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RESUMO

A obesidade é uma condigdo clinica grave que tem se tornado um dos principais
problemas de saude publica da atualidade. Sua origem é multifatorial, envolvendo
fatores genéticos, metabdlicos e comportamentais, os quais resultam em um
desequilibrio entre a ingestado e o gasto calérico, com consequente balango energético
positivo e ganho de peso. Diversos mecanismos neuronais e endocrinos estao
relacionados ao controle da homeostase energética, entre eles o sistema
endocanabindide (SEC), um sistema de neurorregulagdo cujo desequilibrio tem sido
considerado importante fator para o desenvolvimento e manutengdo de quadros de
obesidade. Utilizando o modelo experimental de ninhada reduzida [3 filhotes/ninhada
(NR) vs 10 filhotes/ninhada (NN)] confirmamos em ratos de 21 e 60 dias a induc&o da
obesidade precoce por superalimentagcao pds-natal por meio da analise de massa
corporal, taxa especifica de ganho de peso e massa dos depdsitos de tecido adiposo
branco perigonadal (TABp) e retroperitoneal (TABr). Também investigamos os efeitos do
dimorfismo sexual sobre as ingestdes alimentar e hidrica e o ganho de massa corporal,
a massa relativa de tecidos relacionados a funcdo enddcrina e metabdlica (adrenal,
hipéfise, tecido adiposo marrom — TAM e TABs), os perfis lipidico e glicémico e a
expressao do receptor canabindide do tipo 1 (CB1) no hipotalamo ou de seu RNA
mensageiro no TAB. No grupo de 21 dias, foi observado aumento significativo na massa
corporal na prole originada de maes NR, bem como na massa TAM e dos TABp e TABI,
menor expressao de CB1 apds sobrecarga de glicose e diminuigdo nos niveis de RNAm
para CB1 no TAB. No grupo de 60 dias foram encontrados aumentos na massa
corporal, ingestdo alimentar, TABp e TAB em ambos os sexos e aumento de RNAm
para CB1 no TAB das fémeas. Nao foram encontradas diferencas significativas nas
massas relativas da hipoéfise e da adrenal derivadas da reducao da ninhada. Em relagao
ao perfil lipidico, tanto filhotes fémeas quanto machos do grupo NR apresentaram
apenas aumento nos niveis plasmaticos de colesterol total. No grupo de 60 dias houve
aumento nas concentragdes plasmaticas de triglicerideos e aumento na expressao de
CB1 apés a ingestao de glicose. O dimorfismo sexual, por sua vez, gerou diferengas na
massa corporal, ingestao alimentar, e massas de TABp, TABr, hipofise e adrenal, assim
como nos niveis de triglicerideos, glicose e na marcagdo de CB1 no hipotalamo tanto
nas proles NN quanto NR. Portanto, nosso trabalho mostra que o modelo de
superalimentacao pdés-natal é eficaz em induzir a obesidade em animais jovens de
ambos os sexos, influenciando nos parametros metabdlicos estudados. Esses
resultados demonstram a importédncia da nutricdo como um fator de programagao
neonatal, determinando o desenvolvimento da obesidade na prole na vida adulta.

Palavras-chave: obesidade, ninhada reduzida, dimorfismo sexual, sistema
endocanabindide



ABSTRACT

Obesity is a serious clinical condition that has become one of the major public health
problems at the present time. Its origin is multifactorial, involving genetic, metabolic and
behavioral factors that result in an imbalance between intake and caloric expenditure,
with consequent positive energy balance and weight gain. Several neuronal and
endocrine mechanisms are related to the control of energetic homeostasis, including the
endocannabinoid system (ECS), a neuroregulation system whose imbalance has been
considered an important factor for the development and maintenance of obesity. Using
the experimental model of reduced litter [3 pups/litter (SL) vs 10 pups/litter (NL)] we
confirmed in 21- and 60-day-old rats the induction of early obesity by postnatal
overfeeding by body mass analysis, specific rate of weight gain and the perigonadal
(PWAT) and retroperitoneal (rWAT) stores of white adipose tissue. We also investigated
the effects of sexual dimorphism on food and water intake and body mass gain, relative
mass of tissues related to endocrine and metabolic function (adrenal, pituitary, brown
adipose tissue - BAT and WAT), lipid and glycemic profiles and type 1 cannabinoid
receptor (CB1) protein or messenger mRNA expression in the hypothalamus or WAT. In
the 21-days group, there was a significant increase in body mass in offspring originated
from SL mothers, as well as in BAT and pWAT and rWAT masses, lower expression of
CB1 after glucose overload and decreased CB1 mRNA levels in rWAT. In the 60-day
group, increases in body mass, dietary intake, pWAT and rWAT were found in both
genders, as well as in female CB1 mRNA expression in r'WAT. No significant differences
were found in the relative pituitary and adrenal masses related to litter size. Regarding
lipid profile, both female and male SL puppies showed only an increase in total
cholesterol plasma levels, while the 60-day group showed an increase in triglyceride
plasma concentrations and an increase in CB1 expression in response to glucose
ingestion. Sexual dimorphism, in turn, resulted in differences in body mass, dietary intake
and pWAT, rWAT, pituitary and adrenal masses, as well in triglyceride and glucose
levels and CB1 expression in the hypothalamus in both NL and SL groups. Taken
together, these results indicate that postnatal overfeeding was effective in inducing
obesity in young animals of both genders, influencing metabolic parameters. Therefore,
these results demonstrate the importance of nutrition as a factor of neonatal
programming, determining the development of obesity in offspring durign adulthood.

