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Aguiar Barbosa, Danielly Duarte. Efeitos da subnutri¢cio neonatal induzida por expansao
do tamanho da ninhada nos parimetros reprodutivos e metabdlicos de ratas Wistar.
2023. 57f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Fisiologicas) — Universidade Estadual de
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RESUMO

A prevaléncia de subnutrigdo em ambito mundial tem aumentado nos ultimos anos,
especialmente, devido ao encarecimento dos alimentos causado pela recente pandemia de
COVID-19. Sabe-se que fatores ambientais nos quais os individuos sdo expostos no inicio da
vida podem resultar em alteragdes no organismo que permanecem na vida adulta. Em roedores,
as primeiras semanas pds-natais sao um periodo de plasticidade hipotalamica, crucial para o
estabelecimento da homeostase energética e reprodutiva, sendo que complicagdes nutricionais
durante esse periodo podem promover a programacgao do apetite, peso corporal, metabolismo
energético e perfil reprodutivo do animal. A expansdo do tamanho da ninhada ¢ um modelo
classico de subnutricdo neonatal cujas repercussoes persistem até a idade adulta. Assim, este
estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da subnutricdo neonatal induzida pelo método de
expansdo do tamanho da ninhada em pardmetros reprodutivos e metabdlicos de ratas,
especialmente na idade adulta, j& que existe uma lacuna na literatura a esse respeito. Ao
nascimento, o tamanho da ninhada foi manipulado para formar ninhadas expandidas (LL - 16
filhotes) e normais (NL - 10 filhotes). A subnutricdo neonatal resultou em menor peso corporal
e distancia nasoanal desde o desmame até a idade adulta, embora a ingestdo alimentar tenha
permanecido maior no grupo LL durante todo o periodo analisado. As ratas subnutridas
exibiram atraso do inicio da puberdade, demonstrado pelo primeiro estro tardio, além de
valores aumentados de estradiol circulante e nimero de foliculos antrais nos ovarios, associado
a maior receptividade sexual, sem diferencas significativas, no entanto, no comportamento
materno. Dessa forma, concluimos que, a subnutricio moderada no periodo lactacional

promove alteracdes metabdlicas e reprodutivas na vida adulta de ratas.

Palavras-chave: DOHAD, subnutrigdo pos-natal, homeostase energética, estradiol e

comportamento sexual.
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undernutrition on reproductive and metabolic parameters in female rats. 2023. 57f.
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ABSTRACT
The prevalence of undernutrition worldwide has increased in recent years, especially due to the
rise in food prices caused by the recent COVID-19 pandemic. It is known that environmental
factors to which individuals are exposed in early life can result in changes in the organism that
remain in adult life. In rodents, the first postnatal weeks are a period of hypothalamic plasticity,
crucial for the establishment of energy and reproductive homeostasis, and nutritional
complications during this period can promote the programming of appetite, body weight,
energy metabolism and reproductive profile of the animal. The expansion of litter size is a
classic model of neonatal undernutrition whose repercussions persist into adulthood. Thus, this
study aimed to evaluate the effects of neonatal undernutrition induced by the litter size
expansion method on reproductive and metabolic parameters of female rats, especially in
adulthood, since there is a gap in the literature in this issue. At birth, litter size was adjusted to
form large (LL - 16 pups) and normal (NL - 10 pups) litters. Neonatal undernutrition resulted
in lower body weight and nasoanal distance from weaning to adulthood, although food intake
remained higher in the LL group throughout the analyzed period. Undernourished female rats
exhibited delayed onset of puberty, demonstrated by a late first estrus, in addition to increased
values of circulating estradiol and number of antral follicles in the ovaries, associated with
higher sexual receptivity, without differences in maternal behavior. Thus, we conclude that
moderate undernutrition in the lactational period promotes metabolic and reproductive changes

in adult female rats.

Keywords: DOHAD, postnatal undernutrition, energy homeostasis, estradiol and sexual

behavior.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO,
2023), a subnutricdo ¢ uma condi¢do decorrente da incapacidade de se adquirir alimentos de
forma suficiente para atender as necessidades diarias minimas de energia dietética a fim de
manter uma vida normal, ativa e saudavel. A prevaléncia de subnutricdo mundial tem
aumentado nos ultimos anos, especialmente devido ao encarecimento dos alimentos causado
pela pandemia de COVID-19. Os dados revelam que o nimero de individuos subnutridos saltou
de 618,4 (8%) milhdes em 2019 para 721,7 (9,3%) milhdes em 2020 (FAO, 2022).

Jé& estd bem consolidado na literatura cientifica, por meio de estudos epidemiolégicos e
modelos animais, que alteragdes nutricionais precoces, nos periodos intrauterino e neonatal,
modificam a programacao metabolica e podem predispor os descendentes ao desenvolvimento
de doengas na vida adulta (PLAGEMANN, 2008; VICTORA et al., 2008; PRIOR, 2008). Eo
que chamamos de DOHaD, Origem Desenvolvimentista da Saude e da Doenga, uma area do
conhecimento cientifico que t€ém acumulado evidéncias, ao longo dos ultimos anos, sobre a
influéncia dos fatores ambientais aos quais os individuos sdo expostos no inicio da vida na
expressao genética, determinando um padrdo de satide-doenga especifico na idade adulta e/ou
nas proximas geragdes (SILVEIRA, 2007).

Em seres humanos, o menor peso ao nascer e a nutricdo insuficiente na infancia sao
fatores de risco para altas concentragdes de glicose, hipertensdo, dislipidemias e menor estatura
na idade adulta, e em mulheres esté relacionada com menor quantidade de descendentes e filhos
com menor peso ao nascer (VICTORA et al., 2008).

Na experimentagdo, sdo varios os modelos animais utilizados para se induzir a
subnutri¢do, dentre eles destaca-se a restricdo caldrica/proteica materna durante prenhez,
restricao caldrica/proteica materna durante a lactacdo e expansdo do tamanho da ninhada. Vale
ressaltar que os resultados da subnutricdo nos estagios iniciais do desenvolvimento sdo
controversos, diferindo de acordo com o tipo, duragio e severidade da restrigio (PICO, 2012).

A restricdo calorica/proteica materna durante a prenhez ¢ associada ao aumento da
ingestao alimentar da prole, rapida recuperagdo de peso, maior tendéncia ao desenvolvimento
de obesidade, especialmente quando expostos a um ambiente obesogénico e elevagdo dos
valores plasmaticos de insulina. Importante ressaltar que tais alteragdes metabolicas sdo mais
acentuadas em machos do que em fémeas (VICKERS et al, 2000; DESAI et al., 2005; PALOU
et al., 2010).

J& na restricdo calorica/proteica materna durante a lactagdo os animais possuem menor

peso no desmame, podendo haver recuperagao do peso apds o desmame ou ndo, ainda que esses
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animais possuam maior ingestdo alimentar. Além disso, a restri¢do caldrica/proteica materna
moderada durante a lactagdo tem sido associada a melhora da sensibilidade a insulina da prole
na vida adulta (SEFCIKOVA; MOZES, 2002; PALOU et al., 2010b).

Resultados semelhantes podem ser observados na subnutri¢do induzida por expansao
do tamanho da ninhada, em que os animais permanecem com menor peso até a idade adulta,
possuem maior sensibilidade a insulina e valores plasmaticos reduzidos de triglicérides, sendo
a subnutriio fator de protecdo contra o desenvolvimento de obesidade (LOPEZ-SOLDADO
et al., 2006; PRIOR, 2008; REMMERS; FODOR; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2008;
PATTERSON et al., 2010).

O método de expansdo do tamanho da ninhada tem sido classicamente utilizado,
visando avaliar os efeitos da subnutricdo nos estagios iniciais do desenvolvimento. Nesse
modelo, ocorre manipulacdo do tamanho da ninhada apds o nascimento, formando ninhadas
maiores (com 14 a 24 filhotes; LL — do inglé€s, large litter) (CODO; CARLIN, 1971) do que o
habitual (controle — NL, do inglés, normal litter), que tem de dez 10 a 12 filhotes (CHERNOFF
et al., 2009). A maior quantidade de filhotes resulta na reducao do acesso ao leite materno per
capita, além de alterar a composi¢ao do leite que passa a ter uma diminui¢do na quantidade de
lipideos, e dessa forma, os animais de ninhada expandida tém oferta reduzida de nutrientes
(YEH et al., 1982; FIOROTTO et al., 1991; LOPEZ-SOLDADO et al., 2006; REMMERS;
FODOR; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2008).

Em roedores, o periodo de lactagdo ¢ especialmente decisivo para o desenvolvimento
do organismo, sendo que mudangas nutricionais nesta fase podem promover alteragcdes
metabolicas e reprodutivas do animal (ZAMBRANO et al., 2006; PRIOR, 2008; REMMERS;
FODOR; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2008; CARON et al., 2012), visto que nesse
periodo existe uma janela de plasticidade, em que o organismo ainda pode se desenvolver em
diferentes direg¢des, ou seja, o organismo em desenvolvimento possui grande potencial para se
adaptar ao seu ambiente. Quando a janela de plasticidade se fecha, muitas dessas adaptacdes
se tornam permanentes (REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011).

Sabe-se que para se programar um determinado sistema ou func¢do, o estimulo do
ambiente deve ocorrer durante o periodo de desenvolvimento, quando ainda existe plasticidade.
Em roedores, a regulacdo do balango energético ainda ¢ funcionalmente e estruturalmente
imatura no inicio da vida pés-natal. Neste contexto, o hipotalamo, responsavel pelo controle
de diversos processos fisiolégicos desde o controle da temperatura corporal e ingestdo
alimentar até o controle da funcdo enddcrina e reprodutiva, possui neurdnios sensiveis a

variacdo na disponibilidade de nutrientes, podendo ter sua atividade alterada em decorréncia
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de mudangas no ambiente nutricional (AIRES, 2008; CURI, PROCOPIO, 2017). Embora o
hipotalamo ja esteja basicamente formado antes do nascimento, ¢ somente no periodo pds-
natal, nas primeiras semanas de vida, que a maior parte das conexdes entre o hipotdlamo e seus
sistemas de entrada e saida se estabelecem (REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL,
2011).

Modelos em que roedores sdo submetidos complicagcdes nutricionais durante o inicio
da vida pos-natal foram propostos para mimetizar condigdes de perturbacdo metabdlica durante
o final da gestacdo em humanos, ja que muitos eventos do desenvolvimento de roedores que
ocorrem no inicio do periodo pds-natal, em humanos sucedem no terceiro trimestre de gestacao.
Consequentemente, modelos de manipulacdo nutricional em ratos durante a lactacdo sdo,
provavelmente, mais apropriados para analisar condi¢des de ma programacao neuro-hormonal

(CASTELLANO, 2011).

