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RESUMO

A ingestédo caldrica excessiva e o rapido ganho de peso durante o periodo pos-natal
sao fatores de risco para o desenvolvimento da obesidade durante a idade adulta.
Esse desfecho metabdlico que resulta em ganho de peso corpéreo pode ser mediado
por disturbios enddcrinos durante periodos criticos de desenvolvimento. Assim, esse
trabalho propds-se a avaliar a influéncia do glucagon-like peptide-1 (GLP-1) e da
colecistocinina-8 (CCK-8) na homeostase energética em ratos machos adultos jovens
(60 dias) superalimentados na fase neonatal, por redu¢do no numero de filhotes por
ninhada (3 filhotes na ninhada reduzida (NR) vs 12 filhotes na ninhada normal(NN)).
Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a superalimentacao na
fase neonatal promoveu aumento de peso que perdurou até a fase adulta, aumento
na deposicado de gordura visceral (aumento de adipécitos em nimero e tamanho),
dislipidemia, hiperleptinemia e alteragdo da homeostase glicémica, incluindo o
desenvolvimento de resisténcia a insulina. Aléem disso, os animais de ninhada
reduzida (NR) apresentaram uma sensibilidade diminuida a noradrenalina, com menor
elevacdo na temperatura corporal apos a estimulacdo do tecido adiposo marrom
(BAT) pelo agonista de receptor adrenérgico arterenol. Os animais NR foram
resistentes a acao anorexigénica, hipoglicemiante, hiperinsulinémica e termogénica
do GLP-1. Para identificar os substratos neurais que poderiam estar envolvidos na
mediacao do efeito anorexigeno do GLP-1 periférico, foi avaliada a expresséo de c-
Fos em algumas estruturas de tronco cerebral (AP e NTS) e do encéfalo (CeA, PVN,
ARC, DMH e VMH). A analise imuno-histoquimica de &reas cerebrais revelou um
aumento no numero de neurbnios que expressam proteina c-Fos (indicador de
ativacdo neuronal) em animais NN apds a administracédo i.p de GLP-1. Ndo houve
aumento na expressao de c-fos nos animais NR, indicando atenuacao da sinalizacao
central ao GLP-1. Resultados semelhantes foram encontrados para a CCK-8, i.e.,
animais NR apresentaram atenuagdo da resposta anorexigénica, termogénica, de
atraso do esvaziamento géastrico e de ativacdo neuronal estimulada por esse
hormoénio. Este estudo fornece novas evidéncias que relacionam o0 sobrepeso

apresentado pelos animais NR a menor responsividade ao GLP-1 e CCK-8, tanto na



supressdo do apetite, quanto na elevacdo do gasto energético via termogénese
adaptativa promovida pelo tecido adiposo marrom, que se estabelecem em
decorréncia de um rearranjo morfofuncional de neurbnios responsaveis pela
homeostase energética. Estes dados apontam que o periodo pds-natal é crucial no
estabelecimento do controle metabdlico e neural da ingestdo e do crescimento
corpéreo. Considerando que a superalimentagcdo precoce exerce efeitos duradouros
capazes de reprogramar esses mecanismos reguladores é importante evitar o

consumo de energia excessivo nesse periodo de desenvolvimento.

Palavras-chave: Superalimentagdo. Colecistocinina. Glucagon-like peptide-1.
Excesso de peso. Resisténcia.



ABSTRACT

Excessive caloric intake and rapid weight gain during the postnatal period are risk
factors for the development of obesity during adulthood. This metabolic outcome that
results in body weight gain may be mediated by endocrine disturbances during critical
periods of development. Thus, this paper proposed to evaluate the influence of the
glucagon-like peptide 1 (GLP-1) and of cholecystokinin-8 (CCK-8) on energetic
homeostasis in adult young male animals (60 days) overfed on neonatal phase by
reduction in the number of pups by litter (3 pups in the small litter (SL) vs 12 pups in
the normal litter (NL)). The results obtained in this study demonstrated that neonatal
overfeeding promoted weight gain that remained until adult phase, increase in visceral
fat deposition (increase in adipocytes in number and size), dyslipidemia,
hyperleptinemia and altered glycemic homeostasis, including the development of
insulin resistance. Besides, small litter animals (SL) had a decreased sensitivity to
noradrenalin, with lower elevation in body temperature after stimulation of brown
adipose tissue (BAT) by the agonist adrenergic receptor arterenol. The SL animals
were resistant to the anorexigenic, hypoglycemic, hyperinsulinemic and thermogenic
action of GLP-1. To identify neural substrates that could be involved in the mediation
of peripheral GLP-1, c-Fos expression was evaluated in some structures of brainstem
(AP and NTS) and encephalic structures (CeA, PVN, ARC, DMH and VMH).
Immunohistochemical analysis of brain areas revealed an increase in the number of
neurons that express c-Fos protein (neuronal activation indicator) in NL animals after
GLP-1 i.p. administration. There was no increase in c-fos expression in SL animals,
indicating attenuation of central signaling to GLP-1. Similar results were found for CCK-
8, i.e., SL animals showed attenuation of the anorexigenic action, thermogenic action,
delayed gastric emptying and neuronal activation stimulated by this hormone. This
study provides new evidence linking the overweight presented by SL animals to less
responsiveness to GLP-1 and CCK-8, both in appetite suppression as energy
expenditure via adaptive thermogenesis promoted by brown fat tissue, which
establishes due to neurons morphofunctional rearrangement responsible for energetic

homeostasis. These data reinforce that immediate post-natal period is crucial in



establishment metabolic and neural control of body ingrowth and growth. Considering
that overfeeding has everlasting effects, which are capable of reprogramming these
regulating mechanisms, it is important to avoid excessive energy consumption during

this development period.

Key words: Overfeeding. Cholecystokinin. Glucagon-like peptide-1. Overweight.

Resistance.
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1 INTRODUCAO

A obesidade € um fenbmeno mundial que tem atingido um grande namero de
individuos, independente de género, raca, idade e classe social. Quanto mais
prevalente se torna a obesidade, maior é o estimulo para avaliar grupos populacionais
mais suscetiveis, como criancas e adolescentes que chamam a atencdo por
manterem o padréo obeso na vida adulta (ALVES et al., 2004; FISBERG, 2004;
TASSITANO et al., 2009).

O excesso de peso e as alteracdes metabdlicas associadas tem alcancado
niveis epidémicos em nossa sociedade e representam um crescente problema de
saude publica em criancas e adultos. O peso corporal depende do equilibrio entre a
ingestdo e o gasto calérico, bem como de a¢des hormonais, neurais, genéticas, da
microbiota, entre outros. A obesidade se desenvolve quando a ingestdo excede o
gasto e ha um acumulo excessivo de gordura nos tecidos periféricos, como o tecido
adiposo branco (WAT), figado e musculo (FAROOQI; O'RAHILLY, 2007; FLIER, 2004;
FRIEDMAN, 2003;).

A mé nutricdo durante periodos criticos de desenvolvimento, tanto no Utero
como na fase pés-natal, é um fator de risco sugerido para a obesidade e disturbios
metabdlicos associados na vida adulta, possivelmente afetando o desenvolvimento
normal dos circuitos neuronais que regulam o balanco energético (GALJAARD;
DEVLIEGER, VAN ASSCHE, 2013; HALES; BARKER, 1992; McMILLEN;
ROBINSON, 2005; PLAGEMANN, 1992;). As ideias de Hales e Barker estao
diretamente ligadas ao conceito de programacao: um processo pelo qual um estimulo
ou insulto durante um periodo critico de desenvolvimento tem consequéncias
duradouras ou ao longo da vida (HALES, BARKER, 1992). Uma vez que esta hipbétese
foi proposta, muitos estudos em todo o mundo demonstram que fatores ambientais
como a nutricao fetal e neonatal durante os periodos perinatais criticos desempenham
um papel fundamental no desenvolvimento da obesidade e patologias metabdlicas
associadas, como doencas cardiovasculares e diabetes tipo 2 (LOPEZ et al., 2005;
PLAGEMANN, 2006a e b).
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Um modelo classico de programacédo nutricional neonatal € a manipulagéo do
tamanho da ninhada nos primeiros dias de vida. Ratos submetridos a restricdo do
namero por ninhada (NR) ganham mais peso do que o0s ratos que crescem em
ninhadas normais (NN). Os ratos NR exibem excesso de peso, hiperleptinemia,
hiperinsulinemia, tolerancia a glicose diminuida e aumento da pressdo arterial
sistdlica. O aspecto chave desse modelo € que esses ratos mantém o fenétipo obeso
e os disttrbios metabolicos associados ao longo de suas vidas (LOPEZ et al., 2005;
LUCAS, 1998; PLAGEMANN et al.,, 1992). Quanto ao comportamento hiperfagico,
existem varias discrepancias na literatura (DAVIDOWA,; LI; PLAGEMANN, 2002;
PLAGEMANN et al., 1999c e d). Os dados sugerem que outros componentes
envolvidos na homeostase energética, como alteracdes na eficiéncia metabdlica,
adipogénese ou gasto de energia podem estar modificados em ratos adultos de NR.
A literatura também sugere que a ingestdo energética excessiva nos periodos
neonatais tem forte impacto nos mecanismos e circuitos hipotalamicos que regulam a
ingestdo de alimentos, um passo fundamental no desenvolvimento da obesidade
(PLAGEMANN, 2006; PLAGEMANN et al., 2000).

Até o presente momento, ainda ndo se conhecem precisamente O0s
mecanismos que induzem a obesidade, todavia ha um consenso cientifico de que o
padrdo genético, habitos alimentares e o0 sedentarismo, em conjunto ou
separadamente atuam diretamente para 0 estabelecimento desse quadro
(LACLAUSTRA; CORELLA; ORDOVAS, 2007; STOLAR, 2007). Véarios horménios
envolvidos na regulacdo do peso corporal, como insulina, leptina e grelina (BOURET,
2013; BOUREY; SIMERLY, 2004, 2006; DAVIDOWA,; ZISKA; PLAGEMANN, 2004;
STECULORUM; BOURET, 2011), exercem funcdes neurotroficas no hipotalamo,
modulando a plasticidade neuronal, porém pouco se sabe sobre o papel da
colecistocinina-8 e do glucagon-like peptide-1 nesse processo. A contribuicdo
individual desses sinais continua a ser estabelecida, mas parece que eles agem de
maneira muito precisa e orquestrada. Investigagoes atuais e futuras irdo penetrar nos
mecanismos moleculares subjacentes da obesidade e da sindrome metabdlica,
auxiliando a identificacdo de novos alvos nutricionais e farmacolégicos para

estratégias de tratamento a fim de combater as consequéncias da obesidade humana.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Obesidade na infancia é encarada como uma patologia nutricional séria, que
vém aumentando de forma alarmante ndo so na sociedade brasileira atual, mas a nivel
mundial. Além disso, 0 excesso de peso esta alcancando indices preocupantes no
que concerne a saude publica, com alta prevaléncia e forte impacto na vida das
criancas, com consequéncias fisicas, sociais, econdémicas e psicologicas (MELLO et
al., 2010). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a prevaléncia mundial da
obesidade mais do que duplicou entre 1980 e 2014. Em 2014, estimou-se que 41
milhdes de criangas menores de 5 anos tinham excesso de peso ou estavam obesas.
Se as tendéncias atuais continuarem, o numero de criangas com sobrepeso ou obesas
aumentara para 75 milhdes até 2025 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

No Brasil, os inquéritos populacionais tém registrado um alarmante aumento na
incidéncia de obesidade infantil nas ultimas trés décadas. De acordo com a Pesquisa
de Orcamentos Familiares (POF 2008-2009), 33.5% das crian¢as de cinco a nove
anos apresentam excesso de peso. A prevaléncia de excesso de peso em criancas
nessa faixa etéria oscilou de 25 a 30% nas regides Norte e Nordeste (mais do que
cinco vezes a prevaléncia de déficit de peso), e de 32 a 40% nas regides Sudeste, Sul
e Centro Oeste. Os estudos mostram também que, apesar da desnutricdo ainda ser
uma triste realidade no Brasil, ha pelo menos 11,3 milhées de brasileiros acima do
peso adequado (IBGE, 2011).

Quanto mais prevalente se torna a obesidade, maior € o estimulo para avaliar
grupos populacionais mais suscetiveis, como criangas e adolescentes que chamam a
atencao por manterem o padrdo obeso na vida adulta (ALVES et al., 2004; FISBERG,
2004; TASSITANO et al., 2009). As estimativas mostraram que o risco de obesidade
tardia foi duas vezes maior para criangas obesas do que para criancas ndo obesas
(EBBELING; PAWLAK; LUDMIG, 2002).

A obesidade na infancia estd associada com uma ampla gama de complica¢cfes
graves de saude e um risco aumentado de inicio prematuro de doencas, incluindo
diabetes mellitus tipo 2, hipertenséo, puberdade precoce, irregularidades menstruais,

sindrome do ovario policistico, esteatose hepatica, apneia do sono, asma, hipertensao
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intracraniana benigna, distdrbios musculoesqueléticos e problemas psicoldgicos.
Recentemente, também tem sido associada ao aumento da mortalidade na idade
adulta (LAKSHMAN; ELKS; ONG, 2012; REILLY et al., 2003; TWIG et al., 2016).

Todos os aspectos do ambiente no qual as criancas sédo concebidas, nascidas
e criadas podem contribuir para o risco de se tornarem obesas ou com excesso de
peso. Durante a gravidez, diabetes gestacional e obesidade materna podem resultar
em aumento do peso ao nascer e risco de obesidade mais tarde na vida (ALFARADHI,;
OZANNE, 2001; OJHA et al.,, 2013). O mesmo pode ser observado quando ha
superalimentacdo na fase pos-natal imediata (PLAGEMANN, 2005a). Escolher
alimentos saudéaveis para bebés e criancas pequenas é fundamental, porque as
preferéncias alimentares séo estabelecidas no inicio da vida. Alimentacdo precoce
com alto teor de energia, gordura, acucar e sal € um dos principais contribuintes para
a obesidade infantil ( WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Sobrepeso e obesidade sdo em grande parte evitaveis. Politicas de apoio,
ambientes de convivio, escolas e comunidades sédo fundamentais na definicdo das
escolhas dos pais e das criancas, tornando a escolha saudavel de alimentos e
atividade fisica regular uma escolha mais facil (disponivel e acessivel), que contribui
para o controle do excesso de peso (IBGE, 2011).

2.1 BALANCO ENERGETICO

A obesidade € uma doenca multifatorial crénica de etiologia complexa,
decorrente do desbalanco crénico entre consumo de energia e gasto energético,
envolvendo fatores genéticos, ambientais, de estilo de vida e emocionais
(MOEHLECKE et al., 2016). Normalmente, o balanco energético estd muito bem
regulado, tanto a curto como a longo prazo. No entanto, em alguns individuos ha um
desequilibrio entre o consumo e a demanda de energia resultando em ganho de peso
e, em Ultima instancia, obesidade (NASLUND; HELLSTROM, 2007).

A regulacdo da homeostase energética ocorre através da interconexao entre
uma grande variedade de sinais do trato gastrointestinal (TGI), vias aferentes

sensoriais ou atraves da circulacéo e do complexo vagal dorsal para multiplos circuitos
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cerebrais para atuar em vias neuronais autonémicas e 6rgaos endoécrinos (SHIN;
ZHENG; BERTHOUD, 2009). Essa interacdo resultara no controle do apetite, na
saciedade (definida como sensacéao de satisfacdo ou plenitude) e no prazer associado
ao alimento, relacionado a palatabilidade e recompensa derivada do alimento
(SAPER; CHOU; ELMQUIST, 2002).

Peptideos produzidos na periferia alcangam os centros cerebrais envolvidos no
controle central do apetite e da saciedade através do eixo intestino-cérebro e atingem
nacleos hipotalamicos pelo cruzamento da barreira hematoencefélica ou uma acao
via nervo vago para atingir o tronco encefalico. Quando sinais periféricos
anorexigénicos atingem o nucleo arqueado (ARC), ativam neurdnios contendo
proopiomelanocortina (POMC) e transcritos relacionados a cocaina e anfetamina
(CART) e desativam neurdnios orexigénicos contendo neuropeptideo Y (NPY) e
peptideo relacionado ao agouti (AgRP). A ativacdo de neurénios POMC/CART leva a
uma ativacdo de receptores de melanocortina 3 e 4 (MC3R/MC4R) no nucleo
paraventricular (PVN) e no hipotdlamo lateral (LH), o que provoca saciedade e
aumento da taxa metabdlica. O MC4R também é expresso no nucleo do trato solitario
(NTS), que também contém neurénios POMC e assim podem modular indiretamente
a ingestao alimentar (SCHWARTS et al., 2000). Sinais orexigenos sdo disparados
pela grelina, que ativa neurénios contendo NPY/AgRP e desativa neurdnios contendo
POMC/CART no ARC. NPY estimula o apetite por ativar seu receptor (Y1) no PVN,
enquanto que o AgRP aumenta o apetite atuando como um antagonista do receptor
de melanocortina 3 e 4. Além disso, o NPY também pode atuar no NTS para estimular
o apetite (Figura 1). Tomados em conjunto, 0s sinais periféricos e centrais estdo
envolvidos na orquestracdo da ingestdo de alimentos. Enquanto os transmissores
periféricos atingem o cérebro através da barreira hematoencefalica ou do nervo vago
e modulam a atividade neuronal, os nucleos cerebrais também liberam transmissores
peptidérgicos tais como oxitocina ou fator de libertacdo de corticotropina que afetam
os locais de ligacao periférica, ao nivel do nervo entérico, a fim da modular a ingestao
de alimentos (CAMILLERI, 2006).
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Figura 1. Representacdo simplificada da acao de peptideos intestinais no hipotalamo.
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Fonte: Modificado de Badman e Flier, 2005.

Nota: O acesso aos agentes circulantes no ndcleo arqueado do hipotalamo é facilitado pela barreira
hematonecefalica. A integracdo de sinais periféricos dentro do cérebro envolve interacéo entre
as estruturas do hipotalamo e do cérebro posterior, incluindo o NTS, que recebe entradas
aferentes vagais. MCR3/4R, Receptores de melanocortina 3 e 4; POMC, pré-opiomelanocortina;
CART, transcrito relacionado a cocaina e anfetamina; NPY, neuropeptideo Y; AgRP, peptideo
relacionado ao agouti; Y1/Y5R, receptor NPY 1 e 5; PYY, peptideo tirosina tirosina; GLP-1,
glucagon-like peptide 1; PP, polipeptideo panreatico; CCK, Colecistocinina; OXM, oximodulina.
, —» , estimulacéo direta; --I, inibidor direto; --->, vias indiretas.

A regulacéo da ingestdo alimentar parece envolver mecanismos duais. Hoje,
reconhece-se que 0 controle a curto prazo da ingestdo de alimentos envolve nao
apenas o0 SNC, mas também as suprarrenais, pancreas e o TGI. Além disso, verificou-
se que o tecido adiposo tem um papel importante na regulacdo a longo prazo da
ingestao produzindo varios mediadores enddcrinos e paracrinos, que sédo capazes de
influenciar a ingest&o de alimentos (NASLUND; HELLSTROM, 2007).
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O controle a longo prazo da ingestdo € de origem metabdlica onde a acéo
enddcrina do tecido adiposo entra em foco, liberando hormdnios na periferia que
atuardo em centros cerebrais que regulam o apetite e o0 metabolismo (NASLUND;
HELLSTRON, 2007). O tecido adiposo € o maior reservatorio de energia do corpo.
Evidéncias recentes demonstraram que esse tecido também desempenha um papel
importante na integracdo de sinais endocrinos, metabdlicos e inflamatorios que
controlam a homeostase energética, através da producdo de uma variedade de
proteinas bioativas, denominadas conjuntamente "adipocinas": a) proteinas
relacionadas a resposta imunoldgica - interleucina 6; b) fatores de crescimento - fator
transformador de crescimento B; proteinas da via alternativa do sistema complemento
(adipsina). Existem ainda adipocinas envolvidas no controle da pressao arterial
(angiotensinogénio); na coagulacdo sanguinea 1 (inibidor do ativador de
plasminogénio); controladores da homeostase glicémica (adiponectina, resistina,
visfatina, leptina); substéancias envolvidas com a angiogénese - fator de crescimento
endotelial vascular 3, dentre varias outras (MOEHLECKE et al., 2016).