Key words: obesity, reduced litter, sexual dimorphism, endocannabinoid system
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1 INTRODUGAO

A obesidade € uma condicio clinica caracterizada pelo acumulo excessivo de
tecido adiposo no organismo. Ela vem sendo frequentemente associada ao
desenvolvimento de graves disturbios metabdlicos, como doengas cardiovasculares,
diabetes mellitus tipo 2, hipertensao arterial e até mesmo alguns tipos de céncer
(GALLETTI et al, 2012; TEIXEIRA, 2014).

O excesso de peso tem se tornado cada vez mais comum em todas as faixas
etarias. Estima-se que 25% da populagdo mundial adulta — cerca de 1,9 bilhdes de
pessoas — esteja na classe de individuos com sobrepeso ou obesidade, sendo que a
prevaléncia de individuos obesos € maior entre as mulheres, podendo em alguns
casos chegar ao dobro da porcentagem vista no sexo masculino. Dentre criangas
com até 5 anos de idade, tais valores chegam a 41 milhdes, podendo alcangar o
exorbitante numero de 70 milhdes de criangas obesas até 2025 (WHO, 2017). Esses
dados preveem um alarmante cenario para um futuro préximo e colocam a
obesidade como um dos principais problemas de saude publica mundial da
atualidade.

Embora seja comumente relacionada ao aumento da ingestdo de alimentos
altamente caldricos e ao crescente padrao de vida sedentaria, o acumulo de tecido
adiposo gera aumento na produgcdo de mediadores inflamatorios pelos adipdcitos,
resultando assim na classificacdo da obesidade como uma inflamacgao crénica de
baixo grau (GALLETTI et al, 2012; TRIGO, 2016). Por outro lado, muitos dos
mecanismos fisiopatologicos subjacentes a esta sindrome sdo complexos e ainda
nao estao bem esclarecidos (SILVA et al, 2015).

As alteragbes neuroendocrinas relacionadas ao desenvolvimento da
obesidade apontam para uma importante participacdo dos nucleos hipotalamicos,
por meio de suas complexas interacbes entre vias neuronais e hormonais
responsaveis pela regulacao da ingestao alimentar. Dentre eles, destacam-se a area
hipotalémica lateral (LHA) — conhecida como centro da fome, o nucleo ventromedial
(VMH) — chamado de centro da saciedade, e os nucleos paraventricular (PVN) e
arqueado (ARC), responsaveis pela produgdo, armazenamento e liberagcdo de
peptideos anorexigenos e orexigenos (WILLIAMS, HARROLD, CUTLER, 2000;
SCHWARTZ et al, 2001; MARANGON, 2011).
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Dentre os sistemas que modulam estas vias neuronais, destacamos o sistema
endocanabindide central (SEC), composto por um conjunto de receptores, os
ligantes enddgenos [endocanabindides — anandamida (AEA) e 2-araquidonil glicerol
(2-AG)], e enzimas responsaveis pela sintese e degradagao destes compostos. Os
endocanabindides (ECB) estdo envolvidos na regulacdo de processos fisiologicos
por todo o organismo, sendo que os receptores do tipo CB1 concentram-se mais no
sistema nervoso central (SNC) e os do tipo CB2, nos 6rgaos periféricos. Dentre as
areas com grande concentragdo de receptores CB1 encontram-se os nucleos
hipotalamicos, especialmente os envolvidos com a manutengéo da ingestao calérica
e homeostase energética (GODOY-MATOS et al, 2006; ENGELI, 2008; DYALL,
2017), e o tecido adiposo branco, principal reserva energética do organismo (DI
MARZO, PETROSINO, 2006).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 OBESIDADE

A obesidade é uma patologia complexa que constitui um grave problema para
a saude publica mundial, afetando tanto paises desenvolvidos quanto em
desenvolvimento (LACERDA et al, 2006; MARANGON, 2011; TEIXEIRA, 2014).
Segundo a OMS, cerca de 1,9 bilhdes de individuos adultos estavam acima do peso
em 2016, sendo que mais de 650 milhdes destes eram considerados obesos.
Quando comparamos com dados de 1975, constatamos que a incidéncia de
obesidade mundial quase triplicou neste intervalo de tempo, evidenciando assim as
alarmantes propor¢des que tal doenga vem alcangando nos ultimos anos (ROCHA,
2013; WHO, 2017). No Brasil, a prevaléncia de sobrepeso (IMC = 25 kg/m?) em
individuos acima de 18 anos € de cerca de 56,5%, enquanto a de obesidade (IMC =
30 kg/m?) chega a 22,1% da populaco, revelando ter sofrido um aumento de quatro
vezes quando comparada as décadas anteriores (WHO, 2017).

Embora o crescimento no numero de individuos obesos seja evidente em
ambos 0s sexos, a prevaléncia da obesidade em mulheres € superior a encontrada
em homens (WHO, 2017) e isso se correlaciona, dentre outros fatores, aos
diferentes padrdes de propor¢ao, depdsito e metabolismo de gorduras, assim como
as diferengas em marcadores biologicos e ao papel do estrégeno sobre o tecido
adiposo. Isso faz com que o sexo feminino possua maiores depositos de gordura, a
qual concentra-se mais na regido subcutanea, enquanto o masculino apresenta uma
maior tendéncia ao acumulo de tecido adiposo na regido abdominal e,
consequentemente, maior risco cardiovascular (MITTENDORFER, 2005; POWER,
SCHULKIN, 2008).