1.1 Efeitos da subnutricio em parametros metabdlicos

Em roedores, as vias neurais que regulam a ingestao de alimentos sdo progressivamente
estabelecidas durante o periodo pos-natal imediato, entres os dias 6 e 16. O desenvolvimento
dessas vias ocorre no mesmo momento em que ha um aumento dramatico dos valores
plasmaticos de leptina. Os valores elevados de leptina ndo resultam em inibi¢do da ingestdo
alimentar, mas exercem funcdo essencial na organizacdo das vias hipotaldmicas DJIANE;
ATTIG, 2008).

Além disso, a subnutrigdo pds-natal atrasa a maturagdo dos sistemas inibitérios pré-
sinapticos e pos-sinapticos em neurdnios orexigénicos NPY (Neuropeptide Y - Neuropeptideo
Y) / AgRP (Agouti-Related Peptide - Proteina Relacionada ao Agouti) / GABA (Gamma-
Aminobutyric Acid - Acido Gama Aminobutirico) (NAG) no niicleo arqueado do hipotalamo
(DE SOLIS et al,, 2016). O NPY e a AgRP sdo peptideos orexigenos que agem inibindo a
melanocortina, um anorexigeno, estimulando, consequentemente, a ingestdo alimentar. Dessa
forma, suas concentragdes hipotaldmicas aumentam durante o jejum e diminuem apos a
refeicdo (KORNER et al., 2001; TAKAHASHI; CONE, 2005; MMI, 2017).

Os neur6nios NAG exercem importante fungdo na regulagdo homeostatica da ingestao
alimentar. Sdo ativados por sinais de balango energético negativo, como a grelina, e sdo
inibidos por sinais circulantes que indicam um balango energético positivo, como a leptina.
Visto que projecdes de neurdénios NAG que regulam a ingestdo de alimentos sdo formadas

durante o periodo de lactagdo, ¢ possivel que o atraso na maturacdo desse sistema esteja
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associado a impactos na sinalizacdo da leptina nos neurdnios NAG (DE SOLIS et al., 2016),
sendo que Remmers e colaboradores (2008) ja4 demonstraram anteriormente que animais de
ninhada expandida possuem menores valores plasmaticos desse hormonio. Além disso, animais
subnutridos no periodo p6s-natal apresentam um aumento das projecdes de neurdnios NAG na
terceira e quarta semana de vida, e o resultado ¢ um aumento do impulso orexigeno apds o
desmame (DE SOLIS et al., 2016).

Sabe-se que neurdnios que expressam NPY no nucleo arqueado hipotaldmico (ARC)
se projetam para o nucleo paraventricular (PVN), e que a insulina e leptina inibem a expressao
e a liberagdo do NPY, enquanto a diminui¢do das concentragdes de insulina e leptina e ativam
o sistema NPY, estimulando a ingestdo de alimentos (SCHWARTZ et al, 2000;
PLAGEMANN, 2006).

Além de atuar na regulagdo da ingestdo alimentar, a leptina também age no controle do
gasto energético através do eixo hipotdlamo-hipofise-tireoide. A leptina estimula a expressao
de TRH (Hormoénio liberador de tireotrofina) no hipotadlamo e age diretamente sobre a hipofise
regulando a liberagdo do TSH (Tireotrofina) (LISBOA et al., 2011). Dados revelam que a
restricdo proteica materna durante o periodo de lactagdo pode causar disfungdo na glandula
tireoide, resultando em elevacao dos valores plasméaticos dos hormonios tireoidianos (PASSOS
et al., 2002). Dessa forma a restricdo proteica neonatal programa os animais a permanecerem
com menor peso e também desenvolvimento de hipertireoidismo associado a redugdo
acentuada no tamanho dos adipocitos viscerais e subcutaneos, sugerindo que o estado de
hipertireoidismo desses animais pode ser um fator importante para o menor armazenamento de
lipidios (LISBOA et al., 2011).

Ratos submetidos a subnutricdo neonatal por expansdo do tamanho da ninhada
apresentam baixo peso, sdo hipoinsulinémicos e possuem valores reduzidos de leptina
(PLAGEMANN, 2006). No entanto, apesar de serem hipoinsulinémicos, os niveis glicémicos
nao diferem do grupo controle sugerindo um aumento da sensibilidade a agdo da insulina nesses

animais (WATERLAND; GARZA, 2002).

1.2 Efeitos da subnutricio no sistema reprodutor e eixo hipotalamo-hipodfise-gonadal
Evidéncias sugerem que parametros reprodutivos também podem ser influenciados pela

subnutri¢do no inicio do desenvolvimento. Em modelos em que a subnutri¢do ¢ induzida no

periodo intrauterino por restricdo caldrica/proteica materna, a prole feminina apresenta reducgao

no numero de foliculos primordiais, secundérios e antrais na idade adulta (BERNAL, 2010).
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Além disso, essas fémeas apresentam atraso no inicio da puberdade, demonstrado por abertura
vaginal e primeiro estro tardios (ENGELBREGT et al., 2002).

A gestacdo ¢ uma janela critica de vulnerabilidade ovariana fetal, sendo que a prole de
maes subnutridas durante a prenhez e lactagdo ou apenas durante a prenhez, mas ndo apenas
durante a lactacdo, demonstraram perda de fatores de crescimento folicular derivados do
ovocito, bem como aumento dos niveis de estresse oxidativo (BERNAL, 2010; CHAN et al.,
2015). Assim, a subnutricdo pos-natal induzida por restricdo caldrica/proteica materna no
periodo da lactagdo ndo resulta em prejuizos no perfil folicular da prole (ENGELBREGT et
al., 2002) ou possui menores repercussdes do que a subnutrigdo no periodo intrauterino
(BERNAL, 2010).

J4 no modelo de subnutri¢do pds-natal induzida pelo método de expansdo do tamanho
da ninhada, as fémeas apresentam atraso no inicio da puberdade, pela abertura vaginal e
primeiro estro tardios e menor peso dos ovarios e Utero no periodo peripuberal
(CASTELLANO et al., 2011; CARON et al., 2012). No entanto, existe uma lacuna na literatura
em relacdo ao efeito da subnutricdo neonatal pelo método de expansdo do tamanho da ninhada
no perfil folicular, nos valores plasmaticos de estradiol, ciclicidade e fertilidade em ratas
adultas.

A puberdade ¢ o processo no qual um individuo se torna sexualmente maduro, com o
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias a partir do aumento gradual e
progressivo da atividade das gonadas, sendo esse processo regulado pelo eixo hipotdlamo-
hipéfise-gonadal. O inicio da puberdade decorre de mecanismos neuronais complexos e ¢
essencialmente dependente da liberagdo pulsatil do hormdnio liberador de gonadotrofina
(gonadotropin-releasing hormone — GnRH) (LIVADAS; CHROUSOS, 2016).

A Kisspeptina ¢ um neuropeptideo chave para o inicio da puberdade. O aumento da
liberagao de kisspeptina durante esse periodo resulta no aumento da liberagao pulsatil de GnRH
no sistema porta da eminéncia mediana, que age em células da hipdfise conhecidas como
gonadotrofos. Nos gonadotrofos, 0 GnRH controla a liberacdo pulsatil das gonadotrofinas, o
horménio foliculo estimulante (FSH) e o hormdnio luteinizante (LH), hormdnios que regulam
a funcdo gonadal, estimulando a producdo de estradiol e progesterona (TERASAWA;
GUERRIERO; PLANT, 2013; HERBISON, 2016).

Durante a infancia, as células somaticas das gonadas, responsaveis pela gametogénese,
sdo incapazes de responder totalmente a estimulagdo de gonadotrofinas, além de que, existe a
supressao da liberacdo pulsatil de GnRH. Como resultado, as gonadas permanecem em estado

de quiescéncia até o inicio do desenvolvimento puberal (PLANT, 2015).
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Embora no nascimento parte dos neurénios GnRH j& possuam receptores para
kisspeptina, ¢ proximo ao inicio da puberdade, que a quantidade de neur6nios GnRH com
receptores para kisspeptina aumenta, bem como o numero de neurdnios kisspeptina no niicleo
periventricular anteroventral. Logo, durante a puberdade os neuroénios GnRH sdo mais
sensiveis ao estimulo por kisspeptina (CLARKSON et al., 2010).

O FSH e o LH sao responsaveis pela foliculogénese e secre¢do de estradiol. O FSH
estimula o crescimento e maturacdo dos foliculos ovarianos e a sintese de estrogenos, pelas
células da granulosa, entre outras fungdes. O LH atua em conjunto com o FSH durante o
periodo de desenvolvimento dos foliculos. Os receptores de LH sdo encontrados
predominantemente nas células da teca. Nessas células o LH induz a sintese de androgénios,
que se difundem até as células da granulosa. Na granulosa os androgénios sao convertidos em
estrogénios sob a¢do do FSH que estimula sintese de aromatase, enzima responsavel pela
conversdo de testosterona em estradiol (AIRES, 2008). A produgido crescente de estradiol pelos
foliculos conduz a um pico desse estrogénio, e, como resultado, ocorre uma grande onda de
liberagdo de GnRH e consequente pico de liberacdo de LH, culminando na ovulagdo. A
interrupgao deste circuito pode levar a atrasos ou auséncia de puberdade e fungdo reprodutiva
prejudicada, por exemplo. (TERASAWA; GUERRIERO; PLANT, 2013).

Sabe-se que os neurdnios Kissl hipotaldmicos sdo altamente sensiveis ao estado
nutricional do organismo e aos sinais metabolicos, sendo que em condi¢des de balango
energético negativo, existe uma supressdo da expressdao de Kissl/kisspeptina, o que também
esta ligado a inibicdo do eixo reprodutivo (ROA et al., 2010).

Além das fungdes desempenhadas no sistema reprodutor, o estradiol desempenha
papéis em outros sistemas, de modo que receptores para estradiol sdo expressos em células
endoteliais, onde os estrogénios atuam induzindo aumento de 6xido nitrico e consequente
vasodilatagdo. Esses hormonios alteram distribuicdo do tecido adiposo contribuindo para
deposicao de tecido adiposo na regido dos quadris e das mamas, e modificam o metabolismo
de lipideos promovendo a elevagcdo de lipoproteinas de densidade alta (HDL) e de
triglicerideos, diminuicao do colesterol e de lipoproteinas de densidade baixa (LDL) (AIRES,
2008). Além disso, o estradiol possui efeitos protetores contra o desenvolvimento de resisténcia
a insulina. Os estrogenos regulam a expressao do receptor de glicose GLUT 4 nos musculos

através do receptor ERa, tendo influéncia na sensibilidade a insulina (BARROS et al., 2006).
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1.3 Ciclo estral

Em roedores, o ciclo estral dura entre 4 e 5 dias e cada fase ¢ caracterizada pelo tipo
celular predominante, j& que, durante o ciclo, os tipos celulares se alteram refletindo as
concentragdes circulantes de estradiol e progesterona. O ciclo estral ¢ dividido em 4 fases,
proestro; estro; metaestro e diestro, sendo o proestro caracterizado pela predominancia de
células epiteliais nucleadas pequenas, redondas e de tamanho uniforme. O estro ¢ caracterizado
pela presenca de células queratinizadas e anucleadas; no metaestro estdo presentes células
anucleadas e leucocitos, principalmente, e pequenas quantidades de células nucleadas. Ja no
diestro, a fase mais longa do ciclo, os leucécitos estdo presentes em maior quantidade (CORA,
KOOISTRA, TRAVLOS, 2015).

