogliose reativa, quando na forma moderada ou grave, gera um aumento na
expressao da proteina GFAP, como observado no presente estudo.

Nesse sentido, é importante ressaltar que o tecido adiposo é caracterizado por
um infiltrado linfocitario difuso no qual os macrofagos do tecido adiposo estédo
aumentados em numero e predispostos a um fendtipo inflamatério na obesidade,
sendo fonte dominante de muitas citocinas inflamatorias, cuja expressao € alterada
na obesidade, incluindo niveis teciduais elevados de TNF-a, IL-6, IL-1 e CCL-2 (DE
JESUS PINTO, 2014; LACERDA; MALHEIROS; ABREU, 2016).

O processo de inflamacgao pode ser iniciado por um trauma mecéanico, resposta
autoimune ou inflamacao sistémica. Estudos indicam que a inflamacgao sistémica tem
um papel importante no desenvolvimento e progresso de quadros patolégicos que
envolvem o sistema nervoso central e complementando essa informacao, Miller e
Spancer (2014) relacionaram a obesidade com o desenvolvimento de
neuroinflamacgao e prejuizo cognitivo.

A obesidade e seu caracteristico processo inflamatério leva, portanto, a uma
ativacdo dos astrocitos, visto no presente estudo pela expressdo aumentada da
proteina GFAP, levando a diversos mecanismos de defesa no sistema nervoso

central, os quais podem atingir diferentes niveis, causando diversas consequéncias.
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Sendo que essa hiperativagao dos astrécitos pode interferir nas sinapses e processos
neurais gerando desde consequéncias sutis até as mais complexas (TAO et al., 2011).

Isso, pois, 0 aumento intensificado da atividade dos astrocitos, em busca de
protecao ao sistema nervoso central, pode levar a alteragdes em neurotransmissores,
bloqueio do crescimento de axénios, pela formacéo de uma espécie de cicatriz glial,
aumento da expressdo de mediadores inflamatorios, prostaglantidas, 6xido nitrico,
entre outras, causando efeitos nas sinapses e estruturas neurais, acarretando no
aparecimento de alteragcdes comportamentais, tais como, comportamento doentio,
retracdo de interagdo, reducdo de exploracdo, queda no apetite, alteracdo de
cognigao, disturbios no sono, transtorno de humor, transtorno depressivo e dor
(SOFRONIEW, 2013).

Nesse sentido, a correlacao positiva encontrada entre o aumento da expressao
da proteina GFAP no cértex pré-frontal dos animais machos de ninhada reduzida com
o peso do animal e a quantidade de tecido adiposo reforca a relacédo entre o excesso
de peso corporal e tecido adiposo, os quais caracterizam obesidade, e o
desenvolvimento de neuroinflamacio, responsavel pela reacdo exacerbada dos
astrocitos, a astrogliose reativa, em busca de protegédo do sistema nervoso central.

Como dito anteriormente, a astrogliose inicia-se como forma de prote¢cao ao
sistema nervoso central, porém, ao passo em que essa reacao se torna mais efetiva
ha a perda da homeostase, acompanhada de disfuncdo de sinapses e estruturas
neurais, responsaveis por diversas alteracbes no sistema nervoso central
(SOFRONIEW, 2013).

Sobre essas alteragbes que podem ocorrer no sistema nervoso central, as
consequéncias comportamentais vém sendo mostradas por Sofroniew, Michael V.
(2013) relacionando a astrogliose com o desenvolvimento de diversos sintomas
comportamentais, inclusive depressivos. Mostramos, através da correlagdo positiva
entre a porcentagem de expressao da proteina GFAP no cértex pré-frontal e o
aumento do tempo de imobilidade no teste de nado forcado, o qual caracteriza
sintomas tipo depressivos, que a astrogliose gerada pela obesidade precoce é capaz
de desencadear sintomas tipo depressivos no animal macho ainda na fase pré-
pubere.

Portanto, no presente trabalho observou-se entdo que ha correlacido entre o
peso corporal e tecido adiposo aumentados com o aumento da expressdo de GFAP

no cortex pré-frontal e que o aumento da porcentagem de expressao da proteina
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GFAP tem grande correlagao com o desenvolvimento de sintomas tipo depressivos o
que mostra a influéncia do peso e tecido adiposo no consequente desenvolvimento
de astrogliose reativa, caracterizada pelo biomarcador GFAP, e sintomas tipo
depressivos em machos de maneira precoce.

O dimorfismo sexual encontrado neste estudo mostra uma possivel protegéao
contra a neuroinflamagao ou mesmo a nao exacerbagao da mesma no cérebro das
fémeas frente a insultos inflamatérios gerados pela presenca de tecido adiposo. Neste
sentido, estudo desenvolvido por Lenz e McCarthy (2014) mostra uma maior
quantidade de micrdglia no cérebro de animais machos, o que pode estar relacionado
a esta exacerbacao da neuro inflamacao vista nos animais machos.

Assim, mais estudos sao necessarios para esclarecer os motivos desse
dimorfismo sexual observado em relagéo a neuro inflamag&o nos animais machos.

Assim, pode-se dizer que a obesidade pré-pubere induzida pela supernutricao
na redugao de ninhada esta relacionada a diminuicdo da interacao dos animais em
ambos 0s sexos e aparecimento de comportamento tipo depressivo nos animais
machos, acompanhado do aumento na expressao de GFAP, possivelmente, por uma
astrogliose reativa desencadeada pela obesidade. Vale ressaltar que essas alteracdes
comportamentais ndo foram causadas por negligéncia materna, pois, as maes
apresentaram aumento de comportamento materno e diminuicdo do comportamento
nao materno e que as alteragdes comportamentais nao estéo ligadas a dificuldade de

locomocgao, pois, ndo houve alteracdo na locomocédo dos mesmos.
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8 CONCLUSAO

Conclui-se, portanto, que a redugao de ninhada foi capaz de induzir o excesso
de peso no periodo pré-pubere contribuindo para o desenvolvimento de sintomas tipo-
depressivos. Estes sintomas foram mais acentuados em machos possivelmente por
apresentarem astrogliose, caracterizada pela maior expressao de GFAP no cortex
pré-frontal.
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