A origem da obesidade é multifatorial e envolve interagdes entre aspectos
metabalicos, genéticos, psiquicos, sociais e comportamentais (SHASHIKIRAN,
SUDHA, JAYAPRAKASHI, 2004; ROCHA, 2013; TEIXEIRA, 2014). O atual estilo de
vida representado pela redugao na pratica de atividades fisicas e aumento de dietas
hipercaloricas, devido ao elevado consumo de alimentos ricos em gorduras,
acgucares e sal, gera um desequilibrio entre a ingestdo e o gasto caldrico, resultando
em um balango energético positivo e consequente acumulo de gordura corporal
(HERMANUSSEN et al, 2006; ROCHA, 2013; SILVA et al, 2015). As interagdes
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génicas e ambientais também podem modificar o fenétipo do individuo ao longo do
tempo e contribuir para o desenvolvimento da obesidade, assim como as
interferéncias sobre a nutricdo precoce nos periodos pré- e pés-natal e as causas
monogénicas, como as mutagdes nos genes da leptina ou da pré-opiomelanocortina
(POMC) ou em seus receptores (LEVIN, 2010; MOCARZEL, 2014; SILVA et al,
2015).

O ganho de peso derivado do excessivo acumulo de gordura predispde ao
desenvolvimento de varias doencas, dentre elas a hipertensdo arterial, dislipidemias,
diabetes mellitus tipo 2, doencgas cardiovasculares e diversos tipos de cancer, como
endometrial, de mama, prostata, figado e colon (BASTARD et al, 2006;
MARANGON, 2011; ROCHA, 2013; WHO, 2017). Além dos aspectos metabdlicos e
fisicos, o sobrepeso favorece também o desenvolvimento de problemas
psicossociais, visto que a aparéncia corporal muitas vezes acaba sendo alvo de
discriminagcdo e exclusao social, contribuindo ainda mais para a diminuicdo da
qualidade de vida destes individuos e para instalagdo de patologias como a
depressao (ROCHA, 2013).

2.2 MODELOS ANIMAIS DE OBESIDADE

Devido a rapida e significativa progressao dos casos de obesidade, tornam-se
necessarios estudos na area, visando elucidar os mecanismos fisiopatoldgicos
subjacentes as causas e consequéncias desta sindrome e fundamentar possiveis
tratamentos. Dadas as diversas limitacbes para estudos em humanos, como
questdes financeiras e éticas (TEIXEIRA, 2014), os modelos animais, em especial
aqueles que empregam murinos, tém sido cada vez mais utilizados no estudo da
obesidade, uma vez que apresentam desenvolvimento semelhante ao dos humanos,
mas contam com facilidade de manuseio, manutengao e curto periodo gestacional
(LACERDA et al, 2006; TEIXEIRA, 2014). Os modelos de obesidade em roedores
mais utilizados dividem-se em modelos neuroenddcrinos, modelos genéticos e
modelos nutricionalmente induzidos. Nas subsegdes seguintes, traremos uma breve

apresentacao de cada um deles.
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2.2.1 Modelo neuroendocrino

A administracdo subcutanea de L-glutamato monossodico nos primeiros dias
do periodo neonatal gera acumulo deste neurotransmissor, com consequente lesé&o
hipotalamica. Pelo fato de a barreira hematoencefalica ainda nao estar
completamente formada nessa fase do desenvolvimento, o glutamato consegue
atravessa-la e acumular-se no SNC, lesionando assim neurbénios das regides pré-
optica e ARC. A degeneragédo dos neurdnios localizados nesses locais resulta em
diversas alteragbes enddcrinas e no prejuizo as sinalizagbes de leptina e insulina
nessas areas, culminando em efeitos metabdlicos sistémicos (NEMEROFF et al,
1977; SOUZA, 1999; LACERDA et al, 2006; VOLTERA et al, 2008; TEIXEIRA,
2014).

2.2.2 Modelos genéticos

Estima-se que existam mais de 200 modelos genéticos de obesidade em
murinos e eles podem ser divididos em monogénicos e poligénicos. Os modelos
monogénicos consistem no desenvolvimento de modelos de obesidade extrema
através da inibicdo de um determinado gene, gerando assim animais knockout para
leptina (conhecidos como ob/ob), para receptores para leptina (chamados de
animais db/db) ou outras moléculas importantes no equilibrio energético, como o
receptor 4 da melanocortina (MC4R) e o receptor da tirosina quinase B (TrkB)
(LUTZ, WOODS, 2012; TEIXEIRA, 2014).

A leptina € um horménio produzido de maneira diretamente proporcional ao
numero de adipécitos e age sobre o hipotalamo, comunicando ao SNC alteragbes
nas reservas de tecido adiposo branco do organismo. Deste modo, a secreg¢ao
deficiente de leptina ou diminuicdo da sensibilidade a sua sinalizagdo leva a
hiperfagia e diminuicdo do gasto cal6rico, resultando em um balango energético
positivo e consequente ganho de peso (RODRIGUES, SUPLICY, RADOMINSKI,
2003).