Os valores plasmaticos de LH e FSH permanecem baixos durante o ciclo estral,
elevando-se até seu pico apenas na tarde de proestro. As concentracdes de LH retornam a
concentragdes basais na manha do estro. Ja o FSH alcanga um segundo pico na manha do estro,
retornando a valores basais apenas na noite do estro. No inicio do diestro, as concentragdes de
estradiol comegam a aumentar, alcangando o pico durante o proestro e voltando a valores basais
no estro. As concentragdes de progesterona alcangam seu pico de liberagdo também durante o
proestro, retornando a valores basais apenas no inicio do estro. No entanto, sua concentragao
volta a subir no diestro, devido a produgdo pelo corpo lateo, que se degenera antes que a fase
do diestro termine e consequentemente, os valores de progesterona caem novamente (Figura

1) (SMITH, FREEMAN, NEILL, 1975).
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Figura 1. Perfil hormonal das concentrac¢des circulantes de LH, FSH, prolactina, estradiol e
progesterona durante o ciclo estral de ratas. Na parte inferior da figura, estdo apresentadas
fotomicrografias de esfregagos vaginais caracteristicos de cada fase do ciclo estral

(ANSELMO-FRANCI, SZAWKA, 2005).

1.4 Comportamento sexual

O comportamento sexual em ratas envolve o comportamento receptivo, expresso pela
postura de lordose que € caracterizada pela posi¢ao imdvel e a flexdo dorsal das costas da rata
em resposta a monta de um rato. A lordose facilita a penetragdo do macho e fertilizacao e reflete
a disposi¢do da fémea de se engajar no acasalamento. As fémeas apresentam lordose somente
quando estdo em estro, coincidindo com a ovulagdo (GUARRACI; BOLTON, 2014;
HELLIER; BROCK; BAKKER, 2019).
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Os hormonios ovarianos estradiol e progesterona desempenham papel crucial na
expressao do comportamento sexual de ratas. Enquanto o estrogénio sozinho ¢ capaz de iniciar
a receptividade das fémeas ao macho durante o estro, a progesterona age facilitando o processo.
O periodo de receptividade sexual dura aproximadamente 14 horas e o fim desse periodo
coincide com a diminuicdo das concentragcdes plasmaticas de estrogénio. O estrogénio
secretado durante as 24-36 horas que precedem o inicio da receptividade em fémeas intactas
provavelmente exerce o controle mais importante sobre o periodo de tempo durante o qual o
estro comportamental pode ser exibido. Ratas ovariectomizadas exibem comportamento sexual
positivo quando sdo tratadas apenas estradiol, ou seja, o estradiol sozinho é capaz de provocar
lordose, sendo que a intensidade da resposta ¢ dose-dependente, no entanto a administragdo de
progesterona aumenta a efetividade do estradiol (POWERS, 1970; ZEMLAN, ADLER, 1977).

Em ratas ovariectomizadas, a administracdo de progesterona apds 24 a 48 horas da
administracdo de estradiol aumenta a intensidade/grau de lordose apresentado pelas fémeas. A
liberagdo hormonal enddégena durante o ciclo estral desses animais segue uma logica
semelhante, sendo que a secre¢do de progesterona pelos foliculos de Graaf aumenta cerca de
24 horas apo6s o inicio do aumento de estradiol, e, coincide com o inicio do comportamento
sexual na fase estro, demonstrado pela presenca de lordose diante de estimulo genital, seguido
pela ovulagdo no final do estro (FEDER; RESKO; GOY, 1968; FEDER; MARRONE, 1977).

Além disso, a estimulagdo perineal em ratas, que ocorre antes da penetracdo, durante
impulso copulatério pelo macho e ¢ dependente de estrogénio, tem um papel importante na
facilitacdo do reflexo da lordose. O tratamento com estrogénio em ratas ovariectomizadas
resulta em aumento do campo sensorial do nervo pudendo (estende-se da base da bainha do
clitoris até a base da cauda em na linha média e lateralmente ao longo da face interna da coxa),
aumentando a sensibilidade do perineo em ratas (KOMISARUK; ADLER; HUTCHISON,
1972).

1.5 Comportamento materno

Sabe-se que a resposta materna ¢ fundamental para a sobrevivéncia do filhote. Em ratas
o comportamento materno ¢ iniciado a partir da diminui¢do gradual dos valores plasmaticos de
progesterona no meio da gestacdo e elevacao dos valores plasmaticos de estradiol e prolactina,
sendo que apds o nascimento, a responsividade materna depende, principalmente, do contato
com o filhote e a percep¢ao de suas necessidades (ROSENBLATT; MAYER; GIORDANO,
1988).
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Os principais componentes do comportamento materno em ratos sao a recuperacao dos
filhotes, constru¢do do ninho, amamentagdo e lamber os filhotes. (NUMAN; INSEL, 2003
apud NUMAN, 2007). Emroedores, variagdes no comportamento materno servem de base para
a transmissdo de diferencas individuais nas respostas ao estresse da mae para a prole
(WEAVER et al., 2004).

O pico de cuidado materno ocorre nos primeiros dias apds o nascimento e vai
diminuindo gradualmente, dessa forma, s6 ¢ possivel avaliar fidedignamente variagdes no
comportamento nesse periodo inicial (CHAMPAGNE et al., 2003).

Estudos tém demonstrado que o ambiente nutricional no periodo perinatal exerce
grande influéncia na expressdo do comportamento materno de ratas. A subnutricdo induzida
por restricdo caldrica/proteica materna no periodo intrauterino resulta em alteracdes
hipotaldmicas na prole que permanecem em longo prazo prejudicando a resposta materna
desses animais. As alteragdes no comportamento materno incluem reducao no tempo destinado
a construc¢do do ninho e a lamber os filhotes (SALCEDO et al., 2018), retardo na recuperagao
do primeiro filhote, menor tempo amamentando em cifose (FELIX et al., 2014).

Embora vérios estudos tenham analisado os efeitos da subnutricdo intrauterina e
neonatal no sistema reprodutor de f€émeas, ndo existem, ao que se sabe, dados que demonstrem
o efeito da subnutri¢do pds-natal pelo método de expansao do tamanho da ninhada na expressao

do comportamento sexual e materno desses animais.
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2. JUSTIFICATIVA

Dessa forma, visto que a subnutri¢do nas fases iniciais do desenvolvimento ¢ capaz de
programar o metabolismo energético com repercussoes até a vida adulta, que a programagao
metabdlica pode promover alteragdes no perfil reprodutivo, e que ndo ha dados na literatura,
até o que se sabe, sobre os efeitos da subnutri¢ao lactacional induzida pela expansao na ninhada
nas respostas metabdlicas e reprodutivas de fémeas adultas, torna-se relevante avaliar se as
alteracdes metabdlicas, decorrentes da expansdo do tamanho da ninhada, permanecem quando
os animais possuem livre acesso a alimentacdo, se sdo prejudiciais ou ndo, e se poderiam

influenciar o perfil reprodutivo de ratas Wistar adultas.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar parametros metabolicos e reprodutivos de ratas de ninhadas normais e ratas

submetidas a subnutricdo neonatal por expansao do tamanho da ninhada.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar os seguintes pardmetros de ratas de ninhada normal e expandida:

a) Parametros biométricos, pela avaliagdo do ganho de peso corporal, ingestdo
alimentar, peso de tecido adiposo branco visceral e adrenais, distancia nasoanal e
Indice de Lee:

b) Perfil lipidico (4cidos graxos livres, triglicérides e colesterol total) e tolerancia a
glicose;

c) Perfil reprodutivo pela avaliacdo do inicio da puberdade, a partir da ocorréncia da
abertura vaginal e primeiro estro, ciclicidade, bem como peso de utero e ovarios,
histologia de ovarios, concentragdes plasmaticas de estradiol e comportamento
sexual;

d) Comportamento materno da geragdo FO e F1;

e) Taxas de fertilidade de ratas primigestas.

25



4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar (Geragdo F1) obtidas por meio de
cruzamento de matrizes (Geragdo FO - 22 fémeas e 10 machos) provenientes do Biotério
Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL), ou seja, as ratas utilizadas neste estudo
foram denominadas de geragdo F1, ao passo que, suas progenitoras ou maes, denominadas
geracdo FO. Para o cruzamento, cada fémea de FO foi mantida com um macho durante uma
noite. A prenhez foi determinada pela analise de esfregaco vaginal e observacao da presenga
de espermatozoides.

No inicio da ultima semana de gestacdo, cada rata foi colocada em uma caixa
individual. Ap6s o nascimento, as ninhadas F1 foram ajustadas para formar ninhadas normais
(Normal Litter, NL — 10 filhotes para cada fémea) e ninhadas expandidas (Large Litter, LL —
16 filhotes para cada fémea) (LOPEZ-SOLDADO; MUNILLA; HERRERA, 2006), sendo as
NL compostas por 5 filhotes machos e 5 filhotes fémeas e as LL por 8 filhotes machos e 8
filhotes fémeas. Quando necessario, foi utilizado o método de cross fostering (transferéncia de
filhotes entre diferentes maes), para esse ajuste do tamanho da ninhada. A partir do cruzamento
das matrizes foram formadas 7 ninhadas normais e 4 ninhadas expandidas, totalizando 35
fémeas de ninhada normal e 32 fémeas de ninhada expandida, que foram utilizadas nos
protocolos 1 e 2. Apds o desmame, realizado no dia pds-natal 21, os filhotes machos obtidos
concomitantemente as fémeas utilizadas neste estudo foram destinados para outro projeto.

Os animais utilizados nos protocolos experimentais foram mantidos no biotério setorial
do Departamento de Ciéncias Fisiologicas (CIF), com ambiente de luz (ciclo 12 h claro/escuro)
e temperatura (22 + 2 °C) controladas, e dgua e alimentagdo a vontade, exceto nos experimentos
que envolveram restricdo alimentar, como detalhado adiante. Todos os experimentos foram
realizados no Laboratério de Fisiologia Neuroenddcrina e Metabolismo do Departamento de
Ciéncias Fisiolégicas da Universidade Estadual de Londrina (CIF/UEL), a partir das 14h, na
tarde do proestro. Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais em experimentacao (protocolo CEUA n° 18310.2019.03, OF. CEUA
n°164/2019 — ANEXO A).
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4.2 Protocolo experimental 1 — Avaliacdo do efeito da subnutricao pos-natal induzida por
expansdo do tamanho de ninhada na ingestio alimentar, peso corporal, peso de tecido
adiposo branco, utero, ovdrios e adrenais, perfil lipidico e pardmetros reprodutivos de fémeas
de ninhada normal e expandida.