Nos mamiferos, ocorrem dois tipos de tecido adiposo: branco e marrom,
diretamente regulados pelo sistema nervoso autbnomo. Enquanto o tecido branco
(WAT) tem como fungéo principal o armazenamento de energia, atuando como
sistema tampdo mais importante para o equilibrio de energia lipidica, além da
secrecdo de leptina, o tecido adiposo marrom (BAT) relaciona-se com a resposta
térmica do corpo. O BAT, especializado na producao de calor (termogénese) esta
menos presente em humanos adultos, mas € encontrado em maior propor¢cdo no
nascimento. Os adipdcitos marrons, com didametro médio, sdo menores do que 0s
adipécitos brancos de tecido adiposo branco. Eles tém gotas lipidicas citoplasmaticas
de diferentes tamanhos, citoplasma relativamente abundante, um nucleo esférico e
ligeiramente excéntrico e numerosas mitocdndrias que, por ndo possuirem o0
complexo enzimatico necessario para a sintese de ATP, utilizam a energia liberada
pela oxidacdo de metabdlitos, principalmente &cidos graxos, para gerar calor. O citosol
dessas células apresenta varias inclusdes lipidicas e seu aspecto marrom deve-se a
grande presenca de citocromo oxidase em suas celulas. A geracao de calor pelo BAT
€ possivel gracas a uma proteina denominada proteina desacopladora (UCP) ou
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termogenina. Essa proteina compf6e uma familia de proteinas bombeadoras de
prétons localizadas na membrana mitocondrial interna e tém funcdo de translocacgéo
dos prétons e elétrons do espaco intermembranar para a matriz mitocondrial,
dissipando o gradiente de prétons através da membrana interna da mitocondria e
gerando calor ao invés de ATP (COELHO; OLIVEIRA; FERNANDES, 2013; WOZNIAK
et al., 2009).

A regulacdo do metabolismo do tecido adiposo ocorre por meio de nutrientes e
sinais aferentes dos sistemas neurais e hormonais, conforme as necessidades
energéticas de cada individuo. O sistema nervoso autbnomo tem controle direto sobre
o tecido adiposo através de seus componentes simpatico (SNS) e parassimpéatico. A
inervacao simpatica relaciona-se principalmente com as acfes catabdlicas, tais como
a lipdlise mediada pelos receptores B-adrenérgicos (Adr- B) e dependente da atividade
da enzima lipase hormdnio sensivel. Por outro lado, o sistema nervoso parassimpatico
esta envolvido na execuc¢do de efeitos anabdlicos sobre os depoésitos adiposos, como
a captacao de glicose e de acidos graxos estimulada pela insulina (FONSECA-
ALANIZ et al., 2006, MOEHLECKE et al., 2016). A modulacdo do fluxo simpatico e
parassimpatico fornece um mecanismo homeostético complexo que permite regular
especificamente a interferéncia funcional de 6rgaos envolvidos no equilibrio entre a
ingestéo calorica e o gasto energético (VILLARROYA; VIDAL-PUIG, 2013).

E importante destacar o papel da composicdo da dieta na resposta simpatica,
tendo em vista a funcdo potencial da reatividade adrenérgica na patogénese da
obesidade e da sindrome metabdlica. Em roedores, uma dieta rica em gordura e
exposicao ao frio geram resposta termogénica adaptativa no BAT, diminuindo ou
aumentando, respectivamente, o fluxo simpatico para estimular/inibir o depdsito de
gordura no WAT (BRITO; BRITO; BARTNESS, 2008). A restricdo calorica, por sua
vez, gera uma diminuicdo do fluxo simpéatico para BAT, resultando em um gasto
energético reduzido e um aumento simultaneo de fluxo para areas especificos do WAT
facilitando a mobilizagdo lipidica. J& os sinais relacionados com a ingestdo de
alimentos de varias origens (por exemplo, intestino, éarea porta-hepatica,
barorreceptores) estéo integrados no cérebro e resultam num fluxo de saida simpético
periférico aumentado (MESSINA et al., 2017; VAN BAAK, 2008). E bem conhecido,
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em animais, que a hiperresponsividade simpatica cronica esta presente na obesidade
central. O aumento da reatividade simpatica também pode estar envolvido no declinio
da sensibilidade a insulina, na determinacdo de um ciclo vicioso responsavel pela
hipertenséo e no desenvolvimento da sindrome metabdlica (SMITH; MINSON, 2012).

O tecido adiposo ainda modula os niveis circulantes de insulina e leptina, em
proporcdo a sua massa, contribuindo com a regulacédo a longo prazo do equilibrio
energético. A insulina é sintetizada nas células B do péncreas e secretadas
rapidamente apés a uma refeicdo. Uma vez na circulacdo, ela cruza a barreira
hematoencefélica e atua no ARC onde seus receptores sdo altamente expressos
(SUZUKI et al., 2010). Administracéo intracerebroventricular (i.c.v) de insulina resulta
em supressao da ingestdo alimentar dose-dependente e do ganho de peso corporal
em roedores (PORTE JR.; WOODS, 1981). Além disso, a administracao central de
insulina suprime o aumento de mMRNA de NPY induzido em jejum (SCHWARTZ et al.,
1992) e aumenta a expressdo de mRNA POMC (BENOIT et al.,, 2002) e induz
saciedade. Administracdo de drogas que reduzam o numero de receptores de insulina
no ARC leva a hiperfagia e aumento da massa gorda em ratos (OBICI et al., 2002).

A leptina, por sua vez, € secretada por adipocitos e tem niveis circulantes
proporcionais a massa gorda. Esse horménio é transportado através da barreira
hematoencefélica por um sistema saturavel e também exerce seu efeito anoréxico
através do ARC, inibindo neurdnios NPY/AgRP e ativando neurdénios POMC/CART,
culminando na reducdo do consumo de alimentos e aumento do gasto energético
(SAHU 2003). Entre os trés tipos de receptores de leptina, o receptor, Ob-Rb que é
altamente expresso no hipotdlamo, € pensado ser o receptor principal envolvido na
regulacdo do apetite. Camundongos ob/ob, deficientes em leptina, tem hiperfagia e
obesidade e isso pode ser revertido pelo tratamento com leptina (HALAAS et al.,
1995). Em criangcas obesas com deficiéncia congénita de leptina, administracao
subcuténea desse horménio reduz a massa gorda, a hiperinsulinemia e a
hiperlipidemia (FAROOQI et al., 2002).

O controle a curto prazo da ingestdo € primariamente regulado por vias de
sinalizacdo emanando do TGI que sdo capazes de afetar os centros cerebrais

envolvidos no controle central da fome e da saciedade através do eixo intestino-
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cérebro. Esse eixo envolve o cruzamento da barreira hematoencefélica rumo ao ARC
do hipotalamo ou uma agéo via nervo vago para atingir o NTS no tronco encefalico
(SCHWARTS et al., 2000). E de notar que estas 2 vias ndo estdo separadas entre si,
mas sim interligadas por uma rede de neurdnios e fibras nervosas que conectam o
NTS e o nacleo paraventricular (PVN) do hipotalamo (PRINZ; STENGEL, 2017).

Varios peptideos sdo derivados do TGl e estimulam a saciedade, como a
colecistocinina (CCK), glucagon-like peptide 1 (GLP-1), peptideo tirosina-tirosina
(PYY) 2 e a recentemente descoberta nesfatina-1. Apenas um peptideo produzido
perifericamente tem acgdo central e € conhecido por estimular o apetite, a grelina
(PRINZ; STENGEL, 2017).

Os horménios liberados do TGI ou do tecido adiposo tem sido apontados como
possiveis responsaveis por distirbios metabodlicos observados na obesidade, seja por
causa de sua acao sobre a ingestédo de alimentos como saciedade ou sinais de fome,
seja por efeitos sobre a secrecéo de insulina a partir do pancreas a fim de garantir a
homeostase glicEmica (MADSBAD, 2014). No presente trabalho da-se destaque a
dois peptideos anorexigénicos: CCK-8 e GLP-1.

A CCK € um peptideo tipo gastrina, encontrado ao longo do cérebro e TGI nos
quais atua como molécula sinalizadora. No trato gastrointestinal, CCK é localizada
principalmente nas células 'I' da mucosa duodenal e jejunal e é liberada em resposta
a presenca de nutrientes, particularmente os produtos da digestdo de gordura e
proteina, mas também pela glicose. CCK também esta presente em neurdnios
aferentes vagais entéricos onde atua como neurotransmissor (MORAN, 2000). No
SNC, a CCK encontra-se no tronco encefélico caudal e hipotdlamo (BALLAZ, 2016).
Existem varias formas biologicamente ativas, classificadas de acordo com o numero
de aminoacidos que contém - CCK-5, CCK-8, CCK-22, CCK-33, CCK-39, CCK-58 e
CCK-83 e derivadas de um peptideo precursor de 95 aminoécidos (Figura 2). CCK-8
é a forma mais abundante no cérebro humano, enquanto que no intestino humano e
circulagcdo CCK-58, CCK-33, CCK-22 e CCK-8 estdo presentes em quantidades
significativas (MILLER; DESAI, 2016).
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Figura 2.Formas bioativas da colecistocinina (CCK) e sua relacdo com receptor
do tipo 1 (CCK1R) e do tipo 2 (CCK2R).
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Fonte: Modificado de Miller e Desai, 2016.

Nota: S&o mostradas sdo mostradas formas de ocorréncia natural dos
peptideos de CCK e gastrina partilhando sequéncias carboxi-terminal.
Destaque em azul e vermelho, respectivamente, sdo os fragmentos
minimos necessérios e suficientes para a ligacdo de alta afinidade e
potentes respostas bioldgicas a CCK2R e CCK1R.

A liberacdo da CCK é mediada por uma 'fator liberador de CCK luminal' (LCRF),
que é secretado pela mucosa duodenal e pelas células pancreaticas. Apds ingestao
de uma refeicdo, nutrientes presentes no intestino delgado estimulam um aumento
das concentracdes plasmaticas de CCK de ~1pM para ~5-8pM, com niveis
aumentando rapidamente e atingindo o pico em 15 minutos e diminuindo
gradualmente durante 3-5h (LITTLE; HOROWITZ; FEINLE-BISSET, 2005). Esse
horménio exerce sua acgao através de 2 subtipos de receptores acoplados a proteina
G que ligam-se aos peptideos sulfatados, o receptor 1 ou A (alimentar) e 2 ou B
(cerebral). O receptor CCK1 (CCK1R) liga especificamente as formas de CCK que sao
sulfatadas na tirosina na posicdo 7 e sdo encontrados em altas concentracdes nos
tecidos periféricos, acinos pancreaticos, vesicula biliar, musculo liso pil6rico e nervos
aferentes entéricos vagais. O CCK1R é também localizado no SNC, particularmente

nas regides de regulacéo da ingestédo de alimentos, incluindo o NTS, a area postrema
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(AP) e hipotdlamo dorsomedial (DMH). O receptor CCK2 (CCK2R) é idéntico ao
receptor de gastrina e esta presente no SNC, incluindo o cortex cerebral e o
hipotalamo, bem como nos aferentes vagais e na mucosa gastrica. O CCK2R tem uma
elevada afinidade para formas de CCK, tais como CCK-8 sulfatada (CCK-8S), bem
como CCK-8 ndo-sulfatada, CCK-5 e também liga gastrina (HILL et al.,1987,
SAYEGH, 2013). A colecistocinina tem um grande numero de agfes biologicas dentro
do trato gastrointestinal, incluindo a estimulacéo da contracdo da vesicula biliar e da
secrecdo pancredtica, inibicdo da secrecdo de acido gastrico, retardo do
esvaziamento gastrico, modulacdo do intestino delgado, motilidade colbnica e
supressdao da ingestao energética (SAYEGH, 2013).

Com base na evidéncia de que a CCK desempenha um papel relevante na
regulacédo do apetite e consumo de energia, tem sido sugerido que anormalidades na
CCK ou em sua fungdo gastrointestinal e no apetite podem contribuir para o
desenvolvimento e manutengdo da obesidade. Relatos da literatura apoiam o papel
potencial da CCK na obesidade, em estudos com animais. Ratos geneticamente
desprovidos do receptor CCK1 funcionante rapidamente desenvolvem obesidade.
Ratos Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF), que ndo possuem CCK1R como
resultado de uma mutacao, tornam-se marcadamente hiperfagicos e com sobrepeso
ja no inicio da vida. Os ratos OLETF consomem refeicGes muito maiores e sao
completamente resistentes aos efeitos inibitérios de CCK exdgena, bem como da
infusdo de nutrientes gastricos ou intestinais (MORAN et al., 1998). O papel da CCK
na patogénese da obesidade humana € menos definido. Nos seres humanos,
polimorfismos na regido promotora do gene que codifica o receptor CCK1 esta
associado a uma maior porcentagem de gordura corporal (FUNAKOSHI et al., 2000).
No entanto, mutacdes no gene desse receptor parecem ser pouco frequentes em
seres humanos (MILLER et al., 2002).

Em individuos obesos, as concentracdes plasmaticas em jejum de CCK foram
relatadas como aumentadas, em vez de diminuidas (BARANOWSKA et al., 2000). Um
perfil semelhante foi observado em idosos, nos quais as concentragdes de CCK
plasmaticas em jejum estavam aumentadas e associadas a diminuicdo da fome

(STURM et al., 2003), bem como um aumento da sensibilidade aos efeitos inibitorios
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da CCK exdgena na ingestao energética, quando comparados com individuos jovens
saudaveis (MACINTOSH et al., 2001). H& informacdes limitadas sobre a liberagcédo de
CCK ap0és ingestao de nutrientes na obesidade. Um estudo relatou que, apés uma
dieta de alto teor de gordura, a secrecdo de CCK foi maior em obesos do que em
individuos magros, apesar de taxas comparaveis de esvaziamento gastrico. Como
individuos obesos comumente consomem uma dieta rica em gordura, a exposi¢ao do
intestino a estes nutrientes que estimulam a liberacdo de CCK poderia explicar este
aumento nas concentracdes plasmaticas desse peptideo (LITTLE; HOROWITZ;
FEINLE-BISSET, 2005).

O GLP-1 é um polipeptideo de 31 aminoacidos derivado do processamento
pos-traducional do proglucagon (peptideo de 160 aminoacidos) pela enzima pro-
horménio convertase 1 (PC1/3). A expressao génica do proglucagon periférico foi
localizada nas células ‘L’ enteroenddcrinas e nas células a-pancreéticas, enquanto
gue 0s neurdnios que expressam o proglucagon centralmente foram localizados em
regides do tronco cerebral como o nucleo do trato solitario. Ao fim do processamento
produz-se 2 formas biologicamente ativas, o GLP-1 (7-36) amida e GLP-1 (7-37),
sendo a primeira a principal forma circulante em seres humanos (SANDOVAL,
D’ALESSIO, 2015) (Figura 3).



Figura 3. Processamento poés-translacional do preproglucagon.
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Nota: Esse gene codifica o proglucagon, um peptideo que é diferencialmente processado com base na

atividade das pro-hormonio convertases 1/3 e 2. Nas células das ilhotas pancreéticas, a pro-hormdnio
convertase 2 (PC2) predomina e o glucagon, o polipeptidio pancreatico relacionado com glicentina
(GRPP), peptideo interino 1(IP1) e um fragmento maior de proglucagon. Nas células L do intestino e
em neurdnios especificos do SNC, a pro-hormdnio convertase 1 (PC1/3) é relativamente maior e 0
proglucagon é clivado em glucagon-like peptide 1 e 2 (GLP-1 e GLP-2), oxintomodulina, glicentina e
IP2.

Este horménio tem papel proeminente na homeostase da glicose, motilidade

gastrointestinal, apetite e funcdes adicionais além dos comportamentos ingestivos.

Sua secrecao ocorre em resposta a nutrientes intraluminais, mas também foram

relatados aumentos em decorréncia de estimulos cefalico e aumentos antecipados a

refeicdo. No que se refere aos nutrientes, ha dois picos na secrecdo de GLP-1 que

sao vistos em resposta a ingestdo de alimentos em seres humanos. O primeiro pico

ocorre dentro de 15 minutos ap0s o inicio da refeicdo, antes que 0s nutrientes possam

acessar as células L mais baixas no intestino. Este aumento rapido nos niveis de GLP-

1 parece envolver um circuito neuroenddcrino onde o0s nutrientes no estbmago ou no

intestino proximal estimulam a libertagdo de horménios, tais como o peptideo inibitorio
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gastrico e o peptideo liberador de gastrina, que atuam através de vias vagais para
estimular células L a secretar GLP-1. O segundo pico ocorre mais tarde, 30-60 min
apos a ingestdo de alimento, € maior e pensa-se derivar do contato direto dos
nutrientes com as células L intestinais, com subsequente despolarizacdo ou ativacao
de sistemas de segundo mensageiro. Deste modo, os nutrientes no TGl tém a
capacidade de estimular a secre¢cdo de GLP-1 direta e indiretamente através de
mecanismos hormonais e neurais (HERRMANN et al., 1995).

Apos a secrecao, o GLP-1 entra nos capilares e é rapidamente degradado pela
dipeptidil peptidase IV (DPP-1V), uma enzima expressa nas paredes capilares e por
todo o corpo. Estima-se que apenas 25% do GLP-1 secretado atinja o figado através
da veia porta hepética. E possivel, no entanto, que GLP-1 possa atuar sobre seu
receptor em aferentes vagais na lamina prépria ou nervos entéricos na parede
intestinal, antes de entrar nos capilares. Também pode ser possivel que aumentos
maiores e mais longos de GLP-1 possam saturar a DPP-IV disponivel e permitir que
mais GLP-1 entre em circulacdo geral. Se o GLP-1 sobreviver a degradacao da DPP-
IV, é possivel que ele possa ativar o receptor central, porque este parece atravessar
a barreira hematoencefélica por difusdo simples (DAILEY; MORAN, 2013).

O GLP-1 estimula a liberagéo de insulina, inibe a liberacédo de glucagon, inibe
esvaziamento, i.e., contribui para o mecanismo de freio ileal. Além disso, esse
peptideo estd envolvido no aprendizado e memdria, neuroprotecao, reducdo da
ingestdo alimentar e aumento da atividade do tecido adiposo marrom (elevando o
gasto energético), que poderia ser potencialmente um mecanismo pelo qual ha perda
de peso (HEPPNER; PEREZ-TILVE, 2015; PUNJABI et al., 2011). Administracao de
GLP-1 ou de analogos de longa duracéo naturais ou sintéticos, tais como exendina-4
(Ex-4) e liraglutida, inibe a ingestao de alimentos em muitas espécies, incluindo seres
humanos (REIDELBERGER et al., 2011; SCOTT et al., 2007; STEINERT et al., 2010),
reduzem o peso e melhoram o metabolismo da glicose em individuos com sobrepeso,
0 que transformou-0 em uma opgéao terapéutica para o sobrepeso e diabetes tipo 2
(ANANDHAKRISHNAN; KORBONITS, 2016).