O MCA4R, por sua vez, € um dos receptores do sistema da melanocortina, ao
qual se ligam substancias como o a-MSH. Por ser um derivado do POMC, a ligagéo

deste hormbénio ao MC4R ocasiona a inibigdo da ingestdo alimentar,



17

consequentemente, a deficiéncia deste receptor dificultaria a agdo do hormdnio e
resultaria em prejuizo a via anorexigena (BARSH, SCHWARTZ, 2002; RODRIGUES,
SUPLICY, RADOMINSKI, 2003).

O receptor TrkB bem como seu ligante fator neurotréfico derivado do cérebro
(brain-derived neurotrophic factor — BDNF) estdo envolvidos com o desenvolvimento
e plasticidade neuronais, participando de processos de proliferagao, diferenciagao e
sobrevivéncia em diferentes regides do SNC e, em especial, no hipotalamo, aonde
exercem papel modulador da ingestdo alimentar. Deficiéncias deste receptor tém
sido relacionadas a aumento da hiperfagia e consequente quadro de obesidade
(FERNANDES, FUJIWARA, MELO, 2011; MOSCA et al, 2012).

O modelo poligénico, por sua vez, € normalmente utilizado para avaliar
interagdes entre a suscetibilidade genética e outras variaveis advindas do ambiente,
alimentagdo ou metabolismo, visto que suas alteragbes génicas, por si sO, s&o
incapazes de resultar no fendtipo obesogénico (MOSCA et al, 2012). Ele consiste
principalmente em animais M16 — possuem desregulagdo na neurotransmissao
dopaminérgica nos nucleos Accumbens e Estriado; animais OLETF (Otsuka Long-
Evans Tokushima Fatty) — com presenca de alelos nulos para a sintese de
receptores para o hormdnio colecistocinina A; ou animais KK (linhagem Kuo Kondo)
— apresentam hiperfagia, obesidade e altos niveis de insulina e glicose, sendo estes
também muito utilizados como modelo de diabetes tipo 2 (CESARETTI,
KOHLMANN, 2006; KANASAKI, KOYA, 2011; LUTZ, WOODS, 2012; SANTOS et al,
2014).

2.2.3 Modelos nutricionais

Um dos principais modelos de obesidade induzida nutricionalmente consiste
na oferta de dietas hipercaldricas, com o objetivo de gerar um balango energético
positivo e consequente desenvolvimento da obesidade. Tais regimes mimetizam a
dieta ocidental e podem consistir na adicdo de 6leo de soja ou outras fontes de
gordura a alimentagao do animal (BARNES et al, 2003; LUTZ, WOODS, 2012) ou na
administracdo de dietas de cafeteria, composta por alimentos processados
altamente palataveis e caldricos, como biscoitos, batata frita, salame, chocolate e
bacon (SHEEPER et al, 1998; LOPEZ et al, 2003; ROSINI, DA SILVA, MORAES,
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2012). Os acidos graxos saturados derivados desses alimentos tém a capacidade de
ligar-se a receptores microgliais e estimular a produgdo de citocinas proé-
inflamatdrias, contribuindo para a destruicdo dos neurdnios responsaveis pelo
controle do apetite (MILANSKI et al, 2009) e favorecendo, assim, o aumento do

consumo alimentar.

2.3 PROGRAMAGAO METABOLICA

A programacéo, de uma maneira geral, pode ser definida como um quadro de
alteragdes permanentes no organismo decorrentes de periodos durante os quais o
individuo foi submetido a algum desafio. Este estimulo ocorrido em periodos criticos
de desenvolvimento — geralmente intrauterino, neonatal e infancia — ocasiona
mudangas irreversiveis na estrutura de 6rgdos, inclusive alterando
permanentemente fungées metabdlicas (SILVA et al, 2015).

Ainda que nao seja completamente compreendida a maquinaria subjacente a
programacao metabdlica, acredita-se que mecanismos epigenéticos sejam o0s
principais responsaveis por tais alteracbes. Dessa forma, as alteragbes na
expressdo génica devido a metilagdes, acetilagbes e modificagbes em enzimas de
transcricdo resultam em mudangas fenotipicas (proliferagcdo e diferenciacédo de
grupos celulares especificos e funcionamento de érgéos e sistemas), sem que haja
alteragdo no gendtipo do individuo (SOUZA, TARALLI, 2012; MOCARZEL, 2014).
Ha também o bom aspecto relacionado ao controle epigenético, uma vez que o0s
individuos podem, por meio de acbes positivas durante estas fases criticas,
modificar fatores de risco genéticos preexistentes.

As modificagées permanentes derivadas de estimulos ambientais adversos,
como alteragdes nutricionais maternas durante o desenvolvimento fetal que levam a
exposicdo a um ambiente obesogénico, predispdem ao desenvolvimento de
disfungdes crbnicas na vida adulta, como diabetes mellitus e obesidade. Assim, os
estudos acerca das alteragdes epigenéticas decorrentes do estilo de vida mostram-
se bastante atuais e permitem uma abordagem da nutrigdo dentro do contexto da
prevencgao de doengas (MOCARZEL, 2014; SILVA et al, 2015).
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2.3.1 Programacao metabdlica pés-natal

O modelo de superalimentacdo pds-natal por meio da manipulagdo do
numero de animais da ninhada surgiu a partir da necessidade de se criar um modelo
de obesidade “limpo”, no qual ndo existissem interferentes advindos do uso de
farmacos ou dietas especificas, e que permitisse o estudo em diferentes fases do
desenvolvimento (LACERDA et al, 2006; TRIGO, 2016). Tal modelo baseia-se no
principio de que o aporte nutricional no inicio do desenvolvimento desencadeia
mecanismos que levam a programagdo metabdlica e que esta programacao pode
causar mudancgas adaptativas que podem permanecer por toda a vida do individuo
(PLAGEMANN et al, 1999; SPENCER, TILBROOK, 2009). A praticidade e
versatilidade desse tipo de inducdo foram os pontos chave que favoreceram a
escolha deste protocolo para o modelo experimental do nosso estudo.