No dia do nascimento de F1 (dia p6s-natal 0 — DPN 0), realizou-se a manipulacado do
tamanho da ninhada, seguida da aferi¢do de peso. Foi realizada andlise do comportamento
materno da geracao FO nos dias lactacionais (DL) 5 e 10. O peso dos animais também foi
verificado nos DPN 3, 7, 10, 14, 17 e 21, sendo que no desmame (DPN 21), além do peso,
mediu-se 0 comprimento nasoanal, para o calculo do indice de Lee. Ap6s o desmame, os
animais foram pesados e tiveram sua ingestdo alimentar avaliada a cada 5 dias, até o DPN 90.
A partir do DPN 21, teve inicio a observagao da abertura vaginal, e a partir de sua ocorréncia,
foi realizado esfregaco vaginal didrio para verificacdo do primeiro estro, bem como o tempo
de regularizagdo do ciclo estral. Até o DPN 70, foram realizados os mesmos procedimentos em
todas as f€meas. No DPN 70, os animais foram divididos em 2 grupos, sendo 35 f€émeas (19
NL e 16 LL) destinadas ao protocolo 1, e 26 f€meas (14 NL e 12 LL) destinadas ao protocolo
2. Do DPN 75 até o DPN 90, além da aferi¢do do peso e ingestdo alimentar, avaliou-se a
ciclicidade estral das fémeas por meio de esfregaco vaginal didrio nas 35 fémeas destinadas ao
protocolo 1. No DPN 90, novamente aferiu-se o comprimento nasoanal para o calculo do indice
de Lee na idade adulta. Ap6s o DPN 90, estando a fémea em proestro, foi submetida a restri¢ao
alimentar de 6 horas e eutanasia por decapitagdo as 14h. Apos a eutanasia, o sangue foi coletado
para avaliagdo das concentragdes plasmaticas de estradiol, 4cidos graxos, triglicérides e
colesterol total. Os tecidos adiposos viscerais retroperitoneal e perigonadal, bem como as
adrenais, ovarios e utero foram retirados e pesados, sendo os ovarios utilizados para analise

histolégica.

4.3 Protocolo experimental 2 — Avaliacdo do efeito da subnutricao pos-natal induzida por
expansdo do tamanho de ninhada no comportamento sexual, comportamento materno e
andlise de fertilidade de fémeas de ninhada normal e expandida.

Do DPN 0 ao 69, as fémeas F1 foram submetidas aos mesmos procedimentos do
protocolo 1, como detalhado acima. A partir do DPN 70, as 26 f€émeas destinadas ao protocolo
2, quando em proestro, foram mantidas em restricao alimentar das 08h as 14h, para a realizacao
do teste oral de tolerancia a glicose (Oral glucose tolerance test — OGTT). Do DPN 75 ao DPN
90, as ratas permaneceram em um biotério com ciclo claro/escuro de 12x12 horas invertido,

com controle de luminosidade, ruido e temperatura, para adaptacdo das fungdes fisioldgicas. A
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partir do DPN 90, estando a fémea receptiva ao macho, foi realizada a andlise do
comportamento sexual. Apds o comportamento sexual, as fémeas foram consideradas prenhas
pela observagdo da copula. Apds o nascimento, as ninhadas foram ajustadas para 8 filhotes
(geracdo F2 — 4 machos e 4 fémeas) por fémea, sendo realizada andlise do comportamento
materno da geracdo F1 nos DL 5 e 10. No DL 21, foi realizado o desmame da geracdo F2 e as
maes (geragdo F1) submetidas a eutanasia para andlise da fertilidade. Os animais da geracao
F2 foram destinados para outro projeto do mesmo laboratério de pesquisa. O desenho

experimental do protocolo 1 e 2 esta representado na figura 2.

Protocolo 1

A partir do DPN 90:

Eutanisia

DPN 75 (No proestro)
DL5eDL10: A partir do DPN 21: I T
DPN 0: Comportamento Avalia¢do do inicio da \ ,

Nascimento materno geracio FO puberdade e ciclicidade L . =
Avaliagio do peso, ingestio

T T T alimentar e ciclo estral

l

DPN 0:

DPN 21:
Manipulagio do Desmame .
tamanho da ninhada
(NL/LL) l l l
‘ T A partir do DPN 70: DPN 90: DLS5e DL 10:
Avaliagiio do peso GTT (No proestro) Acasalamento e Comportamento
comportamento materno geracio F1

sexual

Protocolo 2

Fig. 2. Desenho experimental dos protocolos 1 e 2. NL: ninhada normal; LL: ninhada

expandida; DPN: dia pos-natal; DL: dia lactacional; GTT: teste de tolerancia a glicose.
4.4 DETALHAMENTO METODOLOGICO
4.4.1 Ciclo estral

A fim de se acompanhar o ciclo estral dos animais ao longo do experimento, foram

realizados os esfregacos vaginais, sempre no periodo da manha, a partir da coleta da secregdo
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vaginal com o auxilio de uma pipeta plastica com solucdo salina (NaCl 0,9%). Apds a coleta,
o lavado vaginal foi colocado em lamina histolégica, sendo observado a fresco em microscopio
de luz, com aumento de 10x para analise de proporgdes e tipos de células (STOPA et al., 2021).
As fases do ciclo estral foram determinadas pelos seguintes critérios: proestro — predominio de
células epiteliais nucleadas; estro — predominio de células epiteliais cornificadas anucleadas;
metaestro — presenga de células cornificadas e nucleadas, j4 acompanhadas por um grande
numero de leucocitos; e, diestro — predominio de leucécitos (MARCONDES; BIANHI;
TANNO, 2002).

Para anélise do ciclo estral foram considerados os seguintes parametros: normalizagdo
do ciclo, sendo este o tltimo dia do 2° ciclo normalizado; coeficiente de proestro, coeficiente
de estro, coeficiente de metaestro e diestro, valores obtidos dividindo-se o nimero de vezes
que a fémea foi diagnosticada em cada fase pela quantidade de dias avaliados, multiplicado por
100; e, duragdo do ciclo, através da divisdo da quantidade de dias avaliados pela quantidade de
dias que a fémea foi diagnosticada em proestro (CHISTYAKOV et al., 2010). A fase do ciclo

estral padronizada para realizagdo do teste oral de tolerancia a glicose e eutanasia foi o proestro.

4.4.2 Indice de Lee

O indice de Lee foi avaliado e calculado no DPN 21 e 90, considerando-se o peso
corporal e o comprimento nasoanal. O calculo ¢ feito dividindo-se a raiz cubica do peso
corporal em grama pelo comprimento nasoanal em centimetros (BERNARDIS; PATTERSON,
1968).

4.4.3 Teste oral de tolerancia a glicose

Ap6s jejum de 6 horas, foi coletada uma gota de sangue da cauda dos animais para
determinagdo da glicemia por meio da fita teste do aparelho Accu-Check Advantage II. Esta
primeira dosagem representou a glicemia basal. Imediatamente apds, realizou-se a
administracdo via gavagem de glicose 25% na dose de 1,0 g/kg de peso corporal de animal. A
partir de entdo, foram realizadas dosagens de glicose sanguinea pela fita teste nos tempos 15,
30, 60 e 120 minutos apo6s a administracao de glicose. Transcorrido os 120 minutos, a ragao foi

colocada novamente nas caixas dos animais (STOPA et al., 2021).

4.4.4 Avaliacio do comportamento sexual
Para andlise e comparagdo do comportamento sexual das fémeas NL e LL, foram

utilizados machos sexualmente experientes provenientes do Biotério Central da Universidade
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Estadual de Londrina (UEL). Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro invertido
durante 15 dias, periodo necessario para adaptacdo. O comportamento sexual foi avaliado
durante a fase escura do ciclo invertido claro/escuro, com o auxilio de uma luz vermelha fraca,
estando a fémea receptivel (ocorréncia de lordose) ao macho, (DOS SANTOS et al., 2016).
Todo o processo foi registrado por uma cadmera de video. Durante o comportamento, foi
observado um total de 10 montas para a obten¢do do coeficiente de lordose (LQ, nimero de
lordoses/10 montas X 100) (BEACH, 1976). O grau de lordose foi pontuado em uma escala de
0 a3 (emque 0 ¢ classificado como auséncia de lordose e 3 como lordose méxima) para calcular
o escore de lordose (n° total da pontuacao de lordose/n° total de respostas de lordose) como

descrito em Hardy e Debold (1971). As ratas prenhas foram utilizadas para a andlise de
fertilidade.

4.4.5 Coleta de sangue e dosagens plasmaticas

Ap0s a decapitacdo, o sangue foi coletado em tubos heparinizados, sendo centrifugados
a 2500 r.p.m. e 4°C, durante 20 minutos. O plasma foi entdo separado em aliquotas e
armazenado a -20 °C para posteriores dosagens de estradiol, colesterol, triglicérides e acidos
graxos livres. Nas dosagens plasmaticas, a espectrofotometria foi utilizada para as
determinagdes das concentragdes plasmaticas de triglicérides e colesterol total ("Kits"
comerciais, Laborclin, PR), e de 4cidos graxos livres (FALHOLT et al, 1973) e ensaio

imunoenzimatico para determinacdo de estradiol (EIA 2693; DRG Instruments GmbH).

4.4.6 Analise de fertilidade

As ratas da geracdo F1 foram submetidas a eutandsia no mesmo dia em que foirealizado
o desmame (DPN 21) dos filhotes, geragdo F2. Apds a eutandsia, os cornos uterinos foram
utilizados para fazer a determinagdo do numero de implantagdes uterinas, e, 0s ovarios, para a
separagdo e contagem dos corpos luteos. A partir da contagem de implantagdes, corpos luteos
e o numero de fetos vivos foram determinados os pardmetros abaixo: taxa de implantagdo =
(n° de pontos de implantagdo/ n° de corpos lateos) x 100; taxa de perda pré-implantagao = [(n°
de corpos luteos — n° de pontos de implantacdo)/ n° de corpos luteos] x 100; taxa de perda pos-
implantacdo = [(n° de pontos de implantagdo — n° de fetos vivos no DL1)/ n° de implantagdes]
x 100; taxa de viabilidade fetal = (n° de fetos vivos no DL1/ n° de pontos de implantagdo) x

100 (MONTAGNINI et al., 2018).
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4.4.7 Analise histologica dos ovarios

Ap0s a eutanasia dos animais, os ovarios foram fixados em Bouin aquoso por 48 horas
e apos esse periodo, armazenados em alcool 70%. Para a andlise histologica utilizou-se o ovario
direito, sendo processado para inclusdo em parafina e posterior microtomia. Foram feitos 4
cortes de 5 micrometros em cada ovario. As laminas histologicas foram coradas em
hematoxilina e eosina para visualizagdo em microscopia de luz (DA SILVA FARIA et al.,
2008). Para contagem de corpos liteos foi utilizado aumento de 4 vezes, para foliculos antrais,
aumento de 10 vezes, e para foliculos em crescimento e foliculos primarios, aumento de 40

VEZCS.