As acdes de GLP-1 sdo mediadas pela ativacdo de um receptor acoplado a
proteina G (GLP-1R), que é expresso em toda a periferia (isto €, nervos entéricos,
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nervos vagais, pancreas, estdmago, intestino grosso e tecido adiposo) e no cérebro
onde é encontrado em varias areas do prosencéfalo, incluindo areas que estao
implicadas na ingestdo de alimentos e no balanco energético, tais como a area
postrema (AP), NTS, hipotalamo e amigdala (MERCHENTHALER; LANE;
SHUGHRUE, 1999). Esses receptores sdo ativados por varios fatores que diminuem
a ingestdo de alimentos (componentes de bactérias tais como lipopolissacarideo ou
horménios como CCK, leptina ou ocitocina). Além disso, 0 GLP-1R € expresso em
aferentes vagais e seu efeito de saciedade € bloqueado por vagotomia. Tomados em
conjunto, estes dados apontam para uma mediagéo do efeito de reducao da ingestao
de alimentos do GLP-1 por circuitos do nervo vago e do cérebro posterior, em vez do
cruzamento pela barreira hematoencefalica. Isto é ainda apoiado por experimentos
com lesBes que demonstram que a ruptura das projecdes do tronco encefalico para o
hipotalamo reduzem o efeito de supresséo do apetite do GLP-1 em ratos (ABBOTT et
al., 2005). Além disso, tanto a administracéo periférica como central desse peptideo
induz c-Fos, um marcador para atividade neuronal, no PVN, enquanto que apenas a
injecdo central de GLP-1 induz c-Fos no ARC. A microinjecdo de GLP-1 no ARC
aumentou a secrecdo de secrecdo insulina estimulada pela glicose, enquanto a
ingestdo de alimentos foi reduzida por injecdo de GLP-1 no PVN. Por fim, a
administrac@o de liraglutida (um analogo sintético do GLP-1) estimula diretamente
neurénios contendo POMC/CART e inibe neurdnios contendo NPY/ AgRP no ARC,
resultando em diminui¢do do peso corporal (PRINZ; STENGEL, 2017).

Tendo em vista a atuacdo relevante do GLP-1 na homeostase energética,
estudos demonstraram reducdo dos niveis plasmaticos de GLP-1 em obesos em
comparacao com individuos magros e que a secrecao pos-prandial de GLP-1 parece
ser inversamente proporcional ao IMC, ou seja 0s niveis plasmaticos de GLP-1 séo
atenuados nos obesos apdés uma refeicio (MADSBAD, 2014; NASLUND;
HELLSTRON, 2007). A causa para a reducdo nos niveis de GLP-1 na obesidade ndo
foi determinada conclusivamente. Alguns dados sugerem que a secre¢ao pode ser
reduzida porque as células L sdo hiporresponssivas aos hidratos de carbono na
obesidade. Esta deficiéncia pode ser devida a inibicdo da secrecao por acidos graxos
livres circulantes. Ha evidéncias de que a leptina potencializa os efeitos do GLP-1,
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tanto a nivel periférico como central, que pode ser importante para alcancar e manter
a perda de peso na obesidade. A leptina atua no hipotdlamo como um sinal de
saciedade e seus niveis no plasma sdo diretamente proporcionais a gordura corporal.
Consequentemente, na obesidade existem niveis cronicamente elevados de leptina
que culminam com resisténcia a esse hormoénio (BARRERA et al., 2011). Assim, a
resisténcia a leptina pode contribuir para niveis reduzidos de GLP-1 na obesidade.
Seja qual for a sua etiologia, comprometimento da secrecao ou da atividade do GLP-
1 pode fornecer base para explicar porque a perda de peso é muitas vezes dificil de
alcancar e/ou manter para individuos obesos. Dado o papel do GLP-1 no
esvaziamento gastrico, a ingestédo de alimentos e controle de glicose no sangue, seu
comprometimento poderia, em teoria, criar um ciclo vicioso em que o ganho de peso
leva a deficiéncia de sua acédo, hiperglicemia, ganho de peso adicional e assim por
diante (MADSBAD, 2014).

Como elucidado acima, observa-se a importancia da sinalizagdo gastrica e
intestinal para o cérebro na regulacao da fome, saciedade e comportamento alimentar.
A fim de controlar e reverter a atual pandemia de obesidade, o desenvolvimento de
tratamento eficaz é urgentemente necesséario. Maior compreenséo da patogénese da
obesidade e o papel destes horménios intestinais na regulacédo do apetite é essencial.
Elucidado o mecanismo pelos quais os hormonios intestinais contribuem para a perda
de peso pode-se fornecer uma oportunidade real para desenvolver tratamentos bem

sucedidos para individuos com sobrepeso e obesidade (SUZUKI et al., 2010).

2.2 SUPERALIMENTACAO NEONATAL

Aspectos genéticos, maus habitos alimentares e sedentarismo geralmente sdo
reconhecidos como os principais fatores para a atual epidemia de obesidade no
mundo. No entanto, o continuo crescimento dessa patologia indica que outros fatores,
ainda nao evidenciados, desempenhariam um papel importante na génese deste mal
(HABBOUT et al., 2013).

Condi¢cOes desfavoraveis em periodo criticos de desenvolvimento, como a

gestacdo e lactacdo, fases na qual ocorrem o desenvolvimento e maturacdo dos
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sistemas que regulam o balanco energético, podem reprogramar o metabolismo e
ajustd-lo nesta condicao por toda a vida (BRUNTON et al., 2013). Um ambiente
prejudicial durante tais periodos tem efeitos persistentes, enquanto que este mesmo
ambiente fora destas janelas criticas somente induziriam mudancas reversiveis
(REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011). Entre os fatores de programacao
metabolicas estdo: dieta, horménios, estimulos fisicos, como temperatura, ciclo
circadiano e agentes estressores (DE MOURA; PASSOS, 2005; DE MOURA;
LISBOA; PASSOS, 2008).

Um dos primeiros trabalhos epidemiolégicos a levantar a possibilidade de que
0s acontecimentos no inicio da vida humana podem desempenhar um papel
importante no desenvolvimento de sobrepeso e doencas cronicas na idade adulta foi
realizado por Barker na década de 1990. Em seu trabalho, ele mostrou que recém-
nascidos com baixo peso ao nascer, devido a desnutricdo durante a gravidez, eram
mais propensos a desenvolver um fendtipo adulto de disturbios como o excesso de
peso e desordens cardiometabdlicas (BARKER, 1995).

Atualmente € aceito que o ambiente nutricional ou hormonal durante os
periodos embrionario e fetal desempenham um papel modulador essencial, a medida
que orienta a expressdo do genoma. No entanto, no periodo pos-natal imediato essa
plasticidade genémica permanece, talvez a um nivel inferior, tornando esse periodo
também suscetivel ao ambiente nutricional. Na maioria dos mamiferos, o
desenvolvimento de varios érgdos ndo é completo no nascimento e continua durante
0 poOs-parto imediato (GROVE; SMITH, 2003; KAUNG, 1994). Assim, estimulos de
natureza fisica, mental ou nutricional poderiam influenciar a expressédo genémica na
prole, teoricamente para favorecer a adaptacédo ao seu ambiente. No entanto, a longo
prazo, essas mudancas podem ser inadequadas e até mesmo prejudiciais, uma vez
que podem predispor o organismo adulto a disturbios metabdlicos (HABBOUT et al.,
2013).

Numerosos estudos demonstraram que o ambiente pés-natal precoce pode
influenciar o peso corporal e homeostase energética na idade adulta. A
superalimentacdo durante o periodo perinatal tem sido associada com a

susceptibilidade ao excesso de peso, obesidade e comorbidades afins (HEIDEL,;
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PLAGEMANN, DAVIDOWA, 1999; MORRISON et al.,, 2008; PLAGEMANN et al.,
1999a e b). Em roedores, a superalimentacdo precoce pode ser induzida pela reducao
do tamanho da ninhada, como demonstrado pela primeira vez por Kennedy em 1957.
Neste contexto, os estudos pioneiros publicados na década de 1990 (HEIDEL,
PLAGEMANN, DAVIDOWA, 1999; PLAGEMANN et al., 1999a e b) mostraram, em
ratos, que a reducéo do numero de filhotes (3-4 filhotes/méae) apds o nascimento levou
a aumentos significativos na ingestédo alimentar, devido a maior disponibilidade de leite
materno no periodo poés-natal critico imediato. Além disso, ratas lactantes
amamentando ninhadas menores apresentam elevacdo do conteudo de triglicerideo
no leite (CUNHA et al., 2009; MOREIRA et al., 2009; VELKOSKA; COLE; MORRIS,
2005). Devido a este aumento no consumo calorico, roedores criados em ninhadas
pequenas apresentam sobrepeso ja ao desmame, mas 0s niveis podem variar entre
as linhagens, origem geografica e tamanho de 56% a 10% em ratos Wistar e Sprague
Dawley, para quase 30% em camundongos (C57BI/6 ou Swiss). No periodo pés-
desmame, Habbout et al. (2012) demonstraram que roedores superalimentados
neonatalmente mantiveram seu ganho de peso corporal ao longo da vida. A obesidade
neonatal causada pela superalimentagéo resulta ainda em hiperfagia, aumento de
gordura visceral, hiperleptinemia, hiperinsulinemia, hiperglicemia, resisténcia
hipotalamica a insulina e a leptina e maior adiposidade visceral jA ao desmame
(CONCEICAO et al., 2011; PLAGEMANN et al., 1999¢c; RODRIGUES et al., 2011).
Assim, o modelo de reducédo de ninhada torna-se Util para estudar as consequéncias
do excesso de peso moderado a longo prazo em oposi¢cdo aos modelos habituais de
obesidade genética ou induzida por dieta.

De fato, varios modelos experimentais de obesidade em ratos e camundongos
melhoraram consideravelmente nossa compreensao dos mecanismos envolvidos nos
processos cardiovascular e metabdlico em consequéncias do excesso de peso
(CARROLL; VOISEY; VAN DAAL, 2004). Alguns desses modelos genéticos
correspondem a condicdbes em que a obesidade € induzida por deficiéncia na
sinalizacdo de leptina, quer pela auséncia total desse horménio (rato Zucker fa/fa,
camundongo ob/ob) ou o de seu receptor (camundongo db/db). Os roedores com

alteracbes genéticas sdo fenotipicamente indistinguiveis dos seus irmaos néo
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afetados ao nascer, mas ganham peso rapidamente ao longo de suas vidas,
alcangcando um peso 3 vezes maior, que 0s caracteriza com um dos graus mais altos
de obesidade em humanos. Entretanto, as formas monogénicas de obesidade em
humanos sdo eventos muito esporadicos e sdo acompanhados por diversas
anormalidades metabdlicas, algumas vezes com consequéncias graves imediatas.
Outro método para induzir sobrepeso em animais de experimentacdo é usar dietas
enriquecidas com lipidios (High fat diet - HFD) ou carboidratos (High Carb — HC), que
levam rapidamente ao maior ganho de peso corporal (2 vezes maior que dos
controles). Da mesma forma, as condi¢cbes deste ganho de peso induzido por dieta
correspondem a graus severos de obesidade, mas provavelmente sdo pouco
representativos de condicfes que levam ao sobrepeso simples. Ao contrario dos
animais com obesidade induzida por dieta (hipercal6rica, hiperglicidica e/ou
hiperlipidica), os animais NR n&o tem o fenotipo revertido ao retornar a alimentagéo
normal apés o desmame (CONCEICAO et al., 2011; HARIRI; THIBAULT, 2010;
PLAGEMANN et al., 2006), reforcando a importancia de estudar as possiveis
alteracdes metabolicas e hormonais que seriam responsaveis pela manutencéo desse
perfil de sobrepeso induzido por superalimentacao na infancia.

Muita atencao tem sido voltada para a ingestao de alimentos e 0s mecanismos
de regulacao alimentar do hipotalamo, principalmente pela insulina e leptina, a fim de
explicar como estes ratos provindos de ninhada reduzida mantem um fenétipo de
sobrepeso ao longo da vida (COLLDEN et al., 2014; PLAGEMANN et al., 1999c;
PLAGEMANN, 2006;). Varios grupos de pesquisa nao tém notado diferencas na
ingestdo de alimentos entre ratos adultos criados em ninhadas grandes e pequenas
(MOZES et al., 2004; SPENCER; TILBROOK, 2009; XIAO et al., 2007) e nos casos
em que hiperfagia é relatada, € de curta duracdo (LOPEZ et al., 2007), e/ou pode ser
atribuida ao maior tamanho do animal (RODRIGUES et al., 2007; RODRIGUES et al.,
2009). A reducéao do gasto energético pode também contribuir para a manutencao de
um fendtipo com sobrepeso (CANNON; NEDERGAARD, 2004). Ha fortes indicacdes
de que a capacidade do tecido adiposo interscapular marrom (BAT) para
termorregular e, portanto, aumentar o gasto energético pode estar comprometido em

individuos com excesso de peso. A infraregulacéao da funcado BAT tem sido observada
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em varios modelos genéticos de obesidade, como camundongos ob/ob e db/db, que
apresentam niveis reduzidos da proteina desacopladora 1(UCP-1) (COMMINS et al.,
1999; MASAKI et al., 2000), fazendo com que a obesidade desenvolva-se mesmo na
auséncia de hiperfagia (LOWELL et al., 1993). E provavel, portanto, que dentre os
mecanismos pelos quais os ratos NR mantenham o excesso de peso ao longo da vida
é através de mudancas no metabolismo e gasto energético bem como nos sistemas
e vias que os controlam (STEFANIDIS; SPENCER, 2012).

Usando o modelo de reducdo de ninhada, o grupo de Plagemann ainda
demonstrou alteragbes centrais decorrentes da superalimentacdo precoce
(PLAGEMANN, 2006b). Estudos eletrofisiologicos realizados em fatias de cérebro
indicaram alteracbes na atividade neuronal de varios centros reguladores
hipotalamicos em resposta a insulina, leptina e varios neuropeptidios, fornecendo uma
base mecanicista para o sobrepeso persistente observado em ratos NR adultos. Esse
grupo de pesquisadores demonstrou um aumento da inibicdo de neurdnios do PVN
pelo NPY, horménio concentrador de melanina (melanin-concentrating hormone —
MCH), AgRP e orexina B e diminuicdo da ativacdo destes neurbnios CART e pelo
hormonio estimulador de melandcitos (a-MSH) (DAVIDOWA; PLAGEMANN, 2005,
PLAGEMANN, 2006b); resposta reduzida dos neurdnios do PVN para ao sinais de
insulina, leptina e amilina (DAVIDOWA, ZISKA, PLAGEMANN, 2006), inibicdo
reduzida dos neurdnios do nucleo arqueado (ARC) pela amilina (DAVIDOWA, ZISKA,
PLAGEMANN, 2004), falta de inibicdo, mas ativacdo desses neurdnios pela insulina
(DAVIDOWA; PLAGEMANN, 2007), inibi¢cdo de neurdnios do hipotalamo dorsomedial
(DMH) e ventromedial pelo CART em ratos NR adultos (DAVIDOWA, LI,
PLAGEMANN, 2005) e resisténcia hipotalamica adquirida a leptina e insulina
circulantes (PLAGEMANN et al., 1999a; PLAGEMANN et al., 1999b). Estes achados,
tomados junto, indicam que uma forte predisposi¢ao para hiperfagia e ganho de peso
€ estabelecida em ratos superalimentados na lactacdo devido a ativacdo de vias
orexigénicas e inibicdo de vias anorexigénicas.

Apesar de ainda ndo se conhecerem precisamente 0s mecanismos que
induzem a obesidade, ha um senso comum de que o padrdo genético, habitos

alimentares e vida sedentaria, em conjunto ou separadamente atuam diretamente
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para o estabelecimento desse quadro (LACLAUSTRA; CORELLA; ORDOVAS; 2007,
STOLAR, 2007). Com raizes na infancia, a obesidade ao longo dos anos é
acompanhada de substanciais comorbidades, a exemplo da hipertensao arterial, da
intolerancia a glicose, das alteragcdes no metabolismo do colesterol, da sindrome
metabdlica, dos problemas ortopédicos, respiratdérios e importantes disfuncdes
psicossociais, que tendem a se agravar na vida adulta (ALVES et al., 2004). Quanto
mais precoce € o aparecimento da obesidade, mais graves sdo as comorbidades
desenvolvidas e associadas. Apesar disso, existe a possibilidade de um tratamento
bem sucedido, quando iniciado em idade mais precoce (FREEDMAN et al., 1999;
PREIS et al., 2010; SICHIERI; SIQUEIRA; MOURA, 2000), o que evidencia a
importancia da prevencao, do controle e da descoberta das possiveis alteracdes
enddcrinas que seriam responsaveis pela perpetuacdo do obesidade na infancia até

a fase adulta.
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3 JUSTIFICATIVA

Sao muitos os fatores envolvidos na génese precoce da obesidade. Alteractes
nutricionais, hormonais e ambientais na fase neonatal sdo capazes de promover
alteracdes na homeostase contribuindo assim para o desenvolvimento de futuros
distarbios cardiometabdlicos (GLUCKMAN; HANSON, 2007).

Em diferentes modelos experimentais de programacdo metabdlica observam-
se obesidade e hiperfagia, decorrentes de importantes alteracdes enddcrino-
metabdlicas em periodos de alta susceptibilidade morfofuncional. No entanto poucos
sao os estudos que investigam o quadro de sobrepeso moderado a longo prazo. Sabe-
se ainda, que um dos possiveis fatores coadjuvantes para o desenvolvimento de
sobrepeso nesses modelos € o desbalanco entre ingestdo e gasto energético, com
participagdo importante do tecido adiposo marrom (BAT) no controle termogénico
corporal. Torna-se, portanto, interessante investigar a possivel contribuicdo de
modificacdes no controle alimentar e no metabolismo energético mediada por
horménios que modulam esse controle em modelos representativos de condicbes
fisioldgicas habituais na populag¢édo, como é o caso do sobrepeso moderado na fase
adulta com raizes na infancia.

Desta forma, buscamos o conhecimento sobre os provaveis disturbios
endocrinos que podem contribuir para o desenvolvimento e manutencdo das
alteracdes metabdlicas em um modelo experimental que mimetiza um importante
subgrupo de obesos, o da obesidade neonatal, uma vez que se torna cada vez maior
a incidéncia de obesidade infantil. Estes estudos poderdo auxiliar na compreensao de
mecanismos que possam atenuar 0s prejuizos ocasionados pelo excesso de peso e
abrir novos caminhos profilaticos e/ou terapéuticos na prevencdo e no combate da

obesidade e de suas consequéncias.
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4 OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do glucagon-like peptide-1 (GLP-1) e da colecistocinina-8
(CCK-8) no controle da ingestéo alimentar e da temperatura corporal em ratos machos

adultos jovens (60 dias) superalimentados na fase neonatal.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar nos ratos adultos machos provindos de ninhada normal e reduzida:
a) As alteracdes no peso, gordura corporal, niveis bioquimicos e hormonais, o
metabolismo glicémico e as alteracdes na ingestao alimentar para validacao

do modelo;

b) Os efeitos do GLP-1 sobre a ingestédo alimentar, niveis plasméticos de glicose

e insulina, temperatura corporal e ativagcao neuronal;

c) Os efeitos da CCK sobre a ingestdo alimentar, esvaziamento gastrico,

temperatura corporal e ativacao neuronal.
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5 MATERIAIS E METODOS

Os protocolos experimentais aos quais os animais foram submetidos foram
aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Alfenas — UNIFAL/MG (Protocolo n°. 568/2014, Anexo A) e estédo descritos abaixo.

5.1 ANIMAIS

Ratas nuliparas adultas (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, a partir de 8
semanas de vida, pesando entre 180 a 220g foram obtidas do Biotério da Universidade
Federal de Alfenas - UNIFAL-MG e alojadas em sala climatizada a 22+2°C, ciclo claro-
escuro de 12 horas (luzes acesas as 7:00h), em caixas de polipropileno adequadas a
sua manutencdo (39x31x17 cm?®) com racdo comercial (Nuvital®) e agua ad libitum.
Para o acasalamento, as fémeas foram colocadas com machos sexualmente
experientes, na proporcdo de 2 fémeas para 1 macho. As fémeas gravidas foram

alojadas individualmente até o nascimento dos filhotes.

5.2 PADRONIZACAO DE NINHADAS

No segundo dia pés-parto (PND2), algumas ninhadas foram ajustadas para trés
filhotes (uma fémea e dois machos, grupo ninhada reduzida, NR) para induzir a
superalimentacdo pos-natal precoce, reduzindo a competicdo pelo leite (CUNHA et
al., 2009; FIOROTTO et al., 1991; HABBOUT et al.,, 2013). No grupo controle, o
tamanho da ninhada foi mantido em 12 filhotes (relacdo macho / fémea 1: 1, ninhada
normal - NN) para nutricdo pos-natal normal, conforme descrito anteriormente (CHEN
et al., 2008; RAJIA; CHEN; MORRIS, 2010; VELKOSKA; COLE; MORRIS, 2005). Os
animais foram desmamados no PND21, quando os filhotes machos de cada tamanho
de ninhada foram alojados em grupos de quatro ratos por caixa, com acesso livre a
alimentos em pellets e &gua até a realizacdo dos testes aos 60 dias. As fémeas foram

eutanasiadas com anestésico inalantes (Halotano®). Apenas 2 filhotes de cada
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ninhada foram utilizados para cada teste (CARVALHO et al., 2016, ENES-MARQUES;
GIUSTI-PAIVA, 2018).