Os animais de ninhadas reduzidas, geralmente padronizados a proles de 3 ou
4 filhotes por mae, tém maior acesso a alimentacdo e por isso apresentam uma
ingestao alimentar superior a dos filhotes de ninhadas grandes (TEIXEIRA, 2014).
Além disso, ha indicios de que a reducdo da ninhada pode modificar tanto de
maneira qualitativa quanto quantitativa a producdo de leite, aumentando a
porcentagem de gordura e o teor calérico do alimento (FIOROTTO et al, 1991,
SHANKAR et al., 2008). Estes fatores contribuem para a continua hiperfagia e
aumento da adiposidade visceral, levando a indugdo precoce da obesidade
(CONCEICAO et al, 2011; TEIXEIRA, 2014).

Embora ainda n&do estejam bem esclarecidos os mecanismos responsaveis
por estas alteragdes, acredita-se que a hiperfagia existente nestes animais seja
derivada da diminuigdo da sensibilidade a leptina e a insulina (SCHWARTZ et al,
1996; PLAGEMANN et al, 1999) e ao mau funcionamento de nucleos hipotalamicos
vinculados ao controle do peso corporal, como o VMH e o ARC, cujos neurénios s&o
responsaveis pela producao de peptideos orexigenos, como neuropeptideo Y (NPY)
e proteina relacionada a agouti (AgRP), e anorexigenos — como POMC e peptideo
regulado por cocaina e anfetamina (CART) (WILLIAMS, HARROLD, CUTLER, 2000;
LACERDA et al, 2006).

Ademais, tal modelo também vem sendo relacionado a alteracdes
metabdlicas periféricas caracteristicas de quadros de obesidade e sindrome

metabdlica, como aumento da adiposidade abdominal e da resisténcia a insulina,
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dislipidemia e desregulacédo de sistemas reguladores do apetite (HABBOUT et al,

2013), reforgcando mais ainda sua importancia no estudo destas patologias.

2.4 O SISTEMA ENDOCANABINOIDE E SUA PARTICIPAGAO NO CONTROLE DA
HOMEOSTASE ENERGETICA

O SEC é um sistema de neuromodulacdo envolvido em alteracdes
metabdlicas e enddcrinas relacionadas a ingesta alimentar e ao balango energético
(FRANCISCHETTI, ABREU, 2006; SOUZA, 2012; COSTA et al, 2011). Tal sistema é
constituido pelos ECB, pelas enzimas responsaveis por sua sintese e degradagao e
pelos receptores canabinodides, resultando em um complexo de sinalizagdo
distribuido por todo o organismo (FRANCISCHETTI, ABREU, 2006; GODOQOY-
MATOS et al, 2006; COSTA et al, 2011; COTA, 2012; KRUK-SLOMKA et al, 2016;
CHIRCHIGLIA, TORRE, CHIRCHIGLIA, 2017; DYALL, 2017).

Os ECBs sado compostos endogenos derivados de acidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa, especificamente o acido araquidbnico, sendo os
ligantes mais estudados a AEA e o 2-AG (GODOY-MATOS et al, 2006; ENGELI,
2008; DYALL, 2017). Essas substancias ndo s&o armazenadas nas vesiculas
sinapticas, tendo, portanto, sua produgao regulada sob demanda. Além disso, elas
realizam sinalizagdo de maneira retrégrada, sendo produzidas no neurbnio pos-
sinaptico e agindo no receptor CB1 expresso pelo terminal pré-sinaptico (COSTA et
al, 2011; ZAMBERLETTI, GABAGLIO, PAROLARO, 2017). A produgado destes
compostos, principalmente a partir de fosfolipides de membrana, se da por meio de
estimulos extracelulares atuantes sobre receptores acoplados a proteina Gq, os
quais resultam em despolarizacdo neuronal e consequente aumento do calcio
intracelular, e/ou por meio da ativagdo direta de enzimas pelas proteinas Gq
(GODOY-MATOS et al, 2006; ENGELI, 2008).

A AEA ¢é majoritariamente sintetizada por meio da conversdo de
fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina a N-araquidonil-fosfatidiletanolamina por meio
da acdo da enzima N-aciltransferase (NAT), seguida da hidrolise pela N-araquidonil-
fosfatidil-etanolamina-fosfolipase-D (NAPE-PLD). O 2-AG, por sua vez, tem como

principal via de sintese a conversdo de fosfoinositideos membranares a 1,2-
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diacilglicerol (DAG), por meio hidrdlise realizada pelas enzimas diacilglicerol-lipase a
ou B (DAGL-a ou DAGL-B) (ELPHICK, EGERTOVA, 2001; DE PETROCELLIS, DI
MARZO, 2009; COSTA et al, 2011; DYALL, 2017; ZAMBERLETTI, GABAGLIO,
PAROLARO, 2017).