4.4.8 Analise do comportamento materno

A andlise do comportamento materno foi realizada nos DL 5 e 10. Para realiza¢do do
teste, os filhotes foram removidos da caixa e a mae permaneceu sozinha por 30 minutos. Apos
este periodo, os filhotes foram colocados novamente na caixa e iniciou-se a gravagdo do
comportamento, sendo 1 sessdo de 30 minutos por rata. As sessdes ocorreram entre as 11h e
14h do ciclo claro/escuro. Os comportamentos observados foram: 1) tempo para recuperagao
do primeiro filhote; 2) tempo para recuperacdo de mais da metade dos filhotes; 3) tempo total
para recuperagdo de todos os filhotes; 4) nlimero de vezes que a matriz carregou os filhotes; 4)
full maternal behavior (nimero de vezes em que a mae permanece 3 minutos consecutivos
amamentando em cifose); 5) tempo total de estimulacdo dos tetos; 6) tempo total de limpeza
dos filhotes; 7) tempo total de construgdo de ninho; 8) tempo total amamentando em cifose; 9)
tempo total amamentando em qualquer posi¢do; 10) tempo total em que a rata passou sem
qualquer tipo de interagdo com os filhotes - auséncia de comportamento materno
(MONTAGNINI et al., 2016). O comportamento materno foi avaliado segundo a metodologia,
com algumas modificagdes, proposta por Myers et al. (1989) e Champagne et al. (2003).

4.5 Anailise estatistica

Inicialmente, uma andlise exploratoria foi conduzida para avaliar a distribuicdo normal
e homogeneidade das variancias para cada variavel através dos testes de Levene e Shapiro-
Wilk, respectivamente. Para os dados que apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade
de variancia, foram conduzidas andlises paramétricas (Teste 1 ou ANOVA de medidas
repetidas), sendo representados graficamente por meio da média + erro padrao da média. Na
auséncia de distribuicdo normal e/ou homogeneidade de varidncia, as varidveis foram

analisadas por testes ndo paramétricos (teste de Mann-Whitney), representados graficamente
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por meio da mediana e 1° e 3° intervalos interquartis. Utilizou-se o teste de Fisher para analise
estatistica dos graus de lordose referentes a avaliacdo do comportamento sexual, neste caso os
dados foram expressos em porcentagem. Tais andlises foram feitas por meio do programa
GraphPad Prism 7 e para analise do LQ e escore de lordose, o programa SPSS. Para cada
parametro analisado foi realizada analise exploratdria para exclusdo dos outliers. Para todos os

testes considerou-se nivel de significancia p<0,05.

32



5. RESULTADOS
5.1 Parametros metabolicos das ratas nuliparas

Com base na analise de medidas repetidas ANOV A, verificou-se que houve interagao
entre os dias (DPN 0 — 90) e os grupos (NL e LL) no peso corporal (F32.1056= 9,68, p<0,0001),
com efeito dia (F32.10s6=4299, p<0,0001) e grupo (F133=30,23, p<0,0001). A expansio do
tamanho da ninhada promoveu diminui¢ao do peso corporal a partir do DPN 25 até o DPN 90
(p<0,05) (Fig. 3A).

Apesar do menor peso corporal, as ratas LL apresentaram maior ingestdo alimentar em
todo o periodo analisado [t(21)=3,54, p=0,0019] (Fig. 3B). O grupo LL apresentou menor
distancia nasoanal nos DPN 21 [t (59) = 3.69, p = 0,0005] e 90 [t (33) = 2.84, p = 0,008] (Fig.
3C), e menor indice de Lee que o grupo LL no DPN 21 [t (59) = 2.19, p = 0,033], mas ndo no
DPN 90 [t (33) = 1.51, p=0,14] (Fig. 3D). Nao houve diferenga entre os grupos em relagdo ao
peso das adrenais [t(28)=1,45, p=0,16] e do tecido adiposo perirenal+perigonadal [t(32)=1,077,
p=0,29] (Fig. 3E). No entanto, no que se refere ao peso do tecido adiposo retroperitoneal, o
grupo LL obteve menor peso do que o grupo NL [t(31)=2,61, p=0,014] (Fig. 3F).

A andlise de medidas repetidas evidenciou que houve interagdo entre o tempo (0 — 120
minutos) e grupo (NL e LL) na glicemia do OGTT (F4.72= 5,92, p=0,0004), com efeito tempo
(F4.72=255,4, p<0,0001), mas sem efeito grupo (F1.15=2,59, p=0,12) (Fig. 4A). Este resultado
foi corroborado pela andlise da area sob a curva (AUC) da resposta glicémica que nao
apresentou diferenca [t (18) = 0,49, p = 0,63] entre fémeas LL e NL (Fig. 4B). Apesar de ndo
haver diferenca significativa entre os grupos considerando o teste como um todo, o grupo LL
apresentou maior glicemia do que as ratas de ninhada normal no tempo 15 minutos do OGTT
(p<0,001) (Fig. 4A). Embora o grupo LL tenha apresentado maior pico de glicemia, a anélise
de medidas repetidas demonstrou retorno glicémico ja no tempo 60 minutos, ou seja, a glicemia
apos 1 hora de sobrecarga de glicose ja ndo diferia da glicemia basal (p=0,73), o que
permaneceu no tempo 120 minutos (p=0,051). No entanto, no grupo NL o retorno glicémico
ocorreu somente apos 120 minutos da sobrecarga de glicose (p=0,97) (Fig. 4A). Também ndo
houve diferenga entre os grupos nas dosagens plasmaticas de triglicerideos [t(32)=0,76,
p=0,45] (Fig. 4C), colesterol total [t(33)=0,57, p=0,57] (Fig. 4D) e &cidos graxos livres
[t(32)=0,0046, p=0,99] (Fig. 4E).
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Fig. 3. (A) Curva de peso (g); (B) area sob a curva (AUC) da ingestdo alimentar (g/100g de
peso) do DPN 25 ao 90; (C) distancia nasoanal (cm); (D) indice de Lee (g1/3/cm); (E) peso de
tecido adiposo perigonadal + perirrenal (g/100 g); (F) tecido adiposo retroperitoneal (g/100 g)
de ratas de ninhadas normais (NL) e ninhadas expandidas (LL). O niimero de animais ¢
mostrado entre parénteses. Os dados sdo expressos graficamente como média £ SEM. O teste
t de Student foi utilizado para a andlise da AUC da ingestdo alimentar, distancia nasoanal,
indice de Lee, pesos do tecido adiposo perigonadal + perirrenal e retroperitoneal e ANOVA de
medidas repetidas para a curva de ganho de peso corporal. * p <0,05 NL versus LL.
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Fig. 4 (A) Glicemia apos teste oral de tolerancia a glicose (0GTT; mg/dL); (B) area sob a curva
(AUC) de OGTT de 0 a 120 min (mg/dL); (C) valores plasmaticos de triglicerideos (mg/dL);
(D) colesterol total (mg/dL); (E) acidos graxos livres (umoles/dL); e, (F) estradiol (pg/mL) de
ratas de ninhadas normais (NL) e ninhadas expandidas (LL). O nimero de animais ¢ mostrado
entre parénteses. Os dados sdo expressos graficamente como média + SEM. O teste t de Student
foi usado para a andlise de AUC de OGTT, valores de triglicerideos plasmaticos, colesterol
total, 4cidos graxos livres e ANOVA de medidas repetidas para glicemia durante OGTT. O
teste de Mann-Whitney foi usado para a andlise valores de estradiol plasmatico. * para p<0,05
NL versus LL e # para p<0,05 entre os pontos do OGTT do mesmo grupo.
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5.2 Parametros reprodutivos e comportamento sexual das ratas nuliparas

As ratas do grupo LL apresentaram primeiro estro tardio em comparagdo as ratas NL
[t(57)=2,24, p=0,03], diferenca ndo observada no tempo de abertura vaginal [t(59)=1,56,
p=0,13] (Tabela 1). Nao houve diferenca entre os grupos em relacdo ao periodo de
normalizagdo do ciclo estral [t(59)=1,22, p=0,23], coeficientes de proestro [t(33)=0,56,
p=0,58], estro [t(33)=0,09, p=0,93], diestro e metaestro [t(33)=0,41, p=0,68], nem em relacao
a duracao do ciclo estral [t(33)=0,84, p=0,41] (Tabela 1). Também ndo houve diferenga entre
os grupos em relagdo ao peso dos ovarios [t(32)=0,68, p=0,5] e utero [t(32)=0,34, p=0,74]
(Tabela 1).

Tabela 1. Abertura vaginal (dia pds-natal - DPN), primeiro estro (DPN), inicio da ciclicidade
(DPN), duracdao do ciclo (dias), coeficiente de proestro (%), coeficiente de estro (%) e
coeficientes de metaestro e diestro (%) de ratas de ninhadas normais (NL) e expandidas (LL).

NL LL

Abertura vaginal (DPN) 32,39 £ 0,36 (33) 33,32 £ 0,49 (28)
Primeiro estro (DPN) 35,19 £ 0,48 (31) 36,79 + 0,53 (28)*
Inicio da ciclicidade (DPN) 50,97 £ 1,01 (33) 52,93 £ 1,27 (28)
Duracao do ciclo (dias) 4,98 +0,39 (19) 4,54 £ 0,31 (16)

Coeficiente de proestro (%) 22,19 £ 1,54 (19) 23,41 £ 1,48 (16)
Coeficiente de estro (%) 25,18 £ 0,96 (19) 25,03 £ 1,39 (16)
Coeficiente de diestro (%) 52,63 + 1,95 (19) 51,56 £ 1,62 (16)
Ovarios (g/100g de peso) 0,02 + 0,001 (18) 0,02 £0,0009 (16)
Utero (g/100g de peso) 0,26 £0,02 (18) 0,27 £0,01 (16)

O niimero de animais ¢ mostrado entre parénteses. Os dados sdo expressos como média + SEM
e foram analisados pelo teste t de Student. * p <0,05 NL versus LL.