5.3 CIRURGIAS

As cirurgias pelas quais 0s animais nesse estudo foram submetidos séo

descritas abaixo.

5.3.1 Canulacéo da veia jugular

A fim de realizar a coleta de sangue durante os testes de tolerancia a glicose e
insulina foi realizada a canulacdo da veia jugular. Para executar o processo cirurgico,
os animais foram anestesiados com 2,2,2-tribromoetanol (Aldrich, Milwaukee, Wis.,
USA, 250 mg/kg i.p.) e submetidos ao implante cirargico de canulas de polietileno. As
canulas utilizadas foram confeccionadas a partir de um tubo de silicone flexivel
(Silastic®) de 12 cm preso a uma base de Parafilm —MII® Laboratory Film. Uma agulha
20 G foi conectada na canula. Com o animal sob anestesia, uma inciséo longitudinal
foi feita sobre a area onde a veia jugular externa direita passa sob musculo peitoral
maior. A agulha conectada a cénula foi inserida para o lumen da veia. A canula foi
passada por dentro e fora do recipiente. Depois de retirada agulha, a canula foi puxada
para tras ligeiramente, com intuito de inseri-la no vaso. Apds esse processo, a canula
foi pressionada para baixo, em diregdo ao coragdo. Com a canula na veia, a folha de
silicone foi suturada no musculo peitoral. A canula foi exteriorizada na regiao

escapular dorsal do rato com o auxilio de um trocater (HARMS; OJEDA, 1974).

5.3.2 Probe de telemetria

Para o monitoramento da temperatura corporal, os ratos foram primeiramente
anestesiados com 2,2,2-tribromoetanol (Aldrich, Milwaukee, Wis., USA, 250 mg/kg
i.p.). Uma laparotomia mediana foi realizada para a insercdo de uma cédpsula de probe
biotelemétrica (modelo PDT-4000 E-Mitter®, Bend, Oregon, USA) dentro da cavidade

peritoneal. O musculo e a pele foram suturados separadamente com fio de algodéo.
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A cépsula implantada foi usada para aferic6es da temperatura corporal. O transmissor
de biotelemetria implantado na cavidade peritoneal transmitia sinais, a cada um
minuto, para uma placa receptora acoplada a um computador que repassou as
informacgdes para um software (Vital View, Mini Mitter), que armazenou os dados para
andlise posterior. Apés a cirurgia os animais foram tratados com pentabi6tico (24.000
UI/Kg, i.m) e colocados a temperatura de 32°C durante a recuperacao da anestesia,
como descrito previamente (GIUSTI-PAIVA et al., 2003; STEINER; COLOMBARI;
BRANCO, 1999).

5.3.3 Estereotaxia

A cirurgia de estereotaxia foi realizada com a finalidade de permitir o acesso e
canulacao do ventriculo lateral (VL). Para isso, os animais anestesiados com uma
mistura de ketamina e xilazina e tiveram a cabeca imobilizada por meio de fixacdo em
trés pontos, mandibula e orificios auditivos direito e esquerdo em estereotaxico digital.
Uma incisdo de aproximadamente 1.5 cm foi feita no tecido epitelial e subcutaneo,
previamente tricotomizado, para possibilitar acesso a abdboda craniana. A superficie
craniana foi limpa com agua oxigenada 10% (v/v), conferindo maior nitidez ao ponto
de encontro entre a suturas.

A matéria prima para confec¢do das canulas, que mediam 10 mm, foi agulha
hipodérmica estéril com 6 mm de diametro. O acesso ao VL foi permitido usando as
coordenadas presentes no atlas “The Rat Brain”, de Paxino e Watson (1997): -0.8 mm
posterior, -1.5 mm lateral e 3.6 mm ventral, tendo como ponto zero o bregma (ponto
onde a sutura sagital encontra perpendicularmente a sutura coronal).

Para fixacdo da canula e fechamento da incisdo foi utilizado acrilico
odontoldgico autopolimerizavel capaz de formar uma espécie de capacete no local.
Para evitar que o capacete de acrilico se descolasse do cranio do animal, dois
parafusos de 5mm foram fixados nos 0ssos parietais direito e esquerdo, para servirem
de suporte. Instantes antes do inicio da cirurgia administrou-se nos animais 0.02 mL

de antibidtico veterinario (Pentabiotico) por via intramuscular.
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ApOGs a cirurgia os animais foram alocados individualmente em caixas de
acrilico de formato retangular (30cm x 19.5cm x 12cm), onde permaneceram 7 dias
para que pudessem se recuperar do procedimento cirargico (TEODORO et al., 2017).
Ao final dos experimentos foi verificado o posicionamento correto da canula através
da infusdo de 5uL do corante azul de Evans (2%). A visualizagdo do corante no
terceiro ventriculo sinalizava que o procedimento cirdrgico foi bem sucedido. Os
animais que néo tiveram o terceiro ventriculo corado ndo foram incluidos nas analises

estatisticas.

5.4 CARACTERIZACAO DA OBESIDADE

Para caracterizacdo do efeito da superalimentacdo neonatal foi avaliado o
ganho de peso da ninhada durante o periodo lactacional a cada 3 dias (2°, 5°, 8°, 11°,
14°, 17° e 20° PND). Ap6s o desmame o peso de cada animal foi avaliado
individualmente, uma vez por semana, até a 82 semana de vida. A caracterizacado da
obesidade nos animais adultos (60 dias) se deu com base na avaliagdo do peso
corporal, indice de Lee, quantificacio da adiposidade abdominal, histologia do tecido
adiposo, perfil bioquimico e hormonal.

5.4.1 indice de Lee

Depois de anestesiados com anestésico inalante, o comprimento nasoanal e o
peso de cada animal foi mensurado e a correlagdo do peso/comprimento se deu por
meio do indice de Lee, que é a relacdo entre a raiz cubica do peso corporal e 0
comprimento nasoanal do animal [3VPeso (g)/CNA(cm)*1000]. Diferentemente do IMC
ele ndo tem um nivel classificatorio, sendo assim quem tem maior valor resultante do
indice de Lee revela uma maior propensdo de apresentar maiores indices de
adiposidade (DE MOURA et al., 2009).
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5.4.2 Quantificacdo da adiposidade abdominal e histologia de tecido adiposo

A quantificacdo da adiposidade abdominal foi realizada apds o sacrificio do
animal, por meio de dissecacao dos depdsitos abdominais de gordura epididimal e
retroperitoneal, os quais foram imediatamente pesados. O resultado foi expresso em
0/100g de peso corporal (FERNANDEZ et al., 2009).

Para a histologia, uma porcdo do tecido adiposo branco epididimal (WAT,
+0.3g) e o tecido adiposo marrom (BAT) foram fixados em formaldeido a 40% em
tampéao fosfato-salina tamponada (PBS), pH 7.2, durante 48h & 4°C. Apos a fixacao,
os tecidos foram desidratados em concentragbes crescentes de etanol e xilol, e
incorporado em parafina a 60°C. As secc¢les de 7um foram cortadas em micrétomo
(Leica, Wetzlar, Alemanha) e coradas por hematoxilina e eosina (H/E). As imagens
digitais foram obtidas a partir dos cortes histolégicos com o microscépio Olympus
BX40 (Olympus, Toquio, Japao) usando um objetivo de 20x para WAT e 40x para o
BAT. A partir de cada rato, obteve-se 3 laminas cegas, das quais foram retiradas 5
imagens de diferentes campos. A partir de cada imagem, o numero total e a area de
10 adipécitos foram medidas com auxilio do software Image-Pro Plus 5.0 (Media

Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA) (adaptado de Conceicgéo et al., 2011).

5.4.3 Dosagens bioquimicas e hormonais

Amostras de sangue foram obtidas apds decaptacdo dos animais sob jejum de
12h. O sangue coletado do tronco (5 mL) em tubos plasticos contendo heparina foi
mantido sob gelo e o plasma foi separado por centrifugacao (3000 rpm, 4°C, 15 min.).
As aliquotas mantidas a -80°C até o momento das dosagens de glicose, triglicérides,
colesterol total e colesterol HDL através de método enzimatico-colorimétrico (In Vitro
Diagndstica®, Brasil). LDL-c e VLDL-c foram obtidos por célculos de Friedewald
(1972):

1) LDL-c (mg/dL) = colesterol total — (HDL-c + VLDL-c)
2) VLDL-c (mg/dL) = Triglicerideos/5
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Leptina e insulina plasmaticas foram quantificadas método de Elisa (Enzo Life

Sciencies®), conforme instrucdes do fabricante.

5.5 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE E A INSULINA

Os animais adultos foram submetidos a avaliagdo da secrecdo e da acao
periférica da insulina, através do teste de tolerancia oral a glicose (GTTo) e teste de
tolerancia intraperitoneal a insulina (ITTi), respectivamente. Ambos testes foram
realizados ap6s um jejum: 8 horas para ITTi ou 12h (GTTo) e canulagéo prévia da veia
jugular para coleta do sangue.

No GTTo, uma solucéo de glicose 30% (2.5 g/Kg de p.c.) foi administrada por
via oral (gavagem) e uma amostra de sangue foi coletada antes e apés 30, 60, 90 e
120 minutos da carga glicémica. A avaliagcéo das respostas glicémicas durante o teste
foi efetuada através do célculo da area sob a curva (AUC=mg.min) (adaptado de
Zhang et al., 2016).

No ITTi, a insulina regular da marca Insunorm R®foi injetada via intraperitoneal
(1.5U1/Kg). A glicemia foi mensurada antes da aplicagdo da insulina e nos tempos 4,
8, 12, 16 minutos apds a administracdo da mesma. A taxa de decaimento da glicose
(KitT) foi calculada e expressa em %/minuto (MOURA, 2010).

Todas as amostras obtidas foram centrifugadas a -4°C, 3.000rpm por 15
minutos. O sobrenadante foi separado e em seguida foram realizadas as dosagens
de glicose. As concentracdes de glicose sanguinea foram determinadas pelo método
enzimatico colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase. As absorbancias das
amostras e do padrao foram lidas em espectrofotdmetro a 500nm.

A quantificacdo da resisténcia a insulina se deu pelo modelo homeostético de
avaliacdo (HOMA), calculado utilizando a seguinte formula: Glicemia em  jejum
(mMol) x Insulina (pU/mL)/22.5 (MATTHEWS et al, 1985). O indice
triacilglicerideos/glicose (Tyg), um método recentemente validado para determinar a
resisténcia a insulina (GUERRERO-ROMERO et al., 2010), foi calculado com base na
seguinte férmula: Ln [triacilgliceridemia de jejum (mg dL?) x glicemia de jejum (mg
dL?) 1/2].
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5.6 AVALIACAO DA INGESTAO ALIMENTAR

Para avaliar a ingestdo diaria de racdo, os animais foram transferidos para
gaiolas metabolicas e alojados individualmente. Os primeiros 4 dias nas gaiolas foi
considerado como o periodo de ambientacdo dos animais. No dia anterior ao
experimento, os animais foram privados de alimento por 12h, mas n&o foram privados
de liquido. Apoés esse periodo, a comida (em quantidade pré-conhecida) foi ofertada
aos animais ad libitum e a ingestéo foi medida pela subtracédo do peso restantes apés
24h da oferta inicial de alimento colocado no recipiente, com correcdo para o
derramamento (ORLANDI et al., 2015; RORATO et al., 2012). Essa quantificacdo foi

realizada semanalmente da 42 a 82 semana de vida dos animais.

5.7 RESPOSTA TERMOGENICA A NORADRENALINA (NE)

Os animais foram mantidos em caixas individuais durante seis ou sete dias. No
dia anterior ao teste as caixas foram posicionadas sobre o receptor de telemetria
(modelo ER-4000 Energizer/Receiver Mini-Mitter®, Bend, Oregon, USA) conectado a
um computador.

O teste iniciou pela afericdo da temperatura basal (calculada pela média das
temperaturas aferidas 40 minutos antes da administracdo da droga ou salina).
Finalizada o monitoramento da temperatura corporal apds o desafio o desafio com
noradrenalina, calculou-se a diferenca da temperatura pela média da temperatura
basal e obteve-se o delta da temperatura. Os dados da telemetria foram apresentados
pelo grafico linear da variacdo do delta e as estatisticas foram realizadas pela area
sob a curva (AUC) calculada a partir de um intervalo definido, obtendo-se o indice
térmico para este periodo (IT, Celsius x minutos) (SILVA; GIUSTI-PAIVA, 2014).

No dia do teste a temperatura basal foi calculada antes da administracéo de
Noradrenalina ((x)-Arterenol ([x])-Hidrocloryde, Sigma Aldrich, St Louis, MO,
0.01mg/Kg, i.p). A temperatura corporal foi registrada em intervalos de 5 minutos

durante 80 minutos apods esta injecao.
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5.8 AVALIACAO DO ESVAZIAMENTO GASTRICO

A guantificacdo do esvaziamento gastrico foi realizada usando o método de
fenol red (corante ndo absorvivel). Este procedimento € uma modificacdo de um
método de recuperacdo de corantes originalmente descrito por Scarpignato et al.
(1996). Apos jejum overnight, 1.5mL de um gel acalérico contendo 1.0% de
carboximetilcelulose (Exodo Cientifica Ltda, Hortolandia, Brasil) e 0.05% de indicador
de fenol red foi administrado intragastricamente aos ratos conscientes. Vinte minutos
apos a gavagem, os ratos foram anestesiados usando tribromoetanol (250 mL/Kg). A
cavidade abdominal foi aberta, a juncao gastroesofagica e o piloro foram clampados,
o estbmago foi removido, aberto ao longo da curvatura maior e conteido gastrico
coletado em tubo graduado. O estémago foi cuidadosamente enxaguado trés vezes
com 2 ml de 4gua destilada e as solucdes de lavagem foram adicionadas ao contetdo
gastrico recuperado. Foi acrescentado 0.5 mL de NaOH 1M. A concentracdo de
vermelho de fenol na mistura foi entdo medida por espectrofotometria a 560nm para

a realizacao do calculo da quantidade total do marcador recuperado do estdmago.

5.9 IMUNO-HISTOQUIMICA PARA c-FOS

Para realizacdo dos experimentos de imuno-histoquimica, os animais foram
mantidos em uma sala com ciclo claro/escuro invertido artificialmente (claro: 19h as
7h, escuro: 7h as 19h), com alimentacéo e agua ad libitum e temperatura controlada
22+2°C. Os mesmos foram transferidos para essa sala 40 dias antes do inicio do teste
para adaptacdo ao ciclo invertido. Esse procedimento foi realizado, para permitir a
realizacdo dos experimentos de coleta de tecido na fase escura do ciclo dos animais,
periodo mais ativo e de maior ingestdo do rato (PRAGER et al., 2011; POSSAMAI et
al., 2015).

Apés a realizagdo do protocolo, os animais foram submetidos a anestesia com
2,2,2-tribromoetanol (250mL/Kg) e perfusdo através de puncédo intracardiaca com
salina 0.9% contendo 5000 U/L de heparina (250 ml), seguido do fixador
paraformaldeido 4% em tampé&o fosfato (PBS 0.1M, 500 ml). Finalizada a perfuséo, o
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encéfalo foi removido, imerso em solucdo fixadora (paraformaldeido 4%) por 4h,
posteriormente transferido para uma solucdo de sacarose 30% em PBS e mantido a
4°C até a realizagdo dos cortes. Os encéfalos foram seccionados em 30um de
espessura com auxilio do criostato (Slee Technik GmbH, Mainz — Germany), em plano
coronal para realizagcdo do processamento imuno-histoquimico.

A fim de evidenciar as células imunorreativas para a proteina c-Fos (indicadora
de ativacdo neuronal) os cortes foram expostos inicialmente a peroxidase enddgena
(solugéo de H202 1%) por 30 minutos. Posteriormente foi realizada uma sequéncia de
3 lavagens dos cortes (5 minutos cada) com tampéo fosfato PBS 0.01M sob agitacao.
Em seguida, foi efetuado o bloqueio das ligacdes inespecificas com albumina bovina
5% em tampao fosfato 0.1M, durante 01 hora. Na sequéncia, foi realizada a incubacgéo
com anticorpos primarios policlonais, anti-proteina c-Fos (Ab-5, Oncogene Science,
Manhasset, NY, USA), diluido a 1:10000 em PBS 0.1M, contendo 2% de soro normal
de cabra e 0.3% de Triton X-100 (Sigma Aldrich, St Louis, MO), por 16 a 18 horas.
Terminado o periodo de incubacao foram realizadas 3 lavagens de 5 minutos cada
uma, em PBS 0.01M e realizada a incubacdo com anticorpo secundario biotinilado
(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, EUA) na diluigdo 1:200 por 1 hora. Em
seguida os cortes foram novamente lavados por 3 vezes sob agitagdo em PBS 0.01M.
Posterior as lavagens foi realizada a incubacao dos cortes com o complexo avidina-
biotina peroxidase, durante 1 hora sob agitacdo. A marcacédo preta-azulada do nucleo
celular foi detectada utilizando 3,3 diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB, Sigma
Aldrich, St Louis, MO), intensificado com sulfato de niquel a 1% e cloreto de cobalto a
1%. Apobs realizac@o do procedimento foi realizada a lavagem dos cortes com PBS
0.01M para interrupcdo da coloracdo. Ao fim deste processo os cortes foram
montados em laminas gelatinizadas, secos overnight a temperatura ambiente,
desidratados com xileno e cobertos com laminulas fixadas por Entellan (Merck,
Alemanha). A analise da marcagédo das células foi realizada com auxilio de um
microscéopio Nikon H55L, que permitiu a contagem do nuamero de neurdnios
imunorreativos a proteina c-Fos por meio do software NIS-Elements Advanced
Research 3.0 (ORLANDI et al., 2015). As seccdes escolhidas para a quantificacéo
foram identificadas e selecionadas de acordo com o atlas Paxinos e Watson (1997).
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Os neurbnios imunorreativos para c-Fos foram contados na area postrema (AP,
14.04mm posterior ao bregma), nacleo do trato solitario (NTS, 14.04mm posterior ao
bregma), nucleo paraventricular (PVN, 1.32mm posterior ao bregma), amigdala
central (CeA, 1.80mm posterior ao bregma), hipotalamo dorsomedial (DMH, 3.00mm
posterior ao bregma), hipotalamo ventromedial (VMH, 3.00mm posterior ao bregma)
e nucleo arqueado (ARC, 3.00mm posterior ao bregma), areas com populacdes
neuronais que secretam peptideos orexigénicos e anorexigénicos que modulacao a

ingestao alimentar.

5.10 DESIGN EXPERIMENTAL PARA AVALIACAO DO EFEITO DO GLUCAGON-
LIKE PEPTIDE-1 (GLP-1) E DA COLECISTOCININA-8 (CCK-8) EM RATOS
NN E NR

O GLP-1 (7-36) amida (Sigma Aldrich, St Louis, MO) foi utilizado para avaliagdo
dos efeitos anorexigenos nesses animais. GLP-1 foi reconstituido em 1 mL de acido
acético 1%, conforme recomendacdao do fabricante. Os experimentos foram realizados
no inicio da fase escura (19h), quando os animais tém maior estimulo para comer.

Os experimentos com o GLP-1 foram realizados seguindo o delineamento

experimental abaixo.

Figura 4 — Design experimental dos experimentos realizados com glucagon-like peptide-1 (GLP-1).