A degradacédo da AEA ocorre principalmente por metabolizagdo pela enzima
hidrolase de amidas de acidos graxos (FAAH — fatty acid amide hydrolase) presente
nos compartimentos intracelulares dos neurénios pds-sinapticos, enquanto a do 2-
AG é feita principalmente pelas enzimas monoacilglicerol-lipase (MAGL) e dominios
alfa/beta das hidrolases 6 e 12 (ABHD6 e ABHD12) (BREIVOGEL, SIM-SELLEY,
2009; COSTA et al, 2011; DYALL, 2017; ZAMBERLETTI, GABAGLIO, PAROLARO,

2017), conforme representado no esquema a seguir.
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Figura 1: Formagao e inativagdo dos endocanabindides
Fonte: adaptado de GODOY-MATOS et al, 2006.

Os receptores canabindides sdo membros da familia de receptores acoplados
a proteina G (G protein-coupled membrane receptors — GPCR), estando presentes,
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em sua maioria, nos terminais axdnicos dos neurbnios GABAérgicos e
glutamatérgicos. Estes receptores apresentam duas isoformas, do tipo 1 (CB1) e do
tipo 2 (CB2) (FRANCISCHETTI, ABREU, 2006; ENGELI, 2008). Embora os
receptores CB1 estejam amplamente distribuidos no organismo, sua maior
expressao encontra-se no SNC, ao passo que os receptores CB2 sao
predominantemente expressos na periferia, em células do sistema imune
(FRANCISCHETTI, ABREU, 2006; ENGELI, 2008; SOUZA, 2012). Além dos
agonistas canabindides endogenos, esses receptores também podem ser ativados
por fitocanabindides, como o delta-9-tetrahidrocanabidinol (A9-THC, derivado da
Cannabis sativa), e por canabindides sintéticos, como o 1,1-Dimethylheptyl-11-
hydroxy-tetrahydrocannabinol (HU-210) (COSTA et al, 2011; ALVES, SPANIOL,
LINDEN, 2012).

O SEC participa da modulagéo da ingestdo energética de diferentes formas. A
interagdo com vias mesolimbicas aumenta o desejo por alimentos que proporcionem
prazer, devido a indu¢do de maior liberagdo de dopamina em regides envolvidas no
sistema de recompensa, como o nucleo accumbens (FRANCISCHETTI, ABREU,
2006; SOUZA, 2012; LIPINA et al, 2013; CHIRCHIGLIA, TORRE, CHIRCHIGLIA,
2017). Ja sua agao sobre regides hipotalamicas induz apetite, por meio do estimulo
para produgdo ou inibicio de mediadores orexigenos ou anorexigenos
(FRANCISCHETTI, ABREU, 2006; GODOY-MATOS et al, 2006; AGUIRRE,
CASTILLO, LLANOS, 2017).

Estudos indicam que os receptores CB1 estejam presentes em estruturas
associadas a regulacdo da ingestao alimentar e peso corporal, sendo coexpressos
com produtores do hormonio liberador de corticotropina (CRH) no PVN, hormdnio
concentrador de melanina (MCH) na LHA, CART no ARC e de pré-pré-orexina no
VMH (FRANCISCHETTI, ABREU, 2006; GODOY-MATOS et al, 2006; PAGOTTO et
al, 2006; CARDINAL et al, 2014; MOROZOQV et al, 2017). Ha evidéncias também da
correlagdo entre o SEC e as concentragbes de leptina, grelina, melanocortina,
neuropeptideo Y e peptideo semelhante a glucagon 1 (GLP-1) (COTA et al, 2003;
FRANCISCHETTI, ABREU, 2006).

Além de seu importante papel central, o SEC atua também em varios 6rgaos
periféricos relacionados com metabolismo energético, como figado e tecido adiposo
branco, apresentando-se hiperativado em individuos obesos e participando, assim,

de processos caracteristicos da obesidade, como acumulo de gordura e disfungdes
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envolvendo insulina e adiponectina (BLUHER et al, 2006; DI MARZO, PETROSINO,
2006; MATIAS et al, 2006), o que ressalta, mais uma vez, o importante papel
modulador deste sistema nos circuitos neuronais e periféricos envolvidos na

regulagédo do balango energético.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da reducdo da ninhada e do dimorfismo sexual sobre
parametros metabdlicos e expressao hipotalamica e adipocitica de CB1 em ratos
Wistar jovens.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a indugao da obesidade precoce por superalimentagao pos-natal,
e Avaliar, em ratos de 21 e 60 dias, os efeitos da obesidade e do dimorfismo
sexual sobre:
o A ingestao alimentar, hidrica e o ganho de massa corporal;
o A massa relativa de tecidos relacionados a fungdo enddcrina e
metabdlica: adrenal, hipdfise, tecido adiposo marrom (TAM) e reservas

perigonadal e retroperitoneal de tecido adiposo branco (TAB);

o O perfil lipidico;

o A glicemia em resposta ao teste de tolerancia oral a glicose;

o A expressao do receptor CB1 nos nucleos hipotalamicos ARC e
PVN;

o A expressao de RNAm para o receptor CB1 no TAB

retroperitoneal.
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4 JUSTIFICATIVA

O aumento das doengas cronicas e a diminuicdo da qualidade de vida
constituem duas das mais significativas consequéncias decorrentes da obesidade.
Ao contrario do que ocorre com outros grandes desafios a saude, como a
desnutricdo e o tabagismo, as taxas de obesidade ndo estdo decaindo no mundo,
revelando-se, assim, como um dos maiores problemas de saude publica da
atualidade (WHO, 2017).