Os valores plasmaticos de estradiol das ratas subnutridas foram significativamente
maiores do que os animais de ninhada normal (U=20, p=0,02) (Fig. 4F), o que foi corroborado
pela analise histologica dos ovarios, ja que o nimero de foliculos antrais foi significativamente
maior no grupo LL (U=15, p=0,04) (Fig. 5A, D, E). No entanto, ndo houve diferenca entre os
grupos em relacdo a contagem de foliculos primarios (U=50, p>0,99) (Fig. 5B) e foliculos em

crescimento (U=46, p=0,78) (Fig. 5C).
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Fig. 5 (A) Numero de foliculos antrais; (B) nimero de foliculos primarios; (C) niimero de
foliculos em crescimento de ratas de ninhadas normais (NL) e expandidas (LL). O nimero de
animais ¢ mostrado entre parénteses. Os dados sdo expressos graficamente como mediana (1°
e 3° intervalo interquartil) para o teste de Mann-Whitney. * p <0,05 NL versus LL.
Fotomicrografias representativas dos foliculos antrais dos ovarios de ratas criadas em ninhadas
normais (D) e expandidas (E), representadas pelas setas. Coloragdo: hematoxilina e eosina.
Ampliacdo de 4x.
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As ratas subnutridas mostraram-se mais receptiveis aos machos na andlise do
comportamento sexual, demonstrado pela menor frequéncia de lordoses de magnitude 0
(p=0,0007) e maior frequéncia de lordoses de magnitude 3, em comparacdo com as ratas do
grupo controle (p=0,02). Nao houve diferenga, no entanto, em relagdo ao coeficiente de lordose

(U=58, P=0,17) e escore de lordose (U=77,5, p=0,74) (Tabela 2).

Tabela 2. Coeficiente de lordose (LQ= n° de posturas de lordose/montagens totais x 100),
escore de lordose (n° total da pontuacdo de lordose/n° total de respostas de lordose) e magnitude
de lordose (classificada em uma escala de 0 a 3, onde 0 ¢ a auséncia de lordose e 3 ¢ a lordose
maxima) de ratas de ninhadas normais (NL) e expandidas (LL).

Parametros NL (14) LL (12)
LQ (%) 80 [50-92.50] 85 [80-100]
Escore 2.21[1.24-4.07] 2.63 [1.85-2.94]
Magnitude 0 29% {41/140} 12% {14/120}*
Magnitude 1 23% {32/140} 20% {24/120}
Magnitude 2 31% {43/140} 38% {46/120}
Magnitude 3 17% {24/140} 30% {36/120}*

Para e LQ e escore, os dados sdo apresentados como mediana [1° - 3° intervalos interquartis],
analisados pelo teste de Mann-Whitney. Os dados de magnitude de lordose sdo apresentados
em porcentagem, com valores entre chaves mostrando o nimero de observagdes em cada grupo
de magnitude da lordose/nlimero do total de observacdes, analisados pelo teste exato de Fisher.
Os numeros entre as chaves representam o nimero de animais por grupo. *p<0,05 em
comparagdo com o grupo NL.

5.3 Comportamento materno geracio F0

Os parametros de comportamento materno da geragdo FO foram analisados pelo teste
de medidas repetidas ANOVA. A média + erro padrdo para cada parametro ¢ apresentada na
tabela 3 e a interacdo entre o tempo e grupo e o efeito do tempo e grupo € apresentada na tabela
4. Com base nas analises realizadas verificou-se um retardo na recuperacdo do primeiro filhote
e na recuperacao de mais da metade dos filhotes pelas matrizes de ninhada expandida no DL 5
e DL 10, sendo que o tempo para recuperagdo de mais da metade dos filhotes foi maior no DL
5 do que no DL 10 em ambos os grupos (Tabela 3).

Em relagdo a laténcia para recuperacdo de todos os filhotes, observou-se maior laténcia
nas matrizes de ninhada expandida (F1,14=6,38, p=0,02) no DL 5 ¢ DL 10, sendo que ambos os
grupos levaram mais tempo para recuperar todos os filhotes no DL 5 do que no DL 10. Nao

houve diferenca entre os grupos em relacdo numero de vezes em que a mae carregou os filhotes
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(seja para o ninho ou ndo) tanto no DL 5 como no DL 10, no entanto, ambos os grupos
carregaram mais vezes os filhotes no DL 10 do que no DL 5.

Nao houve diferenga entre os grupos em relagdo pardmetro denominado Full Maternal
Behavior, que indica a quantidade de vezes em que a matriz permaneceu pelo menos trés
minutos consecutivos amamentando mais da metade na ninhada em posigao cifotica, tanto no
DL 5 como no DL10.

Também ndo houve diferenga entre os grupos no tempo total destinado a estimulagao
dos tetos, tempo total destinado a limpeza dos filhotes, tempo total destinado a construg¢do do
ninho, nem no tempo total amamentando mais da metade da ninhada em cifose ou tempo total
amamentando em qualquer outra posi¢do, tanto no DL 5 como no DL 10. Além disso, o tempo
em que as matrizes ndo apresentavam comportamento materno também nao diferiu entre os

grupos, tanto no DL 5 como no DL 10.
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Parametros DL 5 DL 10
NL (9) LL (7) NL (9) LL (7)
Tempo para recuperacio do primeiro filhote
© 20,11 +3,39 46,71 £19,41* 20,56 + 2,35 53,43 £ 12,39*
s
Tempo para recuperacio de mais da metade
99,78 + 14,34% 170,3 £32,2*%% 87,33 +12,58 131,7 +£22,94*
dos filhotes (s)
Tempo total para recuperacio de todos os
168,6 + 20,4* 327,4 +£7447%  133,4+16,07 212,4 +£31,74*
filhotes (s)
Numero de vezes que a matriz carregou os
21,78 £ 3,47 32,71 +4,16 30,78 + 8,947 52,29 +7,72%
filhotes (s)
Full maternal behavior 1,33 +£0,55 1,857 +0,4 2,22+0,52 1,43 £0,48
Tempo total de estimulagio dos tetos (s) 26,87+ 7,09 24,57+6,5 14,11 +£ 5,36 11,86 + 3,65
Tempo total de limpeza dos filhotes (s) 140,8 + 32,98 142 + 35,41 130,3 + 35,42 136,7 + 39,89
Tempo total de construcio de ninho (s) 26,56 £ 7,29 29,29 £8,34 20+5,83 24,43 +£9,24
Tempo total amamentando mais da metade
366,7+ 11 544 + 65,33 560,7 +101,2 443,1 £111,7
da ninhada em cifose (s)
Tempo total amamentando em qualquer
379,1 £ 105,7 556,7 + 64,54 584,8 £ 100,5 459,4 £ 109,5
posicio (s)
Tempo total em que a rata passou sem
1227 £101,7 1047 + 82,28 1051 +106,3 1248 +141,7

qualquer tipo de interacio com os filhotes (s)

Tabela 3. Parametros do comportamento materno da geragdo FO.

O ntimero de animais ¢ mostrado entre parénteses. O grupo NL representa as matrizes com
ninhada normal e o grupo LL, as matrizes com ninhada expandida. s: tempo em segundos. Os
dados sdo expressos como média + erro padrdo. * indica p<0,05 entre as matrizes do grupo NL
e LL e*para p<0,05 dentro do mesmo grupo em dias diferentes.
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Tabela 4. Interagdo entre o tempo e grupo, o efeito do tempo e grupo da andlise de medidas repetidas ANOV A do comportamento materno da

geracao FO.

Parametros de comportamento

Interacgio entre tempo e grupo

Efeito tempo

Efeito grupo

materno
Valor de p Valor de p Valor de p

Tempo para recuperagio do F (1, 14)=0,1 0,65 F (1, 14)=0,28 0,61 F (1, 14)=5,32 0,04
primeiro filhote
Tempo para recuperaciio de mais _ F(l 14)=4 0.04 F(l. 14) =471 0.05
da metade dos filhotes F(,14)=128 0,28 (1,14)=4.89 ’ (1, 14)=4, ’
Tempo total para recuperacdo de = 0,16 F (1, 14) =781 0,01 F (1, 14)= 6,38 0,02
todos os filhotes F(,14)=221 ’ (1,14 =7, ’ (1, 14)=6, ’
Niimero de vezes que a matriz F (1, 14)=0,87 0,37 F (1, 14)=6,37 0,024 F (1, 14)=4,59 0,05
carregou os filhotes
Full maternal behavior F (1, 14)=1,97 018 F (1, 14)=024 0,63 F (1, 14)=0,06 0,81
;rei(‘::p“ total de estimulagio dos F (1, 14) = 0,0002 0,99 F (1, 14)=4,51 0,05 F(1,14)=0,13 0,73
Tempo total de limpeza dos F (1, 14)=0,03 0,88 F (1, 14)=0,24 0,63 F (1, 14) = 0,006 0,92
filhotes
Iien“l[l‘l;“ total de construgio de F (1, 14) = 0,0096 0,92 F (1, 14)= 0,44 0,52 F (1, 14)= 0,31 0,59
Tempo total amamentando mais _ -

= F(1,14)=02 0,61 F (1, 14)=0,07 0,79
da metade da ninhada em cifose F,14)=281 0.12 (1,14)=0,28 ( )
Tempo total amamentando em F(1,14)=4,13 0,06 F(1,14)=0,15 0,71 F (1, 14) = 0,05 0,82
qualquer posi¢ao
Tempo total sem qualquer tipo de F (1, 14) = 6,66 0,02 F (1, 14)=0,03 0,87 F (1, 14) = 0,004 0,95

interacao com os filhotes




5.4 Comportamento materno gera¢ao F1

Os parametros de comportamento materno foram analisados pelo teste de medidas
repetidas ANOVA. A média + erro padrdo para cada pardmetro ¢ apresentada na tabela 5 e a
interacdo entre o tempo e grupo e o efeito do tempo e grupo ¢ apresentada na tabela 6. Com
base nas andlises realizadas verificou-se que ndo houve diferenga na laténcia para recuperacao
do primeiro filhote, nem na laténcia para recuperacdo de mais da metade dos filhotes tanto no
DL 5 como no DL 10, no entanto, ambos os grupos obtiveram maior laténcia para recuperagao
de mais da metade dos filhotes no DL 5 do que no DL 10.

Nao houve diferenca entre os grupos em relacdo a laténcia para recuperagdo de todos
os filhotes nos dois dias analisados, porém, os dois grupos levaram mais tempo para recuperar
todos os filhotes no DL 5 do que no DL 10. Também nao houve diferenga entre os grupos em
relacdo ao numero de vezes que as matrizes carregaram seus filhotes, nem em relagdo ao
numero de vezes que as matrizes apresentaram Full Maternal Behavior, no DL 5 e DL 10, no
entanto, ambos os grupos apresentaram maior numero de vezes de Full Maternal Behavior no
DL 10 do que no DL 5.