Glicemia
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A
GLP-1 /salina \
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| | | ] |
I | | | |
16:00 19:00 19:30 20:00 20:30 21:00
TEMPO

Fonte: Da autora.
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O horménio (TYR[SOsH]?") colecistocinina-8 (CCK-8S) 26-33 amida (Sigma
Aldrich, St Louis, MO) foi utilizado para avaliagdo dos efeitos anorexigenos nesses
animais. Para tal, o hormonio foi reconstituido em 1 mL de NH4OH 0.05M, conforme
recomendacéao do fabricante.

Os experimentos com a CCK-8 foram realizados seguindo o delineamento

experimental abaixo.

Figura 5 - Design experimental dos experimentos realizados com colecistocinina-8 (CCK-8).
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Fonte: Da autora.

5.10.1 Efeito do GLP-1 sobe a ingestao alimentar, glicemia e insulinemia

Cinco dias antes do teste, os animais foram transferidos para gaiolas
metabdlicas com racdo e agua ad libitum. Diariamente, esses animais receberam
injecdes intraperitoneais de solucdo salina (1mL/kg) as 19h para adapta-los ao
procedimento experimental e ndo reduzir a ingestdo alimentar pelo estresse de
injecdo. Os grupos experimentais foram NN salina, NN GLP-1, NR salina e NR GLP-
1 (n=8).

No dia do teste, os animais passaram por um periodo de 3 horas de privacao
de alimento, mas ndo de agua (iniciando as 16h). No inicio da fase escura, um grupo
recebeu uma injecéo intraperitoneal (i.p) de GLP-1 (10 pg/kg) e o segundo grupo
recebeu solucdo salina (1 mL/kg, i.p). Imediatamente apd6s a injecdo, os ratos
receberam acesso ao alimento e a ingestdo acumulada, corrigida para o

derramamento, foi medida manualmente apds 30, 60, 90, 120 minutos (protocolo
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adaptado de WILLIANS et al., 2011). Apdés esse periodo, os animais foram
decapitados, o sangue foi coletado, centrifugado e o plasma armazenado a -80°C para
posterior quantificacdo de insulina (pelo método de Elisa) e glicose (pelo método

enzimatico-colorimeétrico).

5.10.2 Efeito do GLP-1 sobre a ativacdo de areas encefalicas

Apés a realizacdo do protocolo anteriormente descrito (item 5.11.1) para
desafio hormonal (privacéo de alimento, administracdo de GLP-1 ou salina, acesso ao
alimento por 2h), os animais foram submetidos a anestesia e perfusdo através de
puncdo intracardiaca. Ao final desse procedimento o encéfalo foi removido para
realizacdo dos processos de imuno-histoquimica a fim quantificar o numero de células
positivas para proteina c-FOS em areas relacionadas ao controle da ingestédo

alimentar.

5.10.3 Efeito do GLP-1 sobre a temperatura corporal

ApOs a cirurgia de estereotaxia e implante de probe (descritas no item 5.4.2 e
5.4.3), os animais foram transferidos para a sala de telemetria anteriormente ao dia
do teste e suas caixas foram posicionadas sobre o receptor biotelemétrico conectado
a um computador para monitoramento da temperatura corporal. No dia do teste, apos
40 minutos da medida basal, os animais NN e NR receberam microinjecao i.c.v de
GLP-1 (5ug em 10pL) ou salina (10 pL) e tiveram sua temperatura corporal monitorada

por 4h.

5.10.4 Efeito da CCK-8 sobre a ingestéo alimentar

Apés adaptacdo prévia de 5 dias em gaiolas metabdlicas e recebendo
administracdo i.p diaria de salina, os animais passaram por um periodo de 12 horas
de privacao de alimento, mas n&o de agua (iniciando as 7h). Os grupos experimentais
foram definidos em NN salina (NN sal), NN CCK, NR salina (NR sal) e NR CCK. No
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inicio da fase escura (19h), um grupo recebeu uma injecdo intraperitoneal (i.p) de
CCK-8 (0.5 ug/Kg) e o segundo grupo recebeu solucdo salina (1 ml/kg, i.p).
Imediatamente apds a injecao, os ratos receberam acesso ao alimento e a ingestao
acumulada, corrigida para o derramamento, foi medida manualmente apés 30, 60, 90
e 120 minutos (protocolo adaptado de BECSKEI et al., 2007).

5.10.5 Efeito da CCK-8 sobre 0 esvaziamento gastrico

Para realizacdo da quantificacdo do esvaziamento gastrico, os animais foram
submetidos a jejum durante a noite assegurando o esvaziamento do conteudo
gastrico. Apos o periodo de privacdo, os ratos foram pesados e divididos em grupos
de solucédo salina ou CCK-8 (NN Sal, NN CCK, NR Sal, NR CCK). Todas as solucdes
foram aquecidas até a temperatura corporal antes da administragdo. Cinco minutos
antes do teste, CCK-8 (0.05 ug/Kg) ou solugéo salina (1 mL/Kg) foram administradas
intraperitonealmente nos animais (McCann et al., 1989). Em seguida, o gel acalérico
com o corante fenol red foi administrado intragastricamente aos ratos conscientes.
Vinte minutos ap6s a gavagem, o estbmago removido e o conteldo gastrico

recuperado para determinacdo da porcentagem de esvaziamento gastrico.

5.10.6 Efeito da CCK-8 sobre a ativacao de areas encefalicas

O procedimento de imuno-histoquimica frente ao desafio com a CCK-8 foi
conduzido de forma semelhante ao citado no item 5.11.2. Os animais foram
previamente adaptados em uma sala de ciclo invertido e, antes da realizacdo da
perfusdo, os animais foram submetidos ao protocolo de desafio hormonal com CCK
descrito no item 5.11.4. As areas cerebrais avaliadas foram as mesmas utilizadas no
grupo GLP-1.
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5.10.7 Efeito da CCK-8 sobre a temperatura corporal

Além da cirurgia de implante de probe e estereotaxia, conforme descrito
anteriormente e recuperacao pos-cirirgica, os animais foram transferidos para a sala
de telemetria e posicionadas sobre o receptor conectado a um computador.

No dia do teste, apés 40 minutos da medida basal, os animais receberam
microinjecao i.c.v de colecistocinina-8 (0.5ug em 5puL) ou salina (5 pL) e tiveram sua

temperatura corporal monitorada por 4h.

5.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando um software GraphPad
versao 6.0 e expressos como médiaterro padrdo da média (EPM). Para comparacéo
entre a diferenca do tamanho da ninhada (NN x NR) para os parametros de peso,
perfil bioquimicos e biométrico, acdo de noradrenalina foi aplicado o teste “t” de
Student. O tamanho da ninhada (normal ou reduzida) e o tratamento (salina ou
horménio) ou o tempo foram utilizados como fatores para analise de variancia
(ANOVA) de duas vias, seguido pelo pds-teste Bonferroni para o estudo da ingestao
alimentar, da tolerancia a glicose/Insulina e dos efeitos do glucagon-like peptide-1 e
da colecistocinina-8. Os resultados com p<0.05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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6 RESULTADOS

Os resultados do presente estudo sdo descritos abaixo.

6.1 CARACTERIZACAO DA OBESIDADE

A caracterizacdo da obesidade nos animais se deu pelo peso corporal,

adiposidade, indice de Lee, perfil bioquimico e hormonal.

6.1.1 Ganho de peso

O ganho de peso corporal entre 0s grupos experimentais exibiu diferenca desde
o periodo lactacional até a fase adulta. Durante a lactacao (2° ao 21° dia de vida) o
peso dos animais NR foi significativamente maior do 8° ao 20° PND quando
comparados a filhotes NN, sendo que esse aumento foi de 31.7% no oitavo dia pos-

natal, alcancando 46.5% no vigésimo (p<0.001, Tab.1).

Tabela 1 - Efeito da superalimentacé@o neonatal sobre o peso da ninhada durante o periodo lactacional.

PESO (9)

Animal 2°DL 5°DL 8°DL 11°DL 14° DL 17°DL 20°DL

NN 7.39+0.17 10.68+0.40 14.89+0.45 19.57+0.38 24.72+0.62 28.89+0.39 34.34+0.72
NR 7.73+0.19 12.78+0.51 19.62+0.58** 28.04+0.87** 35.88+1.07** 43.07+1.57** 50.32+1.91**

Fonte: Da autora.
Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida. n=8. **, p<0.01, ***, p<0.001, quando comparados a
prole provinda de NN. Valores expressos como média + EPM (Teste t de Student).

Apds 0 desmame 0s animais passaram a ser pesados individualmente e os
animais NR continuaram apresentando um peso maior quando comparados aos
animais NN. Os animais de ninhada pequena apresentaram um aumento de 48.8%
na 42 semana, 58.4% na 52 semana, 43.3% na 62 semana, 25.2% na 72 semana e
23.0% na 82 semana (p<0.001, Tab. 2) quando comparados aos filhotes crescidos em

ninhada grande.
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Tabela 2 - Efeito da superalimentacao neonatal sobre o peso dos animais pos-desmame.

PESO (g)
42 semana 52 semana 62 semana 72 semana 82 semana
NN 76.2+1.17 123.0+1.89 168.0+3.55 216.8+1.24 261.3+2.81
NR 113.44£2.85%*  194.9+3.57** 240.944.58** 271.5£2.69**  321.6+£6.30***

Fonte: Da autora.
Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida. n=8. ***, p<0.001, quando comparados a prole
provinda de NN. Valores expressos como média + EPM (Teste t de Student).

6.1.2 indice de Lee e adiposidade

Os animais NR apresentaram valores maiores do indice de Lee (p<0.001, Tab.
3) aos 60 dias de idade, quando comparados aos animais NN.

Em relagcdo ao acumulo de gordura abdominal, os animais do grupo NR
apresentaram aumento da adiposidade, decorrente do aumento na massa de tecido
adiposo epididimal (p<0.001) e retroperitoneal (p<0.001), mas n&o no tecido adiposo
marrom (p=0.25), quando comparados com animais de ninhada grande. Nao houve

diferenca na distancia nasoanal entre 0s grupos.

Tabela 3 - Efeito da superalimentacdo neonatal sobre o indice de Lee e adiposidade

das proles.
Parametros Animal
NN NR
Distancia nasoanal (cm) 20.72+0.14 20.94+0.19
indice de Lee 3.06+0.01 3.27£0.01***
Gordura epididimal (g/100g) 0.72+0.01 0.97£0.03***
Gordura retroperitoneal (g/100g) 0.61+0.02 1.07+£0.05***
Gordura marrom (g/1009) 0.11+0.01 0.12+0.01

Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida. n=8. *, p<0.05, ***, p<0.001, quando
comparados a prole provinda de NN. Valores expressos como média + EPM
(Teste t de Student).

A Figura 6 mostra as alteragfes histologicas em ratos NN e NR (Fig. 6 A — D).
A analise morfolégica mostrou que o0s animais criados em ninhada pequena
apresentaram um aumento no numero (de 6.7+0.78 para 9.12+0.37, p<0.05, Fig. 6E)
e na area dos adipécitos brancos (de 2468+165.8 para 2976+117.3um?, p<0.05, Fig.

6F). Ndo houve diferenca significativa quanto ao numero de adipocitos marrons
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guando compara-se animais NN e NR (65.36x1.1 vs 64.5£2.1, p=0.71, Fig. 6G).
Adipdcitos marrons sdo tipicamente multiloculares, sendo a maior parte da célula
ocupadas por numerosas gotas lipidicas circulares, que apareceram como areas

vazias ou ndo manchadas em NN e NR animais.

Figura 6 - Efeito da superalimentacdo neonatal sobre a histologia dos tecidos adiposos branco
epididimal (WAT) e marrom (BAT) de ratos adultos.
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Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida. n=5. A) WAT de animais NN; B) WAT de animais
NR; C) BAT de animais NN; D) BAT de animais NR; E) Nimero de adipécitos brancos; F) Area
do adipdcito branco; G) NUmero de adip6citos marrons. *, p<0.05, quando comparado a ninhada
normal. Valores expressos como média + EPM (Teste t de Student).

6.1.3 Dosagens bioguimicas e hormonais

Os filhotes machos de ninhada reduzida apresentaram aumento nos niveis
plasmaticos de glicose em jejum (p<0.05), triglicerideos (p<0.01), colesterol total
(p<0.01), VLDL-c (p<0.01), LDL-c (p<0.05), insulina (p<0.05) e leptina (p<0.01, Tab.
4) quando comparados com animais criados em ninhada normal. Ja os niveis
plasmaticos de HDL-c apresentaram-se diminuidos nos animais NR (p<0.001), em

relacéo ao seu controle.
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Tabela 4 - Efeito da superalimentagao neonatal sobre o perfil bioquimico
e hormonal de ratos adultos.

Parametro ANIMAL
NN NR

Glicose (mg/dL) 104.90+4.80 122.20+4.58*
Triglicerideos (mg/dL) 187.70+9.86 265.90+16.67**

Colesterol Total (mg/dL) 97.85+3.25 115.10+3.12**

VLDL-c (mg/dL) 37.55+1.97 53.17+3.33**

LDL-c (mg/dL) 53.47+2.88  68.68+5.48*
HDL-c (mg/dL) 6.93+0.33  4.71+0.46%**

Insulina (ng/mL) 1.47+0.17 2.30+0.28*

Leptina (ng/dL) 0.69+0.10  1.92+0.25**

Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida. n=8. *, p<0.05; **,
p<0.01; *** p<0.001, quando comparados a animais NN. Valores
expressos como média + EPM (Teste t de Student).

6.2 TESTE DE TOLERANCIA ORAL A GLICOSE (GTTo)

O perfil glicémico durante o GTTo em animais machos provenientes de ninhada
normal e reduzida é apresentado na figura 7 e pelos resultados da analise de variancia
ANOVA Two-way da tabela 5. Os animais machos NR apresentaram diferenca
significativa nos tempos de 0, 30 e 60 minutos apo6s a carga glicémica, sendo que 0s
niveis de glicose foram maiores nesses animais quando comparados aos seus
controles (105.5+0.91 vs 121.2+3.74, p<0.05 no tempo 0; 141.1+4.41 vs 169.5+£9.90,
p<0.001 aos 30 min.; 134.7+1.36 vs 158.6+£6.70mg/dL, p<0.001, aos 60 min., Fig. 7A).
Na analise da area sob a curva os machos de ninhada pequena também apresentaram
aumento, quando comparados a machos de ninhada grande (de 14515+146.4 para
15668+446.0mg/dL.120min%, p<0.05, Fig 7B), indicativo de intolerancia a glicose.
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Figura 7 - Efeito da superalimentacdo neonatal sobre o perfil glicémico de animais machos frente o
teste de tolerancia oral a glicose.

A B
200+ 17500 7
= - NR _

o F+ -
E 175_ * % % S X
‘m’ *kk £ 16250
(&) o
= _ (qV]
= 150 S
‘; — 15000

te o
» 125 >
©
o E

13750

Q1007 o
[
g )
° <
o 75 T T T T 1 12500

0 30 60 90 120 150 NN NR

Tempo (min)

Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida. n=8. A) Niveis plasmaéticos de glicose; B) Area sob
a curva. *, p<0.05; *** p<0.001 quando comparado a ninhada normal. Valores expressos como
média £ EPM (analise de variancia ANOVA two-way, seguido de pds-teste de Bonferroni).

Tabela 5 - Andlise de varidncia de duas vias da glicemia plasmética de ratos submetidos ao teste de
toler&ncia oral a glicose.

Glicose plasmatica Tratamento Tempo Interacéo

F1,70= 50.98, p<0.001 Fa,70=30.91, p<0.001 Fa,70=1.62, p=0.17

Fonte: Da autora.

6.3 TESTE DE TOLERANCIA INTRAPERITONEAL A INSULINA (ITTi)

O resultado do ITTi sdo apresentados na figura 8 e pelos resultados da analise
de variancia ANOVA Two-way da tabela 6. Os animais machos criados em ninhada
pequena apresentaram niveis de glicemia significativamente superiores nos tempos
12 (71.13+3.92mg/dL, p<0.05) e 16 minutos (56.70+4.17mg/dL, p<0.05) em
comparacdo com os animais de ninhada maior (55.71+4.74mg/dL e 42.80+4.42
mg/dL, respectivamente, Fig. 8A), frente ao teste de ITTi. J& a taxa de decaimento de
glicose (KirT) foi inferior em machos NR (3.00+0.32, p<0.001), quando comparados
aos seus correspondentes de ninhada normal (6.15+0.34, Fig. 8B). Esse resultado

indica menor sensibilidade a insulina em animais NR.
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O indice HOMA demonstrou-se maior em animais que foram criados em NR
guando comparados a filhotes provindos de NN (3.37+0.18 vs 5.36+0.75, p<0.05, Fig.
8C). O indice TyG também foi maior em animais de ninhada menor (de 8.64+0.146 vs
9.29+0.097, p<0.01, Fig. 8D). Esses resultados sao indicadores de resisténcia a

insulina nos animais criados em ninhada reduzida.

Figura 8 - Efeito da superalimentacéo neonatal sobre o perfil glicémico de animais machos adultos
frente o teste de tolerancia intraperitoneal a insulina.
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Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida. n=8. A) Niveis plasmaticos de glicose B) Taxa de
decaimento de glicose (Krr); C) indice HOMA-IR; D) indice TyG. *, p<0.05; **, p<0.01; ***,
p<0.001 quando comparado a ninhada normal. Valores expressos como média + EPM (analise
de varidncia ANOVA two-way, seguido de pos-teste de Bonferroni).

Fonte: Da autora.

Tabela 6 - Andlise de variancia de duas vias da glicemia plasmatica de ratos submetidos ao teste de
tolerancia intraperitoneal a insulina.

Glicose plasmética Tratamento Tempo Interacéo

F152=5.31, p=0.038 Fa52=142.0, p<0.001 Fa52=4.17, p=0.005

Fonte: Da autora

6.4 INGESTAO ALIMENTAR

Conforme demonstrado na figura 9 e tabela 7, os machos NR apresentaram
aumento na ingestéo de racdo em relacédo aos animais de ninhada normal da 42 até a
82 semana de vida (42 semana: NN 6.03£0.52, NR 9.16+0.66g, p<0.05; 52 semana:
NN 10.76+£0.52, NR 14.62+0.90g, p<0.01; 62 semana: NN 13.56+1.29, NR
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20.14+0.61g, p<0.001; 72 semana: NN 16.42+1.18, NR 21.03+0.61g, p<0.01; 82
semana: NN 21.86+1.00, NR 27.64+0.87g, p<0.01; Figura 9A), indicando hiperfagia.
Contudo, quando a ingestao foi normalizada para o peso corporal, a diferenca nao foi

significativa (Fig. 9B).

Figura 9 - Efeito da superalimentagdo neonatal sobre a ingestao alimentar de filhotes machos do p6s-
desmame a fase adulta.
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Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida. n=8. (A) Ingestéo de racao (g); (B) Ingestéo de ragéo
ajustada por 100g de peso. *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001. Valores expressos como média +
EPM (analise de variancia ANOVA two-way, seguido de pds-teste de Bonferroni).

Tabela 7 - Andlise de variancia de duas vias da ingestéo de racao por ratos adultos p6és-desmame.

Ingestao alimentar Tratamento Tempo Interacéo

Fi70= 55.81, p=0.23  Fa70=83.43, p<0.001 Fa70=1.41, p<0.001

Fonte: Da autora

6.5 RESPOSTA TERMOGENICA A NORADRENALINA (NE)

Os resultados da avaliacdo da temperatura corporal por telemetria séo
apresentados na figura 10 e mostram que a administracdo intraperitoneal de
noradrenalina (NE, 0.01 mg/Kg) induziu a um aumento da temperatura corporal em
animais de NN e de NR, porém o incremento foi maior no grupo NN (0.72+0.07 vs

0.43+0.05°C, p<0.01, Fig. 10A). O Iindice térmico (area sob a curva) do intervalo entre
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5 e 55 minutos (Figura 10B) demonstrou um maior aumento no grupo NN quando
comparado com o grupo NR (26.57+£2.68 vs 15.10+3.29, p<0.05). Assim, tanto a
variacdo de temperatura corporal quanto o indice térmico apos o desafio com
noradrenalina apresentaram-se menores em machos criados em ninhadas reduzidas
comparados aos machos criados em ninhadas normais, evidenciando uma resposta

térmica menos acentuada frente 2 NE em animais de NR.