Evidéncias apontam para uma associacao entre a obesidade e a disfuncado do
SEC central, particularmente no controle da ingestdo alimentar, porém, a maioria
dos estudos experimentais abordando o assunto analisam os efeitos do sobrepeso
em longo prazo (animais adultos) e apenas no sexo masculino, evidenciando uma
escassez de literatura a respeito do dimorfismo sexual e das diferentes janelas
temporais nestas respostas adaptativas (FRANCISCHETTI, ABREU, 2006;
GALLETTI, 2012).

Dentre os diversos modelos experimentais que reproduzem a obesidade,
destaca-se o de superalimentacdo pods-natal por meio da reducdo do numero de
animais por ninhada. Este modelo tem se apresentado bastante util nos estudos
desta doenga, uma vez que mimetizam os atuais cenarios de transigdo demografica
e nutricional, nos quais os individuos estado tendo cada vez menos filhos e maior
acesso a alimentagao hipercaldrica, permitindo assim uma analise mais realista do
papel da dieta moderna na génese da obesidade (TEIXEIRA, 2014; TRIGO, 2016).

Diante destes fatos, o presente estudo visa investigar as possiveis alteragdes
decorrentes do desenvolvimento da obesidade e do dimorfismo sexual sobre
parametros metabdlicos, comportamentais e de expressao do receptor CB1 no SNC
e no TAB de ratos jovens, de modo que os dados obtidos possam contribuir para o
esclarecimento dos mecanismos causadores da obesidade e otimizacdo de

possiveis estratégias farmacoldgicas ou alternativas para manejo deste disturbio.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

Todos os procedimentos constantes neste projeto foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UNIFAL/MG (protocolo numero
11/2018).

Foram utilizados 119 animais, dos quais 11 fémeas Wistar adultas (8
semanas) advindas do Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas e
submetidas ao acasalamento heterogénico com machos experientes da mesma
linhagem, enquanto os demais foram oriundos das proles geradas somente para fins
de experimentacdo, conforme consta detalhado na tabela abaixo.

GRUPO 21 DIAS

Maes Filhotes machos Filhotes fémeas

NINHADA NORMAL (NN)

3 5 S

Subtotal 3 15 15
NINHADA REDUZIDA (NR) j 1 ?
Subtotal 8 12 12

GRUPO 60 DIAS

Maes Filhotes machos Filhotes fémeas

NINHADA NORMAL (NN)

3 5 S

Subtotal 3 15 15
NINHADA REDUZIDA (NR) j 1 ?
Subtotal 8 12 12

Total geral 11 54 54

Todos os animais foram alojados em caixas de polipropileno fechadas com
tampa de ago inoxidavel no Biotério Setorial do Departamento de Ciéncias
Fisiologicas/ICB/UNIFAL-MG, tendo livre acesso a ragdo comercial e agua,
temperatura controlada (22 + 2° C) e ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas as
7h e apagadas as 19h). Cada mae foi utilizada para obtencdo de 2 ninhadas,
originando assim os grupos de animais avaliados aos 21 e 60 dias.

Foi realizado um ajuste no numero de filhotes machos e fémeas de cada

ninhada no primeiro dia pos-parto, sendo as méaes e suas proles divididas nos
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seguintes grupos: ninhada normal (NN, 10 filhotes) e ninhada reduzida (NR, 3
filhotes). Os filhotes machos e fémeas foram divididos em numeros iguais dentro de
cada ninhada (5 de cada na ninhada NN e 1 fémea/2 machos ou 2 fémeas/1 macho
na ninhada NR, de forma que o numero final de cada sexo fosse idéntico). Os
animais do primeiro grupo foram avaliados imediatamente apos o desmame (21 dias
de vida) e os do segundo grupo foram avaliados aos 60 dias de idade, conforme
ilustrado abaixo.

AVALIAGAO DO AVALIAGAO DO PESO CORPORAL E
PESO CORPORAL INGESTOES ALIMENTAR £ HIDRICA
ACASALAMENTO NASCIMENTO }\ \
E VERIFICAGAO DOS
DA PRENHEZ FILHOTES { \{ \
| [ | | |
| Y/ | |
DPN1 DPN 21 DPN 60
l PROTOCOLO 10U 2
PADRONIZAGAO DA NINHADA:
NINHADA NORMAL NINHADA REDUZIDA
10 filhotes/mae 3 filhotes/méae

O protocolo 1 consistiu na realizacdo dos experimentos descritos nos itens
5.2, 5.3, 5.4 e 5.6 da presente metodologia, enquanto o protocolo 2 compreendeu
experimentos relacionados aos itens 5.2 € 5.5.

Os filhotes excedentes foram aproveitados em experimento para obtengao de
células para cultura primaria de outro projeto realizado no laboratoério, conforme
protocolo previamente aprovado pelo CEUA UNIFAL/MG (protocolo numero
585/2014).