As fémeas LL ndo diferiram das NL, nos dois dias analisados, em relagdo ao tempo
total destinado a estimulagdo dos tetos, tempo total destinado a limpeza dos filhotes, tempo
total destinado a construgdo do ninho, nem no tempo total destinado a amamentacao na posi¢ao
cifotica, embora, ambos os grupos tenham permanecido maior tempo amamentando em cifose
no DL 10 do que no DL 5.

Também ndo houve diferenga entre os grupos em relagao ao tempo total amamentando
em qualquer posicdo, e, em relacdio ao tempo em que as matrizes ndo apresentavam

comportamento materno, tanto no DL 5 como no DL 10.
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Tabela S. Parametros do comportamento materno da geragdo F1.

Parametros DL 5 DL 10
NL LL NL LL
123,3 + 50,65 99,22 + 43,36 63,2 £24,95 26,56 + 5,99
Tempo para recuperacio do primeiro filhote (s)
(10) ) (10) )
Tempo para recuperaciio de mais da metade dos 574,8 £ 189,3 192,3 + 66,77 98,44 + 15,46# 63,33+ 9,15#
filhotes (s) ) 9) ) )
Tempo total para recuperacio de todos os filhotes 285,3+ 95,86 313,8 + 80,99 180,2 + 44,71# 117,7 18,03#
) (6) ©) (6) ©)
Numero de vezes que a matriz carregou os 9,2+ 1,53 9,111 +1,09 11,67 + 1,86
16,6 + 5,21 (10)
filhotes (s) (10) 9) 9)
0,7 £0,42 1,111 +0,45 4 1,667 + 0,5#
Full maternal behavior 1,8 + 0,427 (10)
(10) ©) ©)
9,7+ 2,51 21,33+ 6,14 16,22 + 3,55
Tempo total de estimulaciio dos tetos (s) 23,8+6,29 (10)
(10) 9 9
125 +£22,25 104,1 + 15,64 213,2 +43,07 150,8 +41,19
Tempo total de limpeza dos filhotes (s)
(10) (®) (10 )
5,1+1,99 6,333 + 1,68 7,2 + 4,69 2,778 £ 1,97
Tempo total de construcio de ninho (s)
(10) 9 (10) 9
Tempo total amamentando mais da metade da  248,8 + 106,2 352,1+£924 470,9 + 84,86# 472,6 + 81,69#
ninhada em cifose (s) (10) 9) (10) 9)
Tempo total amamentando em qualquer posi¢cio 436,2 +£97,17 462,6 £ 87,32 514,7 +79,09 498,8 £ 72,4
() (10) 9 (10) 9
Tempo total em que a rata passou sem qualquer 1224 +£113,9 1161 +£94,19 1041 + 96,67 1131 +£102,4
tipo de interaciio com os filhotes (s) (10) 9) (10) 9)

O nimero de animais ¢ mostrado entre parénteses. O nimero de animais ¢ mostrado entre
parénteses. O grupo NL representa as f€meas de ninhada normal e o grupo LL, as fémeas de
ninhada expandida. S: tempo total em segundos. Os dados sdo expressos como média + erro
padrdo. # para p<0,05 dentro do mesmo em dias diferentes.
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Tabela 6. Interagdo entre o tempo e grupo, o efeito do tempo e grupo da andlise de medidas repetidas ANOV A do comportamento materno da

geracao F1.

Parametros de comportamento

Interacgio entre tempo e grupo

Efeito tempo

Efeito grupo

materno
Valor de p Valor de p Valor de p
Tempo para recuperagio do F (1,17)=0,03 0,87 F (1,17)=3,08 0,09 F(1,17)=0,77 0,39
primeiro filhote
Tempo para recuperaciio de mais _ F(1.16)= 0.01 F (1. 16) = 4.40 0.05
da metade dos filhotes F(,16)=29 0.11 (1,16)=3838 ’ (1, 16)=4, ’
Tempo total para recuperacio de _ 0.46 F(l.13)=6.28 0.03 F(l.13)=0.06 0.82
todos os filhotes F(,13)=057 4 (1,13)=6, ’ (1,13)=0, ’
Niimero de vezes que a matriz F (1, 17)=0,68 0,42 F (1, 17)=2,86 011 F (1, 17)= 0,64 0,43
carregou os filhotes
Full maternal behavior F(1,17)=0,51 0,49 F(1,17)=4,68 0,05 F(1,17)=0,08 0,79
;rimp" total de estimulagdo dos F (1, 17) = 4,03 0,06 F(1,17)=0,88 0,36 F(1,17)=0,16 0,69
etos

Tempo total de limpeza dos _ F(l 17)=2.22 0.16 F(l.17)=0.18 0.68
filhotes F(1,17)=2,02 017 (1,17)=2, , (1,17) =0, ,
Tempo tofal de construgao de F(1,17)=0,76 0.4 F(1,17)=0,05 0,83 F(1,17)=037 0,55
ninno
Tempo total amamentando mais _ -

= F(1,17)=5,01 0,04 F(1,17)=024 0,63
da metade da ninhada em cifose F(1,17)=044 0.52 (1, 17)=50 ( )
Tempo total amamentando em F (1,17)=0,07 0,79 F(1,17)=0,52 0,48 F (1, 17)= 0,003 0,95
qualquer posi¢ao
Tempo total sem qualquer tipo de F(1,17)=0,74 0,40 F(1,17)= 1,42 0,25 F(1,17)=0,01 0,91

interacao com os filhotes
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5.5 Analise de fertilidade

Nao houve diferenca entre os grupos em relacdo ao nimero de corpos luteos
[t(18)=0,55, p=0,59], taxa de implantacao [t(15)=1,63, p=0,12], taxa de perda pré-implantacao
[t(15)=1,63, p=0,12], taxa de perda pos-implanta¢do (U=39, p=0,97), nimero de fetos vivos
(U=49, p=0,95), e taxa de viabilidade fetal (U=35, p=0,97) (Tabela 7).

Tabela 7. Nimero de corpos liteos, nimero de fetos vivos, taxa de implantacao (%), taxa de
perda pré-implantagao (%), taxa de perda pos-implantag@o (%) e taxa de viabilidade fetal (%)
de ratas normais (NL) e ninhadas grandes (LL). O niimero de animais ¢ mostrado entre
parénteses.

NL LL
Numero de corpos luteos 16,30 + 0,79 (10) 15,60 + 0,99 (10)
Numero de fetos vivos 13 [12,75-14] (10) 13,00 [12-14] (10)
Taxa de implantacao (%) 79,61 £1,73 (8) 86,33 £3,56 (9)
Taxa de perda pré-implantagdo (%) 20,39+ 1,73 (8) 13,67 + 3,56 (9)
Taxa de perda pos-implantacao (%) 3,33 [0-7,02] (8) 2,94 [0-7,143] (10)
Taxa de viabilidade fetal (%) 96,67 [92,98-100] (8) 94,12 [92,86-100] (9)

Os dados sao expressos como média + SEM para o teste t de Student (nimero de corpos luteos,
taxa de implantacgdo e taxa de perda pré-implantacdo) e mediana (1° e 3° intervalo interquartil)
para o teste de Mann-Whitney (niimero de fetos vivos, taxa de perda pos-implantacdo e taxa
de viabilidade fetal).
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6. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a subnutricdo pds-natal induzida pelo método de
expansdo do tamanho da ninhada resultou em menor peso desde a infancia até a idade adulta,
redu¢do da adiposidade e do crescimento longitudinal, apesar do aumento da ingestao alimentar
em ratas adultas. Curiosamente, esses efeitos foram acompanhados pelo aumento do nimero
de foliculos antrais nos ovarios, dos valores plasmaticos de estradiol e da receptividade sexual
desses animais.

De fato, menor peso corporal e comprimento em ratas de ninhadas expandidas no
desmame e na idade adulta estdo de acordo com dados anteriores (REMMERS; FODOR;
DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2008). Apesar da redugao do peso corporal e da adiposidade
das ratas LL, esses animais apresentaram aumento na ingestdo alimentar, conforme
demonstrado por Marangon et al. (2020), em que os ratos LL eram hiperfagicos.
Semelhantemente, a restricao caldrica/proteica materna durante o periodo de lactacdo promove
hiperfagia em machos e fémeas, embora esses animais permane¢cam com peso corporal inferior
ao grupo controle (ZAMBRANO et al., 2006; JIMENEZ-CHILLARON et al., 2006).

Anteriormente, ja foi demonstrado que a redug¢do da adiposidade induzida pela
subnutri¢do neonatal estd associada a concentracdes plasmaticas mais baixas de leptina e
insulina (LOPEZ- SOLDADO; MUNILLA ¢ HERRERA, 2006), o que pode estar relacionado
com a estimulagdo do sistema NPY hipotaldmico, demonstrado por um numero aumentado de
neurdnios NPY no ARC e densidade aumentada de fibras NPY no PVN (ENGELBREGT et
al., 2001; PLAGEMANN, 2006; REMMERS; FODOR; DELEMARRE-VAN DE WAAL,
2008). Visto que o NPY atua no eixo orexigeno (SCHUWARTZ et al., 2000), o aumento da
libera¢do de NPY, como observado em animais LL, poderia explicar a maior ingestao alimentar
nas ratas de ninhada expandida no presente estudo.

Apesar de apresentarem maior ingestao alimentar desde a infancia até a idade adulta, as
ratas LL permaneceram com peso inferior ao grupo NL, evidenciando uma disfun¢do no
metabolismo energético. Animais subnutridos por restricdo calorica/proteica materna durante
a lactacdo possuem um perfil semelhante decorrente de alteragcdes no eixo hipotalamo-hipofise-
tircoide, que resultam em elevacdo dos valores plasmaticos dos hormonios tireoidianos
(PASSOS et al., 2002)

Embora os animais do grupo LL ndo tenham apresentado catch-up durante o periodo
avaliado, Lopez-Soldado et al. (2006) observaram catch-up em fémeas LL aos 20 meses de
idade. O perfil lipidico desses animais LL aos 20 meses apresentou valores mais elevados de

colesterol total, com aumento da fragdo HDL e LDL, sem diferenca nos valores de
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triglicerideos, diferentemente do presente estudo, onde ndo foi observada diferenca no perfil
lipidico do grupo NL e LL. Assim, o cafch-up e suas alteracdes metabolicas associadas,
possivelmente, levariam mais tempo para ocorrer em fémeas LL.