Figura 10 — Efeito da superalimentacéo neonatal sobre a variacdo da temperatura corporal em animais
adultos machos frente a administracao noradrenalina (NE, 0.01 mg/Kg, i.p).
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Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida. n=8. A) Variacéo da temperatura corporal. B) indice
térmico do intervalo de 5 a 55 minutos apds a administra¢éo de NE. *, p<0.05, comparado com
animais NN. Valores expressos como média = EPM (Teste t-Student).

6.6 GLUCAGON-LIKE PEPTIDE-1 (GLP-1)
Os resultados dos testes com GLP-1 sdo apresentados abaixo.
6.6.1 Efeito do GLP-1 sobre a ingestao alimentar, glicemia e insulinemia
A figura 11 e os dados da tabela 8 mostram que a administragédo periférica de

GLP-1 conseguiu reduzir a ingestao de alimentos no grupo de ninhada normal a partir

dos 30 minutos apoés aplicacdo do hormonio até os 120 minutos, quando comparados
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aos animais NN salina. A reducao foi de 32.6% (p<0.001) aos 30 min., 38.8%
(p<0.001) aos 60 min., 44.9% (p<0.001) aos 90 min. e 35.2% (p<0.01) aos 120 min.
O GLP-1 nao alterou significantemente a ingestao no grupo de ninhada reduzida em
nenhum dos tempos analisados, sendo que os animais NR GLP-1 apresentaram
respostas semelhantes aos animais que receberam salina. Os resultados tomados em
conjunto sao indicativos de resisténcia & acdo anorexigénica desse hormdnio no grupo
NR.

Figura 11 - Efeito da superalimentacdo neonatal sobre o consumo de rac¢do por ratos adultos frente ao
desafio com glucagon-like peptide-1 (GLP-1, 10pg/Kg).
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Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida. n=8. *, p<0.05; ***, p<0.001 comparado com animais
NN salina; #, p<0.05 comparado com animais NN GLP-1. Valores expressos como média + EPM
(analise de variancia ANOVA two-way, seguido de pés-teste de Bonferroni).

Tabela 8 - Andlise de variancia de duas vias da ingestéo alimentar por ratos adultos frente aos desafio
com glucagon-like peptide-1 (GLP-1, 10ug/Kg, i.p).

Tempo (min) Ninhada Tratamento Interacéo
30 F1,31=0.89, p=0.352 F1.31=21.80, p<0.001 F1,31=1.38, p=0.247
60 F1,32=3.23e-006, p=0.998 F132=18.10, p<0.001 F132= 8.84, p<0.010
90 F1,32=0.0001386, p=0.990 F132=12.96, p<0.010 F132=10.90, p<0.010
120 F132=0.47, p=0.494 F132=8.73, p<0.010 F132=9.25, p<0.010

Fonte: Da autora
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A andlise da glicemia e insulinemia apds 120 minutos da administracdo do GLP-
1 revelou que esse hormonio foi capaz de elevar os niveis de insulina plasmatica em
40.8% (p<0.05) e, por conseguinte, reduzir a glicemia dos animais NN em 15.3%
(p<0.001, Tab. 9). Entretanto, o GLP-1 nado foi capaz de causar alteracdes
significativas nos animais NR, indicando resisténcia a acdo hipoglicemiante e

hiperinsulinémica desse hormonio.

Tabela 9 - Efeito da superalimentacéo neonatal sobre as respostas glicémica e insulinémica
de ratos machos adultos frente ao glucagon-like peptide-1 (GLP-1, 10ug/Kg).

GRUPOS GLICOSE (mg/dL) INSULINA (ng/dL)
Salina GLP-1 (10pg/KQ) Salina GLP-1 (10pg/Kg)
NN 146.69+2.95 124.28+3.45%** 1.52+0.15 2.14+0.20*
NR 142.6+6.07 131.89+7.77 2.49+0.24 2.20+0.47

Fonte: Da autora.
Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida. n=8.. *, p<0.05; *** p<0.001 comparados
ao grupo NN salina. Valores expressos como média + EPM (Teste t Student).

6.6.2 Efeito do GLP-1 sobre a ativacao de células encefalicas

Como descrito pelas Tabela 10 e 11 e ilustrado pelas fotomicrografias 12 al8,
a avaliacdo através da analise estatistica ANOVA two way demonstrou aumento do
namero de células positivas para c-Fos em todas as areas avaliadas em animais NN
apos a administracdo de GLP-1, sendo que esse aumento foi de 139.7% (p<0.05,
Fig.12) na AP, 90.3% (p<0.05, Fig. 13) no NTS, 78.0% (p<0.01, Fig.14) no PVN, 97.6%
(p<0.001, Fig.15) no DMH, 77.7% (p<0.001, Fig.16) no VMH, 76.5% (p<0.01, Fig.17)
no ARC e 68.2% (p<0.05, Fig.18) na CeA, quando comparados com 0s animais salina.

Quanto ao grupo NR, nédo foi evidenciada nenhuma diferenca estatistica na
expressao de c-Fos em nenhuma das areas avaliadas quando comparou-se 0s grupos
salina e GPL-1. No entanto, os animais NR GLP-1 apresentaram um ndamero
reduzidos de células imunorreativas para c-Fos no PVN (p<0.05, Fig.15), DMH
(p<0.01, Fig. 15) e ARC (p<0.01, Fig.17) quando foram comparados aos animais NN
GLP-1.
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Tomados em conjunto os resultados demonstram prejuizo na sinalizacao

central do glucagon-like peptide-1 em animais NR.

Tabela 10 - Efeitos da superalimentag@o neonatal e do Glucagon-like peptide-1 (GLP-1, 10ug/Kg i.p)
na expressao de células positivas para c-fos no encéfalo de ratos adultos.

REGIAO AVALIADA

NUMERO DE NEURONIOS c-FOS REATIVOS

NN Salina NN GLP-1 NR Salina NR GLP-1  Valorde F
Area postrema 14.6x£1.24 35.0£2.70* 26.17+4.57 32.8+6.18 Fs18= 3.97
Ncleo do trato solitario 43.4+4.89 82.6+7.76**  67.8+£9.45 67.0+4.53 Fs18= 4.75
Nucleo paraventricular 50.2+6.21 89.4+6.03*** 58.4+3.65 60.2+6.32# F316=9.14
Hipotalamo dorsomedial 46.8+5.88 92.54£5.05*** 55.8+4.00 55.64+5.93%  F315=12.99
Hipotalamo ventromedial 14.4+2.69 25.61£1.50* 19.2+2.61 18.8+2.33 Fs16= 3.90
Ndcleo arqueado 35.4+£3.25 62.5+£5.05** 41.8+5.02 39.0+2.96## Fs15= 7.88
Amigdala central 66.7£3.75 112.3+£3.59* 97.0£7.64 88.6+14.65 F313=3.52

Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida. n=5. *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001 comparado
com animais NN salina; #, p<0.05, ##, p<0.01 comparado com animais NN GLP-1. Valores
expressos como média + EPM (analise de variancia ANOVA two way, seguido de pés-teste de

Bonferroni).

Tabela 11 - Analise de variancia de duas vias do numero de células positivas para c-FOS no encéfalo
de ratos adultos (andlise de variancia ANOVA two way, seguido de pés-teste de Bonferroni).

REGIAO AVALIADA

Valores de F

Ninhada

Tratamento

Interacéo

Area postrema

Nucleo do trato solitério
Nucleo paraventricular
Hipotalamo dorsomedial
Hipotalamo ventromedial
Nucleo arqueado
Amigdala central

F118=1.11, p=0.305
F1,18=0.38, p=0.543
F1,16=3.43, p=0.082
F1,15=6.78, p<0.050
F116=0.18, p=0.674
F1,15=4.31, p=0.055
F113=0.11, p=0.743

F118= 9.20, p<0.010
F118= 0.72, p<0.050
F116=13.09, p<0.010
F1,15=18.05, p<0.001
F116= 5.35, p<0.050
F115= 8.70, p<0.010
F1,13=3.54, p=0.082

Fi118= 2.37, p=0.141
F118= 7.89, p<0.050
F116=10.89, p<0.010
F115=18.37, p<0.001
F116= 6.17, p<0.050
F115=13.18, p<0.010
F113= 7.47, p<0.050

Fonte: Da autora.
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Figura 12 - Fotomicrografias representativas do efeito do Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) na expresséo
de células positivas para c-fos na area postrema (AP, Bregma:-14.04mm) de ratos.
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Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida, CC, canal central. n=5. (A) Grupo NN Salina; (B) Grupo
NN GLP-1; (C) Grupo NR Salina; (D) Grupo NR GLP-1; (E) Esquema do corte encefalico. As barras
nas fotomicrografias representam 100um.

Figura 13 - Fotomicrografias representativas do efeito do Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) na expressao de
células positivas para c-fos no nucleo do trato solitario (NTS, Bregma:-14.04mm) de ratos.
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Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida, CC, canal central, AP, area postrema. n=5. (A) Grupo NN
Salina; (B) Grupo NN GLP-1; (C) Grupo NR Salina; (D) Grupo NR GLP-1; (E) Esquema do corte
encefdlico. As barras nas fotomicrografias representam 100um.
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Figura 14 - Fotomicrografias representativas do efeito do Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) na expressao de
células positivas para c-fos no nicleo paraventricular (PVN, Bregma:-1.32mm) de ratos.
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Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida, 3v, terceiro ventriculo. n=5. (A) Grupo NN Salina; (B)
Grupo NN GLP-1; (C) Grupo NR Salina; (D) Grupo NR GLP-1; (E) Esquema do corte encefélico. As
barras nas fotomicrografias representam 100um.

Figura 15 - Fotomicrografias representativas do efeito do Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) na expressao de
células positivas para c-fos no Hipotadlamo dorsomedial (DMH, Bregma:-3.00mm) de ratos.
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Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida, 3v, terceiro ventriculo. n=5. (A) Grupo NN Salina; (B)
Grupo NN GLP-1; (C) Grupo NR Salina; (D) Grupo NR GLP-1; (E) Esquema do corte encefalico. As
barras nas fotomicrografias representam 100um.
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Figura 16 - Fotomicrografias representativas do efeito do Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) na expresséo de
células positivas para c-fos no Hipotalamo ventromedial (VMH, Bregma:-3.00mm) de ratos.
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Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida, 3v, terceiro ventriculo. n=5. (A) Grupo NN Salina; (B)
Grupo NN GLP-1; (C) Grupo NR Salina; (D) Grupo NR GLP-1; (E) Esquema do corte encefélico. As
barras nas fotomicrografias representam 100um.

Figura 17 - Fotomicrografias representativas do efeito do Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) na expressao de
células positivas para c-fos no Nucleo arqueado (ARC, Bregma:-3.00mm) de ratos.
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Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida, 3v, terceiro ventriculo. n=5. (A) Grupo NN Salina; (B)
Grupo NN GLP-1; (C) Grupo NR Salina; (D) Grupo NR GLP-1; (E) Esquema do corte encefalico. As
barras nas fotomicrografias representam 100um.
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Figura 18 - Fotomicrografias representativas do efeito do Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) na expressao de
células positivas para c-fos na Amigdala central (CeA, Bregma:-1.80mm) de ratos.
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Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida. n=5. (A) Grupo NN Salina; (B) Grupo NN GLP-1; (C) Grupo
NR Salina; (D) Grupo NR GLP-1; (E) Esquema do corte encefalico. As barras nas fotomicrografias
representam 100pm. Fonte:

6.6.3 Efeito do GLP-1 sobre a temperatura corporal

A Figura 19A mostra a variacdo de temperatura ao longo das 1.5 horas apos
administracéo (i.c.v) de GLP-1. Os ratos NN que receberam GLP-1 (5ug/10uL, i.c.v)
apresentaram um aumento mais acentuado na temperatura corporal quando
comparado aos animais NR GLP-1. Essa diferenca fica melhor evidenciada pelo
indice térmico (Fig. 19B e tabela 11). A avaliacdo desse parametro demonstrou que,
o GLP-1 foi capaz de elevar de forma significativa a temperatura corporal no grupo
NN (8.90£1.61 para 22.31+2.52°C.min, p<0.001), o que ndo ocorreu no grupo NR (de
6.35+0.93 para 14.26+1.83°C.min, p>0.05). Quando compara-se 0s animais que
receberam GLP-1, observa-se maior indice térmico nos animas NN (22.31+2.52 vs
14.26+£1.83°C.min, p<0.05). Esses resultados tomados juntos evidenciam uma acao

termogénica deficiente do GLP-1 no grupo NR.




77

Figura 19 - Efeito da superalimentacdo neonatal sobre a variacdo da temperatura corporal frente da
administracdo intracerebroventricular de salina ou Glucagon-like peptide-1 (GLP-1,
5ug/10uL, i.c.v).
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Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida. n=8. A) Variagéo da Temperatura corporal. B) indice
térmico do intervalo de 10 a 75 minutos ap6s a administracdo de GLP-1. ***, p<0.001, comparado
com animais NN salina; #, p<0.05, comparado com os animais NN GLP-1. Valores expressos
como média £+ EPM (ANOVA two-way seguido pelo pos-teste de Bonferroni).

Tabela 12 — Andlise de variancia de duas vias do indice térmico do intervalo de 10 a 75 minutos em

ratos adultos frente ao desafio com glucagon-like peptide-1 (5ug/10uL, i.c.v).

indice Térmico

Ninhada

Tratamento Interacéo

F1,25= 7.20, p<0.050 F1.25=29.13, p<0.001 F125=1.93, p=0.176

6.7 COLECISTOCININA-8 (CCK-8)

Fonte: Da autora

Os resultados dos testes com colescitocinina-8S séo apresentados abaixo.

6.7.1 Efeito da CCK-8 sobre a ingestao alimentar

A figura 20 e os dados da tabela 13 mostram que a ingestdo cumulativa de

racao diminuiu significativamente 30, 60, 90 e 120 minutos apds a administracédo de

CCK-8 em animais que foram criados em ninhada grande (NN). A colecistocinina

reduziu a ingestao desses animais em 21.7% aos 30 minutos (p<0.05), 15.6% aos 60
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minutos (p<0.05), 11.7% aos 90 minutos (p<0.05) e 12.2% aos 120 minutos (p<0.05).
Os animais criados em ninhada pequena n&o apresentaram alterag&o significativa na
ingestao de racdo apos a administracao de CCK-8, em nenhum dos tempos avaliados.
Os animais de ninhada grande que receberam CCK-8 apresentaram menor ingestao
cumulativa nos tempos de 90 e 120 min quando comparados com 0s animais de
ninhada pequena que receberam CCK-8 (6.80£0.24 vs 8.31+0.69, p<0.05 aos 90min
e 7.71+0.30 vs 9.34+0.64, p<0.05 aos 120 min.). Esses resultados s&o indicativo de

resisténcia a acao anorexigénica desse hormanio.

Figura 20 - Efeito da superalimentag&o neonatal sobre o consumo de ra¢éo em ratos adultos frente ao
desafio com colecistocinina-8 (CCK-8, 0.5ug/Kg).
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Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida. n=8. *, p<0.05 comparado com animais NN salina;
###, p<0.001 comparado com animais NN CCK-8. Valores expressos como média + EPM
(analise de variancia ANOVA two-way, seguido de pés-teste de Bonferroni).



Tabela 13 — Andlise de variancia de duas vias da ingestao alimentar por ratos adultos frente aos desafio

com colecistocinina-8 (CCK, 0.5ug/Kg, i.p).

Tempo (min)

Ninhada

Tratamento

Interacéo

30 F132=2.88, p=0.099 F132=8.77, p<0.010 F132=1.27, p=0.026
60 F1,20=3.23, p=0.082 F1.20=9.87, p<0.010 F1,.20=1.29, p=0.264
90 F1,20=7.65, p<0.010 F1.20=5.90, p<0.050 F1,20=3.59, p=0.068
120 F1,26=9.08, p<0.010 Fi128=5.32, p<0.010 F1,28= 3.55, p;0.070

Fonte: Da autora

6.7.2 Efeito da CCK-8 sobre o esvaziamento gastrico

A administracdo intraperitoneal de CCK-8S (0.05ug/Kg, Fig. 21) reduziu
significativamente a porcentagem de esvaziamento gastrico no animal NN
(+64.80+4.46%) em comparagcdo com o animal salina (+84.59+2.13%, p <0.05). O
grupo NR nao apresentou alteracéo significativa entre os animais no esvaziamento
gastrico apos a administracdo de CCK-8S (fator tamanho da ninhada: F1,14 = 16.31,
p<0.01; fator de tratamento: F1,14 = 9.18, p<0.01; fator interacdo: F1,14 = 6.11, p <0.05).
Pode-se observar ainda que os animais que receberam CCK-8 apresentam diferencas
estatisticas, sendo que os animais NN apresentam menor taxa de esvaziamento
gastrico quando comparados com os animais NR (64.80+4.46 vs 88.22+4.00%,
p<0.01).
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Figura 21 - Efeito da superalimenta¢@o neonatal sobre esvaziamento
gastrico em ratos machos adultos apés 20 minutos da
administracdo de CCK-8 (0.5 ug/Kg, i.p).).
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Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida. n=8. * p<0.05
comparado com animais NN salina; ###, p<0.001 comparado com
animais NN CCK-8. Valores expressos como média + EPM
(analise de variancia ANOVA two-way, seguido de pds-teste de
Bonferroni).

6.7.3 Efeito da CCK-8 sobre a ativacao de areas encefélicas

Como descrito pelas Tabela 14 e 15 e ilustrado pelas fotomicrografias (Fig. 22-
28), a avaliacdo através da analise estatistica ANOVA two way demonstrou aumento
do namero de células positivas para c-fos na AP em animais NN apds a administracao
de CCK (p<0.05, Fig. 22), NTS (p<0.05, Fig. 23), PVN (p<0.05, Fig, 24), DMH
(p<0.001, Fig. 25), ARC (p<0.05, Fig. 27) e CeA (p<0.05, Fig. 28) ap6s a administracao
de CCK. N&o houve alteracédo significativas no VMH do grupo NN apdés desafio com
CCK (p=0.79, Fig. 26).

Quanto ao grupo NR, nédo foi evidenciada nenhuma diferenca estatistica na
expressdo de c-fos ap6s o desafio com a CCK em nenhuma das é&reas avaliadas
guando comparado ao grupo NR salina.

A analise ainda demonstrou um aumento na células imunorreativas para c-fos
no grupo NR salina quando comparado ao grupo NN salina no PVN (p<0.001, Fig. 24),
DMH (p<0.001, Fig. 25), ARC (p<0.05, Fig. 27) e na CeA (p<0.05, Fig. 28). Tomados

em conjunto os resultados demonstram prejuizo na sinalizacdo central da
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colecistocinina em animais NR, bem como alteragcdes basais ocasionadas pela

superalimentacdo neonatal.

Tabela 14 - Efeito da superalimentacdo neonatal e da colecistocinina-8 (CCK-8, 0.5ug/Kg i.p.) sobre a
expressao de células positivas para c-fos no encéfalo de ratos adultos.

REGIAO AVALIADA NUMERO DE NEURONIOS c-FOS REATIVOS

NN Salina NN CCK NR Salina NR CCK Valor de F
Area postrema 19.5+2.21 39.2+3.11* 19.5+4.46 19.1+4.48% F3,14=5.52
Nucleo do trato solitario 26.615.23 86.6+2.92* 69.2+16.5 72.7¢12.98 F3,12=4.90
Nucleo paraventricular 12.242.17 30.2+3.42*  455+3.39***  37.614.82 F3,18=14.23
Hipotdlamo dorsomedial ~ 24.4+4.25  78.8+4.24** 72.2+5.93**  61.6+7.38 F3,17=16.39
Hipotalamo ventromedial ~ 4.8+0.30 5.2+1.46 4.75+1.25 6.0+0.63 F3,16=0.35
Nucleo arqueado 3.5+£1.25 18.5+1.55* 23.8+4.39**  20.5+1.19 F3,13=9.76
Amigdala central 30.0£2.79 64.0+4.11* 53.4+2.80* 55.6+£6.72 F3,16=7.52

Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida. n=5. *, p<0.05, **, p<0.01, *** p<0.001 comparado
com animais NN salina; #, p<0.05 comparado com animais NN CCK. Valores expressos como
média £ EPM (analise de variancia ANOVA two way, seguido de pés-teste de Bonferroni).

Tabela 15 - Andlise de variancia de duas vias do nimero de células positivas para c-FOS no encéfalo
de ratos adultos (andlise de variancia ANOVA two way, seguido de pés-teste de Bonferroni).

REGIAO AVALIADA

Valores de F

Ninhada Tratamento

F114= 5.53, p<0.050
F112= 8.25, p<0.050

Interacéo
F114= 5.52, p<0.050
F112= 6.53, p<0.050

Area postrema F114= 5.92, p<0.050

Nucleo do trato solitario F112= 1.69, p=0.217

Nucleo paraventricular
Hipotalamo dorsomedial
Hipotalamo ventromedial
Nucleo arqueado
Amigdala central

F1,18=29.68, p<0.001
F117= 6.81, p<0.050
Fi116= 0.13, p=0.714
F113=15.06, p<0.010
F116=13.24, p<0.010

Fi118= 1.84, p=0.191
F117=13.93, p<0.010
F116= 0.70, p=0.412
F113= 4.14, p=0.062
F116= 2.28, p=0.150

F118=11.92, p<0.010
F1,17=30.53, p<0.001
F116= 0.21, p=0.652
F113=10.14, p<0.050
F116=10.14, p<0.010

Fonte: Da autora.
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Figura 22 - Fotomicrografias representativas do efeito da colecistocinina-8 (CCK-8) na expressao de células

positivas para c-fos na area postrema (AP, Bregma:-14.04mm) de ratos.
Salina CCK-8
A B
NN E
cC cc
C = -D e
NR . :
"cc 7K
— cc
Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida, CC, canal central. n=5. (A) Grupo NN Salina; (B) Grupo

NN CCK-8; (C) Grupo NR Salina; (D) Grupo NR CCK-8; (E) Esquema do corte encefalico. As barras
nas fotomicrografias representam 100um.

Figura 23 - Fotomicrografias representativas do efeito da colescitocinina-8 (CCK-8) na expresséo de células

positivas para c-fos no Nucleo do trato solitario (NTS, Bregma:-14.04mm) de ratos.
Salina i CCK-8
Ve VP : B. AP
Y : ¢
NN
{
cc
cc
C- D 3
’ \
AP AP
NR
¢ CC |
CcC .
Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida, CC, canal central, AP, area postrema. n=5. (A) Grupo NN

Salina; (B) Grupo NN CCK-8; (C) Grupo NR Salina; (D) Grupo NR CCK-8; (E) Esquema do corte
encefalico. As barras nas fotomicrografias representam 100um.
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Figura 24 - Fotomicrografias representativas do efeito da colecistocinina-8 (CCK-8) na expressao de células
positivas para c-fos no nucleo paraventricular (PVN, Bregma: -1.32mm) de ratos.

Salina o CCK-8
A B
NN .. B
f<=
3v
3v ’ .
- -
G D N
T~ "' D
NR : :
3v AL 13v

Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida, 3v, terceiro ventriculo. n=5. (A) Grupo NN Salina; (B)

Grupo NN CCK-8; (C) Grupo NR Salina; (D) Grupo NR CCK-8; (E) Esquema do corte encefélico. As
barras nas fotomicrografias representam 100um. Fonte:

Figura 25 - Fotomicrografias representativas do efeito da colecistocinina-8 (CCK-8) na expressao de células
positivas para c-fos no Hipotadlamo dorsomedial (DMH, Bregma:-3.00 mm) de ratos.

Salina CCK-8

NN
3V

3V i Vav
NR - - :

Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida, 3v, terceiro ventriculo. n=5. (A) Grupo NN Salina; (B)

Grupo NN CCK-8; (C) Grupo NR Salina; (D) Grupo NR CCK-8; (E) Esquema do corte encefélico. As
barras nas fotomicrografias representam 100um.
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Figura 26 - Fotomicrografias representativas do efeito da colecistocinina-8 (CCK-8) na expressao de células
positivas para c-fos no Hipotalamo ventromedial (VMH, Bregma:-3.00mm) de ratos.

Salina CCK-8

NN

NR

3V : 3V

Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida, 3v, terceiro ventriculo. n=5. (A) Grupo NN Salina; (B)
Grupo NN CCK-8; (C) Grupo NR Salina; (D) Grupo NR CCK-8; (E) Esquema do corte encefélico. As
barras nas fotomicrografias representam 100um.

Figura 27 - Fotomicrografias representativas do efeito da colecistocinina-8 (CCK-8) na expressao de células
positivas para c-fos no Nucleo arqueado (ARC, , Bregma:-3.00mm) de ratos.

Salina CCK-8

NN

NR

av 3V

Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida, 3v, terceiro ventriculo. n=5. (A) Grupo NN Salina; (B)
Grupo NN CCK-8; (C) Grupo NR Salina; (D) Grupo NR CCK-8; (E) Esquema do corte encefélico. As
barras nas fotomicrografias representam 100um.
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Figura 28 - Fotomicrografias representativas do efeito da colecistocinina-8 (CCK-8) na expressao de células
positivas para c-fos na amigdala central (CeA, Bregma:-1.80mm) de ratos.
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Fonte: Da autora.

Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida. n=5. (A) Grupo NN Salina; (B) Grupo NN CCK-8; (C) Grupo
NR Salina; (D) Grupo NR CCK-8; (E) Esquema do corte encefélico. As barras nas fotomicrografias
representam 100um.

6.7.4 Efeito da CCK-8 sobre a temperatura corporal

Os resultados da avaliacdo da temperatura corporal demonstraram que a
administracdo de CCK-8 induziu um aumento da temperatura corporal em animais de
NN, mas ndo em animais NR (Figura 29A). O indice térmico (area sob a curva) do
intervalo entre 10 e 75 minutos (Figura 29B) demonstrou que a CCK foi capaz de
elevar de forma significativa o indice térmico nos animas NN (de 30.88+2.61 para
69.68+11.73°C.min, p<0.001). No entanto, esse aumento nado foi observado nos
animais NR que receberam CCK-8 (36.76+£3.18 no NR Sal e 48.84+3.50°C.min no NR
CCK-8, p>0.05). Esses resultados tomados juntos evidenciam uma agao deficiente da
CCK no grupo NR.

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

sao descritos na Tabela 16.
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Figura 29 - Efeito da superalimentacdo neonatal sobre a variacdo da temperatura corporal frente a
administracdo intracerebroventricular de salina ou Colecistocinina-8 (CCK-8, 0.5ug/5uL,

i.c.v).
A
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Fonte: Da autora. )
Nota: NN, ninhada normal; NR, ninhada reduzida. n=8. A) Variagdo da Temperatura corporal. B) Indice
térmico do intervalo de 10 a 180 minutos ap6s a administragdo de CCK-8. ***, p<0.01, comparado

com animais NN salina. Valores expressos como média + EPM (ANOVA two-way seguido pelo
pés-teste de Bonferroni).

Tabela 16 - Analise de variancia de duas vias do indice térmico do intervalo de 10 a 180 minutos ap6és
a administracao de colecistocinina-8 (CCK-8, 0.5ug/5pL, i.c.v) em ratos adultos.
indice Térmico Ninhada Tratamento Interacéo

F120=1.92, p=0.179 F122=22.25, p<0.001 F1,22=6.13, p<0.050

Fonte: Da autora
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7 DISCUSSAO

O ambiente nutricional neonatal certamente desempenha um papel importante
na programacao de mecanismos que regulam a ingestao alimentar e a homeostase
energeética na vida adulta. Tem sido sugerido que os horménios sdo capazes de
transmitir sinais ao organismo em desenvolvimento em resposta a alteragcbes no
ambiente nutricional e podem ser a base para potenciais respostas mal adaptativas
em decorréncia de perturbacdes metabdlicas precoces (COLLDEN et al., 2014).

No presente trabalho foi demonstrado que a alimentacao excessiva decorrente
do maior acesso ao leite por meio da reducao do nimero de filhotes na ninhada alterou
o perfil metabdlico da prole, promovendo sobrepeso que perdurou ao longo da vida.
Este trabalho também apresenta dados relevantes que nos permitem sugerir que, a
perpetuacdo do fenotipo de sobrepeso da infancia até a fase adulta nesse modelo,
seja decorrente, dentre outros fatores, de alteragcdes enddocrinas e neurais que
levaram a uma resisténcia central e periférica a acdo da colecistocinina-8 e do
glucagon-like peptide-1, hormdnios com papeis fundamentais na homeostase
energeética.

Os animais criados em pequenas ninhadas (NR) sdo expostos a
superalimentacdo devido a maior disponibilidade de leite, com elevado teor de
triglicerideos, durante a lactacdo (CUNHA et al.,2009; SHANKAR et al., 2008), que
leva a um aumento da massa corporal a partir da primeira semana pos-natal
(CARVALHO et al., 2015; HABBOUT et al., 2013). Uma série de estudos forneceram
evidéncias significativas de que mudancas na nutricdo perinatal programam o
desenvolvimento da rede neural hipotalamica que regula o apetite e a ingestao. Isso
ocorre pois o desenvolvimento da rede hipotalamica reguladora do apetite em
roedores ocorre predominantemente apds o nascimento, quando as projecdes
hipotalamica sdo completamente formadas (GROVE; SMITH, 2003; KAGOTANI et al.,
1989; McMILLEN; ADAM; MUHLHAUSLER, 2005). O aumento da ingestédo de leite
por filhotes NR, pelo menos em parte, contribui para a alteracdo do fendtipo

metabalico, embora outras possibilidades como comportamento materno, atividade de
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filhotes e efeito dos nutrientes ndo possam ser excluidos (CARVALHO et al., 2015;
FIOROTTO et al., 1991, ENES-MARQUES; GIUSTI-PAIVA, 2018).

Em decorréncia da ingestao elevada no periodo lactacional e consistente com
trabalhados anteriores (BEI et al., 2015; PLAGEMANN et al., 1992, 1999a e b), os
dados desse estudo também mostraram que, quando a sobrenutricdo pos-natal foi
induzida em ratos houve aumento de ganho de peso e deposi¢do de gordura (aumento
de adipdcitos em numero e tamanho), dislipidemia, hiperleptinemia e disfuncdo no
metabolismo glicémico caracteristico de resisténcia a insulina.

O blogueio da sinalizacdo da insulina, 0 aumento dos niveis de &cidos graxos
circulantes e de algumas adipocinas, 0 aumento do estresse oxidativo, integracéo e
projecBes anormais de neurdnios orexigénicos e anorexigénicos, prejuizo no eixo
hipatalamo-hipdéfise-adrenal tém sido mecanismos propostos para fundamentar a
resisténcia a insulina (IR) em animais criados em pequenas ninhadas (CONCEICAO
et al., 2013; DAVIDOWA; PLAGEMANN, 2007; HABBOUT et al., 2013; PLAGEMANN
et al., 2010). Estudos anteriores demonstraram que a superalimentacdo pés-natal
precoce altera o perfil lipidico, elevando os niveis séricos de colesterol e suas fracbes
e levando ao depdsito de gordura visceral (HAHN, 1984; NASCIMENTO et al., 2008),
um achado que confirmamos em nosso modelo. Manco et al. (2004) afirmam que esse
quadro dislipidémico é relacionado ao aumento na captacdo de &acidos graxos
associado a oxidacao deficiente que leva ao maior acumulo de gordura nos animais
criados em ninhadas reduzidas. Esses acidos graxos elevados na circulacao também
tem sido responsabilizados pela reducdo no transporte de glicose, prejudicando a
sinalizacdo da insulina no musculo esquelético e tecido adiposo, resultando em
diminuicdo da glicogénese nestes tecidos e aumento da glicose sérica. Assim, esse
aumento na glicose sérica e prejuizo na sinaliza¢do de insulina levam eventualmente
a IR que, por sua vez, resulta na inibicdo da lipélise, aumentando ainda mais os niveis
de acidos graxos circulante e a deposi¢cdo de gordura causando um ciclo vicioso que
pode levar ao diabetes mellitus tipo 2 e obesidade (BEI et al., 2015).

Os animais superalimentados apresentaram ainda niveis plasmaticos de
leptina maiores, resultado consistente com o aumento da adiposidade, demostrada

histologicamente pelo aumento e tamanho dos adipocitos brancos. A leptina é
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produzida principalmente pelo tecido adiposo e € responsavel pelo controle da
ingestdo alimentar, atuando em células neuronais do hipotdlamo no sistema nervoso
central promovendo a reducdo da ingestdo alimentar, aumento do gasto energético,
além de regular a funcéo neuroenddcrina e o0 metabolismo da glicose e de gorduras
(SUZUKI et al., 2010). Concentragdes elevadas de leptina circulantes podem induzir
um quadro de resisténcia a leptina, que se estabelece em animais NR e que pode ser
decorrente da resisténcia hipotalamica a acdo anorexigénica deste hormonio, devido
ao prejuizo no seu transporte pela barreira hematoencefalica ou anormalidades nos
receptores e/ou na sinalizacio pos -receptor (JEQUIER, 2002, LOPEZ et al., 2007). E
descrita uma associagao entre resisténcia a leptina e resisténcia a insulina, devido ao
cross-talking nas vias de sinalizacao de insulina e leptina, em especial no aumento da
SOCS3 (supressor da sinalizacéo de citocinas 3), que bloqueia a fosforizacdo da JAK2
(janus kinase 2), segundo mensageiro da via de sinalizacdo da leptina e também da
PI3K (fosfatidilinositol 3 quinase), enzima importante na via de sinalizagéo de insulina
(HOWARD; FLIER, 2006). Assim, ha bloqueio da sinalizacdo de ambas as vias e tais
horménios deixam de exercer seu papel com eficacia. Hiperleptinemia associada a
resisténcia a insulina podem também estar relacionadas a génese da obesidade
(AHIMA et al., 2000; AHIMA; OSEI, 2004).

A literatura tem apresentado dados inconsistentes quanto a hiperfagia em
animais superalimentados precocemente. Varios grupos ndo notaram diferencas na
ingestao de alimentos entre os ratos adultos NN e NR e nos casos em que a hiperfagia
foi relatada, esta é de curta duracdo (LOPEZ et al.,2007; MOZES et al., 2004). Os
dados aqui apresentados revelam que a elevagdo na ingestdo desaparece ao
normalizar-se para o peso do animal, ou seja, que animais obesos e normais
apresentam consumo alimentar semelhantes entre si na fase adulta, corroborando
com os achados de outros autores (SPENCER; TILBROOK, 2009; STEFANDINIS;
SPENCER, 2012; XIAO et al., 2009). Esses dados indicam que o sobrepeso dos
animais NR resulta ndo do excesso de alimentos, mas sim de outras alteracdes
possivelmente relacionadas ao metabolismo e gasto energético decorrentes da
modificacdo nutricional precoce a qual foram sujeitos. Mozes et al. (2004) justificam

essa discrepancia ao menor numero de filhotes na ninhada reduzida (3-4 vs 10-12
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filhotes/ninho) ou ao fato dos animais NR apresentarem maior ingestao devido ao seu
maior peso. Estudos experimentais avaliaram a longo prazo as consequéncias da
superalimentacdo precoce em varias modelos de obesidade e também mostraram
resultados conflitantes. Foram apresentadas provas de que a restricao alimentar apos
o desmame em ratos machos obesos a partir de ninhadas pequenas inibe o ganho de
peso e diminui 0 peso da gordura epididimal (BASSETT; CRAIG, 1988; LIU et al.,
2013). Por outro lado, camundongos obesos ob/ob (deficientes em leptina) e ratos
obesos Zucker (resistentes a leptina), com predisposicdo genética a obesidade,
demonstraram uma capacidade de desenvolver obesidade ao longo de toda a vida,
apesar de deficiéncia nutricional induzida pelo aumento do tamanho da ninhada
(CLEARY; VASSELLI; GREENWOOD, 1980; JOHNSON et al., 1973). Tomados juntos
esses dados reforcam a hipétese de que a manutencédo do sobrepeso vai além de
uma ingestao alimentar excessiva que pode ser revertidas por restricao calérica, mas
que interferentes enddcrinos exercem um papel relevante sobre a manutencdo do
fendtipo de sobrepeso.

Stefandinis e Spencer (2012) demonstraram em seus estudos que 0s ratos
criados em pequenas ninhadas reduziram o gasto energético em comparacdo com
animais de ninhada grande, até pelo menos PND25-30, que segundo elas foi o fator
principal que contribuiu para estes ratos manterem maior peso e massa gorda, mesmo
na auséncia de hiperfagia. Essa reducao na taxa metabdlica, no entanto, ndo perdurou
até a fase adulta. A autoras sugerem que, em algum ponto entre PND25-30 e PND70,
0 metabolismo dos ratos NR muda para um nivel comparativamente mais alto em
repouso que poderia compensar parcialmente o maior peso e massa gorda. Em
combinac¢do com uma ingestdo de alimentos semelhante aos animais NN, o efeito
sobre o metabolismo poderia atenuar o aumento de peso e gordura. Esse efeito foi
comprovado ao observar que animais jovens de ninhada menor tém 2 vezes mais
gordura epididimal e retroperitoneal que do que os controles e 1.3 vezes mais que 0S
adultos. Apesar desta evidéncia que os ratos adultos que foram superalimentados na
lactacéo sejam capazes de compensar o seu ganho de peso acelerado, aumentando
0 gasto de energia mais tarde, parece que esta "compensacao” é insuficiente para

reverter completamente o fenotipo sobrepeso na fase adulta; o que nos levou a inferir
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que outros componentes do controle do balanco energético estariam envolvidos no
perfil de sobrepeso dos animais NR.

Outra vertente apresentada pela literatura para esse ganho de peso
independente da hiperfagia em animais NR € um prejuizo na termogénese adaptativa
do tecido adiposo marrom (BAT), que atenuaria qualquer aumento compensatorio
potencial no gasto de energia nesta fase. O tecido adiposo marrom é responsavel pela
dissipacdo de energia como calor principalmente através de um desacoplamento
mediado pela UCP-1 na fosforilacdo oxidativa, que seria um contribuinte significativo
para o gasto energético global (CANNON; NEDERGAARD, 2004; NEDERGAARD et
al.,, 2001). A expresséao de UCP-1 no BAT e a termogénese adaptativa estdo sob o
controle rigoroso do sistema nervoso autbnomo e de varios fatores hormonais. As
evidéncias neuroanatémicas e fisiolégicas mostram que o BAT é diretamente inervado
pelo sistema nervoso simpatico e a atividade desse sistema € aumentada pela
exposicdo ao frio e pela ingestdo alimentar. O neurotransmissor pos-ganglionar
simpatico é a noradrenalina (NE) que, apés a ligacdo a receptores B-adrenérgicos
(Adr-B), pode ativar a producdo de calor no BAT ou aumentar cronicamente a
capacidade termogénica através do recrutamento desse tecido, incluindo o aumento
da proliferacdo e diferenciacdo de adipécitos marrons (BAMSHAD; SONG;
BARTNESS, 1999; BACHMAN et al., 2002).