A expansdo do tamanho da ninhada resultou em maior pico de glicose aos 15 minutos
do OGTT no grupo LL, sem diferencas na glicemia nos demais pontos, o que pode indicar um
sinal precoce e discreto de intolerdncia a glicose nesses animais. Waterland e Garza (2002)
observaram menor resposta insulinica ao estimulo de glicose em machos LL, portanto, o fato
do grupo LL ter apresentado pico de glicose mais elevado pode ser devido aos menores valores
de insulina circulante. Por outro lado, outro estudo demonstrou que, em fémeas LL, a glicemia
apos sobrecarga de glicose ndo difere do grupo controle, apesar desses animais possuirem
menores valores plasmaticos de insulina, sugerindo um aumento da sensibilidade a acdo deste
horménio (LOPEZ-SOLDADO; MUNILLA; HERRERA, 2006), o que contribui para o
retorno dos valores de glicose aos valores de pré-carga (NATHAN et al., 2007).

No presente estudo, as ratas da ninhada expandida apresentaram atraso no inicio da
puberdade, observado pela ocorréncia tardia do primeiro estro, sem diferenca na abertura
vaginal. De acordo a literatura, o atraso no inicio da puberdade em animais submetidos a
subnutricdo no inicio do desenvolvimento ¢ esperado. O estudo de Caron et al. (2012),
realizado com camundongos fémeas de ninhada expandida, observou atraso na abertura vaginal
e primeiro estro, o que foi atribuido a menor densidade de fibras kisspeptina no nucleo pré-
optico mediano em comparagdo com animais alimentados normalmente. No entanto, Smith e
Spencer (2012) demonstraram que ratas subnutridas devido a expansao do tamanho da ninhada
nao diferiram de ninhadas normais na abertura vaginal, que foi usada como marco para o inicio
da puberdade, e nos valores de estradiol no dia da abertura vaginal, sem diferen¢a na quantidade
de neuronios kisspeptina no nucleo antero-ventral periventricular.

Ratas LL apresentam uma redug@o persistente no peso corporal e atraso no inicio da
puberdade, alteragdes que foram acompanhadas por uma diminui¢do nos valores de leptina e
RNA mensageiro (mRNA) de Kissl no hipotadlamo, indicando que os déficits de energia nos
estagios iniciais do desenvolvimento tém um impacto inibitério duradouro na expressdo do
mRNA de Kissl no hipotdlamo (CASTELLANO et al., 2011). Curiosamente, neste mesmo
estudo, as ratas subnutridas na puberdade também apresentaram respostas gonadotropicas
aumentadas ao estimulo externo de kisspeptina.

A abertura vaginal e a ciclicidade estral sdo consideradas marcos do inicio da puberdade
em ratas. O periodo de abertura vaginal coincide com a primeira ovulagdo seguida do primeiro

estro; entretanto, esses eventos podem ser dissociados se houver alteragcdo nas concentragdes
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de estradiol circulante, que podem ser suficientes para estimular a maturagdo do epitélio
vaginal, mas ndo suficientes para promover picos de LH e FSH necessérios para a ovulagao
(RIVEST, 1991). Assim, ¢ possivel que a subnutricao durante a lactacdo pode ser responsavel
por alteracdes nas concentracdes ou acdes do estradiol em ratas puberes, que apresentaram
atraso na primeira ovulagdo e ndo na abertura vaginal. No entanto, esse prejuizo na ciclicidade
estral em ratas LL parece desaparecer ao longo do desenvolvimento sexual, uma vez que ndo
foram observadas alteragdes no inicio da ciclicidade, duracdo dos ciclos estrais ou coeficientes
das fases do ciclo estral em comparacao com as NL.

Curiosamente, na idade adulta, o grupo LL apresentou valores plasmaticos mais
elevados de estradiol na tarde do proestro, acompanhados de aumento do niumero de foliculos
antrais, conforme revelado pela analise histologica dos ovarios, sugerindo que a acdo das
gonadotrofinas LH e FSH também pode estar aumentada nesses animais. De modo semelhante,
Da Silva Faria et al. (2008) demonstraram que a subnutri¢do materna durante a lactacdo foi
responsavel por mudancas nos pardmetros reprodutivos da prole durante a puberdade, como
aumento do numero de foliculos pré-antrais e pequenos foliculos antrais, associado a aumento
da expressao de receptores de FSH e LH nos ovarios e aumento dos valores circulantes de FSH,
responsavel pela foliculogénese.

Paralelamente ao aumento dos valores de estradiol circulante, as ratas LL também
apresentaram maior receptividade ao macho, observada pela maior intensidade de lordose. O
comportamento sexual de ratas estd intimamente relacionado com a producdo/agcdo dos
horménios ovarianos estradiol e progesterona. Ratas ovariectomizadas apresentam
comportamento sexual positivo ao administrar apenas estradiol, e a intensidade da resposta ¢
dependente da dose (POWERS, 1970). Dessa forma, sugerimos que a maior receptividade
sexual das fémeas LL, seja devido a elevagdo dos valores plasmaticos de estradiol nesses
animais.

Até o momento, ndo existem estudos que tenham avaliado o efeito da subnutri¢ao pds-
natal induzida pela expansdo do tamanho da ninhada no comportamento sexual de ratas adultas.
No entanto, Matsuzaki et al. (2018) observaram que a subnutricdo pré-natal induzida pela
restricao alimentar materna resultou em menor coeficiente de lordose e taxa de lordose na prole
(ratas ovariectomizadas com idade aproximada de 80 dias) e que esses resultados estariam
relacionados & menor expressdo de receptores de progesterona no hipotdlamo. Esses dados
sugerem que dependendo do periodo do desenvolvimento e a severidade da subnutri¢do, os

efeitos sobre o sistema reprodutor feminino podem divergir. Além disso, nosso estudo também
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¢ pioneiro em demonstrar que a expansdo do tamanho da ninhada ndo altera pardmetros de
fertilidade.

O presente estudo verificou que matrizes de ninhadas expandidas apresentam um
retardo na recuperagdo do primeiro filhote em comparagdo com as matrizes de ninhadas
normais, no entanto, existe uma lacuna na literatura em relacdo ao efeito da expansdo do
tamanho da ninhada em relagdo aos fatores que poderiam explicar tal resultado. Sabe-se que o
retrieval behavior esta diretamente relacionado a motivagdo materna (BAYERL et al., 2016),
e dessa forma, ¢ possivel que as matrizes de ninhada expandida apresentem menor motivagao,
possivelmente, devido ao estresse decorrente da expansdo da ninhada e aumento da demanda
energética. As matrizes de ninhada expandida também levaram mais tempo para a recuperagao
de mais da metade dos filhotes e para a recuperacdo de todos os filhotes, o que ¢ esperado ja
que o tamanho da ninhada ¢ maior. Curiosamente, tanto matrizes de ninhadas expandidas como
matrizes de ninhadas normais levaram mais tempo para recupera¢do de mais da metade dos
filhotes e todos os filhotes no DL 5 do que no DL 10.

Embora as matrizes de ninhadas expandidas levem mais tempo para recuperar o
primeiro filhote, elas ndo apresentam diferencas com o grupo controle em relagdo aos demais
parametros do comportamento materno, ou seja, ndo existe prejuizo no tempo destinado ao
cuidado e amamentagdo dos filhotes, o que estd de acordo com o estudo de Champagne et al.
(2003), que demonstrou ndo haver diferengas nos comportamentos de limpeza e cuidado dos
filhotes e amamenta¢do na posicao cifotica entre ninhadas de tamanhos diferentes (5 a 18
filhotes).

Segundo Champagne et al. (2003), o comportamento materno da matriz ¢ transmitido
para a prole feminina. No entanto, embora o presente estudo tenha demonstrado que as matrizes
de ninhada expandida levaram mais tempo para recuperacdo do primeiro filhote, a prole dessas
fémeas (geragdo F1, grupo LL) ndo apresentou diferencas, em comparacdo com o grupo
controle, na laténcia de recuperagdo do primeiro filhote, mais da metade ou todos os filhotes.

A andlise do comportamento materno da geragdo F1 revelou que ndo houve diferencas
entre o grupo LL e o grupo controle em relagdo ao cuidado e limpeza dos filhos, nem em relagéo
a amamentacdo ou posicdo cifotica. Dessa forma, nosso estudo também ¢é pioneiro em
demonstrar que a subnutricdo moderada no periodo da lactacdo ndo resulta em prejuizos na
responsividade materna. Felix et al. (2014) demonstraram que fémeas subnutridas durante o
periodo gestacional e lactacional apresentam retardo na recuperagdo do primeiro filhote e de
metade na ninhada, além de destinarem menos tempo na constru¢do do ninho. Enquanto que

Salcedo et al. (2018) demonstrou prejuizos na posi¢ao cifotica de amamentacdo de fémeas
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subnutridas. Os autores afirmam que a subnutricdo no periodo perinatal altera o
desenvolvimento e funcionalidade do sistema nervoso central, resultando em deficiéncias
cognitivas atencionais que prejudicam a responsividade materna.

Sabe-se que a neurogénese no circuito materno cortical e subcortical e a conectividade
aferente ocorrem, principalmente, durante a terceira semana de gestacdo (SALAS et al., 2019).
Portanto, ¢ possivel sugerir que o periodo intrauterino ¢ crucial para o desenvolvimento das
estruturas relacionadas a expressdo do comportamento materno, sendo que complicagdes
nutricionais nesse periodo resultam, em longo prazo, em prejuizos na resposta materna aos
filhotes, enquanto que a nutri¢do insuficiente apenas no periodo lactacional ndo repercute
negativamente no comportamento materno desses animais.

E importante ressaltar que os dados do presente estudo que diferem de outros estudos
podem ser atribuidos a diferentes espécies de animais € modelos de subnutri¢ao utilizados, uma
vez que a duragdo e a gravidade da subnutricdo podem ser responsaveis por diferentes graus e
tipos de alteragdes metabodlicas e reprodutivas.

Assim, apesar do presente estudo demonstrar que a subnutricdo durante o periodo
lactacional induzida pela expansdo do tamanho da ninhada promove aumento do nimero de
foliculos antrais, estradiol circulante e melhor performance no comportamento sexual, ndo
significa, necessariamente, que a subnutri¢ao induzida pela expansdo do tamanho da ninhada
resulta em beneficios no perfil reprodutivo desses animais, uma vez que o aumento dos valores
de estradiol, principalmente a exposi¢ao prolongada, pode promover repercussdes indesejadas,
como potencializar o surgimento de tumores em 6rgdos-alvo do estradiol, como mama e ttero

(SILVA et al., 2004; ALBERNAZ, 2013).

7. CONCLUSAO

De acordo com os dados encontrados, a subnutri¢do pds-natal resulta em repercussdes
no metabolismo, programando os animais a permanecerem com menor peso ainda que possuam
maior ingestdo alimentar. Além disso, o nosso modelo de subnutricdo pds-natal resultou em
alteracdo do perfil reprodutivo devido a elevagdo dos valores plasmaticos de estradiol, que,
embora inicialmente possa parecer uma vantagem, devido a melhor performance no
comportamento sexual demonstrado pelo grupo subnutrido, em longo prazo, pode repercutir

negativamente.
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