A deficiéncia da atividade da UCP-1 e da capacidade termogénica s&o
caracteristicas comuns para varios modelos genéticos obesos (JURGENS et al., 2006;
MASAKI et al., 2000; TRAYHURN et al., 1982). No entanto, a superalimentacdo em
uma idade precoce de vida pode resultar em dessensibilizacdo ou reprogramacéo de
vias reguladoras que regem a termogénese, o que pode contribuir para o prejuizo
subsequente no gasto de energia na idade adulta (XIAO et al.,, 2007). Diversos
estudos apontam atividades reduzida do BAT em animais NR, 0s quais apresentam
expressao reduzida de UCP-1, lipase lipoprotéica (LPL — que faz a captacao de acidos
graxos circulantes que servirdo como combustivel oxidativo), lipase hormonio sensivel
(HSL - que medeia a lipélise dos triglicerideos estocados) e de enzimas lipogénicas
gue resulta em prejuizo no fornecimento de uma fonte de combustivel para producéo

de calor. Além disso, os adipocitos marrons dos animais NR apresentam goticulas de
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gordura em maior numero e tamanho, que também séo indicativos de uma reducéo
da resposta termogénica nesse grupo (ALMEIDA et al., 2013; STEFANDINIS;
SPENCER, 2012; XIAO et al., 2007). No presente estudo, a estimulacdo do BAT pelo
agonista de receptor adrenérgico arterenol revelou uma sensibilidade diminuida, com
menor elevagao na temperatura corporal no animais NR, corroborando com os dados
apresentados acima que revelam disfungéo termogénica decorrente de uma possivel
reprogramacao do circuito central que regula o fluxo simpatico ocasionada pela
superalimentacao na lactacdo. Um prejuizo na funcédo do BAT pode, portanto, resultar
em maior armazenamento de energia e obesidade, mesmo na auséncia de hiperfagia
(HABBOUT et al., 2013; LOWELL et al., 1993; XIAO et al., 2007).

Tendo em vista que os papéis da insulina e leptina na manutencéao do fenétipo
de sobrepeso em animais superalimentados na fase neonatal (NR) sdo amplamente
conhecidos, como apresentado acima e pela literatura, o presente trabalho introduz o
GLP-1 e a CCK-8 ao rol de hormbénios com acao prejudicada pela manipulacdo do
ambiente nutricional e como possiveis contribuintes para a permanéncia desse perfil.

O GLP-1 é um hormdnio anorexigeno que regula a ingestdo alimentar
estimulando a secrecéo de insulina dependente de glicose (KREYMANN et al., 1989;
WEIRC et al., 1989; THORENS, 1992), reduzindo glicemia através da inibicdo da
secrecao de glucagon (RITZEL et al.,, 1995), retardando o esvaziamento gastrico
(SCHIRRA et al., 1996) e pela estimulacdo da proliferacdo e neogénese das células-
B (STOFFERS et al., 2000; WANG, BRUBAKER, 2002), culminando na indugao da
saciedade. Os animais criados em ninhada pequena n&o responderam a
administracdo periférica de uma dose baixa de GLP-1 (10ug/Kg) em nenhum dos
tempos avaliados, apresentando ingestdo alimentar semelhante aos animais que
receberam salina fisiolégica. Williams et al. (2011) sugeriram com seus estudos que a
ingestdo de uma dieta rica em gordura elevaria o nivel no qual o receptor de GLP-1
seria estimulado para produzir um efeito anoréxico. Os dados desses autores,
tomados em conjunto sugerem que 0 comprometimento na resposta anoréxica ao
GLP-1 pode contribuir para 0 consumo excessivo e o0 aumento de peso quando 0s
individuos consomem com frequéncia dietas ricas em gordura. Outros estudos tem

demonstrado que os niveis GLP-1 no plasma estéo reduzidos em casos de obesidade
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e que a resisténcia a leptina (hormdnio estimulador da liberagdo de GLP-1) pode estar
ligada a secrecéo prejudicada desse hormonio (DUCA et al., 2013; RANGANATH et
al., 1995; VERDICH et al., 2001). Anini e Brubaker (2003) demonstraram que roedores
obesos tinham niveis basais de GLP-1 menores e que a secrecdo em resposta a
glicose oral foi significativamente diminuida. Esses autores hipotetizaram que a leptina
seria incapaz de manter a secre¢ado basal de GLP-1 ou de potencializar a secrecéo
induzida por alimentos nesses animais. Dessa maneira, a resisténcia a leptina,
apresentada também pelos animais de ninhada reduzida estaria associada com a
diminuicdo da secrecdo de GLP-1 que culminaria com menores niveis enddgenos
desse horménio e supressao de sua acdo anorexigena e de sua acao secundaria
sobre a elevacao da insulina e consequente reducao da glicemia.

A literatura ainda aponta que a supressdo da ingestdo de alimentos e do
aumento da massa corporal mediada pelo GLP-1R, pelo menos no NTS, depende de
um aumento da atividade da proteina cinase A (PKA) dependente de AMP ciclico
(cAMP) e de uma inibicdo da atividade da proteina quinase ativada por adenosina
monofosfato (AMPK) (HAYES et al., 2011). A sinalizacédo de leptina € mediada, em
parte, por essas mesmas vias intracelulares e a superalimentacdo neonatal induz
resisténcia a esse hormoénio. Assim, o perfil temporal da acdo de GLP-1R pode ser
afetado tanto pela resisténcia "inicial" da leptina central quanto pela down-regulation
do receptor de GLP-1 no encéfalo (MUL et al. 2012). Ronveaux et al. (2012) sugerirem
gue o prejuizo da sinalizacdo do GLP-1 pode ocorrer pois os GLP-1Rs mudam a
localizacdo celular de acordo com o perfil hormonal. Os niveis de expressdo de
proteina e a translocacao dos GLP-1Rs em neurénios aferentes vagais séo reduzidos
guando hé altos niveis de grelina e baixos de leptina (ou resisténcia a sua acéo), que
culmina com inibicdo da sinalizacdo do GLP-1 e justificaria a expressdo semelhante
de c-Fos entre os grupos salina e GLP-1 de ninhada reduzida.

Outro meio pelo qual o GLP-1 atua no controle do metabolismo energético é
por meio da modulacéo da termogénese no tecido adiposo marrom, elevando o gasto
de energia e atemperatura corporal. A ativacao central do GLP-1R eleva a capacidade
termogénica do BAT aumentando a atividade das fibras simpaticas que inervam esse

tecido e a expressao de enzimas que participam captacao, mobilizacdo e oxidacao de
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substratos para a termogénese (LPL, UCP-1, CPT1B entre outras), além de estimular
a transdiferenciacédo de tecido adiposo branco em bege/marrom. Assim, a ativacéo
desse sistema via GLP-1R pode ser um dos multiplos mecanismos pelos gquais,
juntamente com a ingestdo reduzida de alimentos e a diminuicdo da acumulacéo de
lipideos no WAT contribuiria para a manutengéo do balango energético (BEIROA et
al., 2014; LOCKIE et al., 2012; LOPEZ, DIEGUEZ, NOGUEIRAS, 2014; NOGUEIRAS
et al., 2009;). Os dados desse estudo demostraram um prejuizo da acdo do GLP-1
sobre a temperatura corporal em ratos obesos, mas nao em ratos magros, sugerindo
um prejuizo na capacidade termogénica induzido pela superalimentacdo neonatal.
Assim, respostas de secrecdo intestinal atenuada e sinalizacdo de saciedade
interrompida podem explicar a resisténcia a acdo do GLP-1 contribuindo para o ganho
de peso e prejuizos metabdlicos observados nos animais de ninhada pequena desse
estudo.

Os animais crescidos em ninhada menor também ndo apresentaram reducéo
significativa na ingestéo alimentar frente a administracdo de CCK-8, o que demonstra
uma possivel resisténcia a acdo desse hormodnio. Savastano e Covasa (2005)
mostraram que animais obesos por ingestédo crénica de uma dieta com High-Fat (HF)
apresentavam diminuicéo na sensibilidade aos efeitos supressores da colecistocinina,
em comparag¢do com o consumo de uma dieta com baixo teor de gordura (LF — low
fat). Swartz et al. (2010) demonstraram que filhotes de ratos alimentados com dieta
rica em gordura apresentaram reducdo na sensibilidade a saciedade induzida por
CCK. A ingestédo do leite materno rico em triglicerideo durante o periodo neonatal e
pés-natal esta associada com alteracdes nas vias comportamentais, neuronais e
metabdlicas que perpetuam o consumo excessivo e a obesidade (LEVIN, 2010), de
forma semelhante ao modelo induzido por dieta HF. Voits et al. (1996), ao trabalhar
com o modelo de superalimentacdo neonatal por redu¢do do numero de filhotes por
ninhada também demonstrou que uma dose mais baixa de CCK-8S (10ug/kg) foi
capaz de reduzir a ingestéo de alimentos durante as primeiras 2h em ratos de ninhada
normal, mas néo conseguiu influenciar a ingestao de alimentos provindos de ninhada
pequena, tal qual foi demonstrado pelo presente estudo. No entanto, esses

pesquisadores demonstram que os animais NR respondem a doses mais altas de
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CCK exogena (40 ug/Kg), revelando uma perda na sensibilidade a esse hormonio.
McLaughlin e Baile (1981) demonstraram, em camundongos geneticamente obesos
em jejum, uma reducédo na sensibilidade ao efeito anorexigénico de uma dose baixa
de CCK-8s (1 pug/kg), mas esses animais eram sensiveis a uma dose um pouco maior
(2 pg/kg). As doses de 2 e 4 pg/kg de CCK-8S também nédo tiveram efeito na ingestao
de alimentos em ratos obesos Zucker com 4-5 semanas de idade. No entanto uma
dose mais elevada testada (8 pug/kg) diminui a ingestéo de alimentos de ratos obesos
e magros de forma semelhante (MCLAUGHLIN; BAILE, 1980).

A menor supressao do apetite induzido por CCK apresentado pelos animais NR
ainda pode ser explicada como resultado do comprometimento do atraso no
esvaziamento gastrico apresentado por este grupo. Um atraso no esvaziamento
gastrico limita a taxa de absorcao, reduzindo a taxa de entrega de nutrientes para o
intestino delgado e esta associada a supressao da ingestdo de alimentos (MORAN,
McMUGH, 1982; MORAN, McMUGH, 1988). McHugh (1979) sugeriram que a CCK
pode atuar para reduzir a ingestdo de alimentos indiretamente através de sua
capacidade de produzir distensdo gastrica, retardando a liberacdo de alimentos
ingeridos do estdmago. De Jonghe et al. (2006) mostraram, em ratos OLETF
(deficientes em receptores CCK-1R), uma diminuic&o nas respostas de alimentacao e
ativacdo neuronal induzida por distensdo géstrica, diminuicdo da mecanossensacao
gastrica e deteccdo de volume gastrico, em combina¢do com defeitos de saciedade,
gue podem ter facilitado o consumo excessivo apresentado por esses animais. Em
vista do exposto, a resisténcia a acdo da CCK exdgena pode induzir a perda do sinal
de saciedade induzida por esse hormonio que favorece o ganho de peso.

Para identificar os substratos neurais que podem estar envolvidos ha mediacao
da saciedade da CCK periférica, foi avaliada a expressdo de c-Fos em algumas
estruturas encefalicas: AP, NTS, CeA, PVN, ARC, DMH e VMH, areas que fazem a
integracao do sinal periférico da CCK e relacionam-se com o sistema de recompensa
e de controle alimentar. A analise da imuno-histoquimica revelou um aumento no
namero de neurbnios que expressam de proteina c-fos (indicador de ativacado
neuronal) em animais NN apo0s a administracdo i.p de CCK em todas as éareas

avaliadas, com excecao do VMH, o que nado ocorreu em animais NR, indicando
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prejuizo na sinalizacdo central desse horménio. Plagemann et al. (1998) hipotetizam
que a perda de sensibilidade a acédo anorexigena da CCK apresentada por animais
NR é devido a resisténcia a insulina apresentada por esses animais que ocasionaria
uma reducdo no nuamero de neurbnios hipotalamicos CCK-8S-positivos,
particularmente no nucleo paraventricular (PVN). Esse dado sugere uma inibicdo dos
neurdnios CCK hipotalamicos por insulina elevada. A insulina € conhecida por atuar
como um potente modulador de diferenciacdo neuronal e maturacdo (KESSLER,
1984). Hiperinsulinemia em ratos recém-nascidos, como observado no grupo NR, é
acompanhada por niveis elevados de insulina hipotalamica (HARDER et al., 1998).
Portanto, uma reducdo do numero de neurbnios CCK-8S dentro do PVN poderia
indicar perturbacdes especificas na diferenciacdo hipotalamica e amadurecimento
durante o desenvolvimento pos-natal. SupernutricAo e hiperinsulinismo,
respectivamente, durante o periodo perinatal critico da organizacdo hormonal do
cérebro poderia ocasionar uma displasia permanente de ndcleos hipotalamicos que
regulam o peso corporal e o0 metabolismo. Plagemann (2005) demonstrou ainda, que
animais superalimentados precocemente nao apresentaram diminui¢ao ou supressao
nos niveis de NPY sob estimulacéo de leptina e insulina, ao contrario, houve aumento
tanto no numero de neurdnios NPY no ARC, bem como nas concentracdes de NPY
no PVN. A CCK circulante pode também atuar no ndcleo arqueado aumentando o
transporte de leptina (anoréxica) através da barreira hematoencefélica ou
possivelmente atua diretamente em outras estruturas do cérebro, potencializando o
sinal de saciedade. Se ha resisténcia central a acdo desse horménio esse efeito é
abolido (CANO et al., 2008). A obesidade em roedores (ratos Otsuka Long Evans
Tokushima (OLETF)) também é associada a falta do CCK1R sugerindo um possivel
papel a longo prazo da atividade desse receptor no balanco energético. Esses ratos
deficientes no receptor de CCK comem mais e tornam-se obesos, provavelmente
devido a falta de saciedade e a um alto tdbnus do neuropéptido Y hipotalamico (Bl et
al., 2004). Foi observado ainda por Zippel et al. (2001) que os neurdnios hipotalamicos
de ratos NN foram mais ativados e que os de ratos NR foram mais inibidos pela CCK,
que os levaram a inferir, como nds, que 0s animais obesos apresentaram "ma

programacao” neural duradoura da responsividade ao efeito anorexigeno da CCK que
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pode ter contribuido para a persisténcia de disturbios de peso em ratos supernutridos,
resultante de influéncias nutricionais no cérebro em um periodo critico de vida.

O presente estudo mostrou ainda, que o0 sobrepeso perinatal induz mudancas
na resposta térmica a acao central da colescistocinina. Os animais NR apresentaram
resisténcia ndo s6 a acao anoréxica, mas também a acdo hipermetabdlica e
hipertérmica da CCK. Estudos de Yoshimatsu et al. (1992), demonstraram que a
administracdo central de CCK em ratos esta associada a um aumento na taxa de
disparo do sistema nervoso simpatico, que inerva o tecido adiposo marrom (BAT).
Esses nervos simpéaticos do BAT sdo responsaveis pela ativagdo deste tecido que
aumenta a producdo de calor e consequentemente a taxa metabdlica induzindo
hipertermia e vasoconstricdo. Esses dados revelam que a funcédo anorexigénica e
hipermetabdlica da CCK tem papel fundamental no equilibrio energético, contribuindo
na adaptacdo metabdlica a ingestao calérica, para manter a homeostase. Assim, uma
menor atividade da CCK culminaria com menor ativacdo do BAT e menor gasto
energeético, favorecendo o ganho de peso. Uma ma organizacao adquirida, afetando
particularmente neurbnios peptidérgicos especificos, tais como aqueles que
expressam CCK, podem persistir durante a vida e contribuir, pelo menos em parte,
para o sobrepeso em animais NR.

Mhalhal et al. (2017) afirmam em seus estudos que o GLP-1 e a CCK
compartilham areas intestinais comuns que contém sitios de acdo e alta concentracao
de receptores desses peptideos, bem como uma rica rede de neurbnios entéricos e
aferentes vagais. Essas areas séo ativadas por esses horménios e comunicam-se
com as areas cerebrais que relacionam-se com o controle da ingestéo alimentar, como
AP, DMH e NTS aumentando a imunorreatividade c-Fos nesses neurdnios. Esses
autores demonstraram que a administracdo de uma dose baixa de GLP-1 reduziu o
peso corporal em ratos machos obesos por dieta hiperlipidica e que a CCK-8
aumentou esta reducdo quando os dois peptideos foram infundidos perto de seus
locais gastrointestinais de acdes (artérias mesentérica cranial e celiaca). Esse estudo
demonstra uma correlacdo entre os horménios estudados nesse trabalho, o que nos
permite inferir que o prejuizo na acéo de um deles contribui para o comprometimento

da acéo do outro.
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Assim, os dados aqui apresentados reforcam que o excesso de alimentos no
periodo poés-natal precoce, induzido por pequenas ninhadas pode resultar em
anormalidades a longo prazo na homeostase do peso corporal e no metabolismo
lipidico e glicémico. Este estudo forneceu novas evidéncias que relacionam o
sobrepeso apresentado pelo animais NR a alteracdes na sensibilidade as acdes da
CCK e do GLP-1, tanto na supressdo do apetite, quanto na elevacao do gasto
energético via termogénese adaptativa promovida pelo tecido adiposo marrom, que
se estabelece em decorréncia de um rearranjo morfofuncional de neurdnios
responsaveis pela homeostase energética. Estes dados fornecem base que tornam o
periodo pos-natal imediato um grande interferente no controle metabdlico e neural da
ingestdo e do peso corporal e que a superalimentacdo precoce exerce efeitos
duradouros capazes de reprogramar esses mecanismos reguladores.

Sendo assim, faz-se necessario asseguram uma alimentacdo adequada,
principalmente nos dois primeiros anos de vida, uma vez que esse periodo é janela
de oportunidade critica para assegurar o crescimento e o desenvolvimento adequados
de criancas (WORLD BANK, 2006). Estudos demostraram que a amamentacao
apropriada pode prevenir 13% das mortes que ocorrem em criangas com menos de 5
anos de idade no mundo, enquanto as praticas de alimentacdo complementares
adequadas resultariam em uma reducéo adicional de 6% em menores de cinco anos
(JONES et al., 2003). Os alimentos complementares precisam ser nutricionalmente
adequados e seguros para satisfazer as necessidades de energia e nutrientes da
crianca. No entanto, a alimentacdo complementar € muitas vezes repleta de
problemas, como o uso de alimentos muito diluidos, reducdo na frequéncia ou na
guantidade da ingestdo ou substituindo o leite materno em qualidade inferior. Tanto a
alimentacédo como as praticas de alimentacao influenciam a qualidade da alimentacéo
complementar ofertada. Assim, as maes e as familias precisam de apoio para praticar
uma boa alimentacdo complementar (PAHO/WHO, 2002). Logo, os profissionais da
saude, com destaque para os pediatras, enfermeiros e nutricionistas, desempenham
um papel importante nas suas praticas como defensores do aleitamento materno e de

uma nutricdo adequada na primeira infancia.
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Por fim, consideramos que a alteracdo na disponibilidade e/ou qualidade da
alimentacdo e do aleitamento materno merecem atencdo e investigacdes mais
detalhadas, tendo em vista a vulnerabilidade desse periodo as influéncias ambientais,
sociais e nutricionais que podem predispor ao aumento de tecido adiposo, peso,
dislipidemias, bem como as alterac6es metabdlicas e enddcrinas que podem perdurar
até a fase adulta. Estes estudos poderdo auxiliar na compreensdo de mecanismos
que possam atenuar essas alteracdes e abrir novos caminhos profilaticos e/ou

terapéuticos na prevencao e no combate da obesidade e de suas consequéncias.
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8 CONCLUSAO

A superalimentag&o neonatal induzida pela reducéo do tamanho da ninhada foi
capaz de favorecer o ganho de peso corporal na prole, o acumulo de tecido adiposo
visceral branco, elevar os niveis de lipideos circulantes, além de prejudicar a
homeostase glicémica e a termogénese facultativa no tecido adiposo na fase adulta.
A superalimentacdo neonatal também prejudicou a acado anorexigénica/termogénica
e de estimulacdo da secrecdo de insulina do glucagon-like peptide-1 e os efeitos
anorexigénico/termogénico e de retardo do esvaziamento gastrico da colecistocinina-
8, reduzindo a capacidade de atuar sobre nlcleos centrais na ativagdo de neurbnios
responsaveis pelo controle energético. A resisténcia a acdo desses horménios pode
contribuir para a manutencao do perfil de sobrepeso dos animais de ninhada pequena.
Assim, evitar a superalimentacdo durante a vida pos-natal precoce parece ser um dos
meios eficazes de impedir a programacdo poOs-natal adversa que culmina com

problemas metabdlicos e sobrepeso a longo prazo.
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