5.2 AVALIACAO DOS EFEITOS DA REDUGCAO DA NINHADA SOBRE
PARAMETROS DO DESENVOLVIMENTO

A verificacado da instalagado da obesidade foi realizada por meio da analise da
massa corporal, da hipertrofia adipocitica e da taxa especifica de ganho de peso.

A massa corporal da prole foi aferida a cada trés dias a partir do primeiro dia
pos-natal, sempre no periodo da manha. Para os experimentos de avaliagdo da
ingesta hidrica e alimentar, apés o desmame (21° dia), fémeas e machos foram
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colocados em gaiolas metabdlicas, passando a ter suas massas corporais, ingestas
hidrica e caldrica verificadas semanalmente também durante a manha.

A avaliagdo da hipertrofia adipocitica foi feita pela determinagdo do peso
relativo (gramas/100 gramas de peso corporal) das reservas de TAB retroperitoneal
e perigonadal, servindo posteriormente como parédmetro para a decis&o do tecido a
ser escolhido para quantificagdo de RNAm para CB1.

A determinacdo da taxa especifica de ganho de peso foi estimada pelo

Mf-Mi

. )
L

a massa no primeiro dia de analise (1° ou 21° dia de vida).

calculo TEGP =

onde Mf é a massa corporal no 21° ou 60° dia de vida e e Mi é

5.3 TESTE DE TOLERANCIA ORAL A GLICOSE (TTOG)

Ao final dos 21 ou 60 dias, os animais provenientes das proles NN e NR
foram submetidos ao desafio do teste de tolerancia oral a glicose (TTOG). Para
tanto, eles receberam por gavagem uma solugdo de glicose a 50% (1,5g de
glicose/kg de peso corporal) apés jejum de 6 horas, o qual foi iniciado as 7h.

As amostras de sangue para avaliagdo da curva glicémica foram obtidas
imediatamente antes (tempo 0) e aos 30, 60 e 120 minutos apés a gavagem, por
meio de pungdo na cauda realizada com agulha 13 x 0,45 mm. Em seguida, o
sangue foi analisado em tiras reagentes do monitor de glicose sanguinea G-Tech

Free 1®, o qual forneceu os niveis de glicemia em mg/dL.

5.4 EXTRAGCAO DE ORGAOS E TECIDOS

Ao final dos 21 dias, os animais NN e NR foram eutanasiados por decapitagao
para coleta de sangue e outros 6rgdos e tecidos [hipofise, adrenal, tecido adiposo
marrom — TAM e tecido adiposo branco (TAB) retroperitoneal e perigonadal]. Os
orgaos e tecidos tiveram suas massas determinadas e corrigidas para 100 gramas
de massa corporal do animal. O sangue total obtido do tronco foi coletado com
heparina e centrifugado (3000 rpm/1600G por 20 minutos a 4°C) e o plasma foi
separado para posterior determinagao do perfil lipidico (triglicérides e colesterol total,
por meio de Kits enzimaticos colorimétricos Labtest Diagnostica), enquanto o TABr
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foi congelado para posterior extragdo do RNA. O mesmo procedimento foi feito com
o grupo de 60 dias.

5.5 IMUNOFLUORESCENCIA

Ao final dos 21 ou 60 dias, 4 fémeas e 4 machos de cada grupo foram
selecionados e, 2 horas apds sobrecarga de glicose ou 6 horas de jejum, foram
anestesiados com injecdo intraperitoneal de ketamina (60mg/kg) e xilazina
(7,5mg/kg), sendo em seguida perfundidos por meio de pungé&o intracardiaca com
150 mL de solugdo tampéo fosfato-salina (PBS, pH 7,4), seguido de 350 mL de
solugdo de PBS contendo formaldeido a 4%. Os encéfalos foram removidos e
mantidos imersos na solucdo fixadora por cerca de 4 horas em temperatura
ambiente sob agitacédo, sendo, em seguida, transferidos para solugdo de sacarose a
30%, onde permaneceram durante aproximadamente 36 horas. Em sequéncia, os
encéfalos foram seccionados no plano coronal em cortes de 30 um de espessura em
microtomo de congelamento. Os cortes coletados foram armazenados em solugao
anticongelante a -20°C até o processamento imunoistoquimico pela técnica de free-
floating.

Os cortes foram tratados com boridreto de sédio 1% por 30 minutos, lavados
e ent&o incubados com soro normal de cavalo 10% em PBS (0,01M contendo Triton
0,17% e NaN3 0,04%) por no minimo uma hora. Em seguida, foram lavados
novamente com PBS 0,01M e incubados overnight com o anticorpo primario anti-
CB1 (rabbit, 1:1000, Abcam). ApsGs este periodo, os cortes foram mais uma vez
lavados em PBS 0,01M e incubados com o anticorpo secundario fluorescente
donkey-anti-rabbit (Alexa®594) por um periodo de 2 horas, seguido por lavagem. Os
cortes foram montados sobre laminas gelatinizadas e cobertos com o meio de
montagem. Fotos representativas de cada condi¢cdo experimental foram adquiridas
no mesmo plano por meio de um sistema computadorizado de aquisicdo de imagens
acoplado a um microscépio Nikon. A quantificacdo do sinal imunofluorescente foi
realizada nos nucleos ARC (2,3 mm posterior ao bregma) e PVN (1,4 mm posterior

ao bregma) utilizando-se o software Image J®.
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5.6 ANALISE DA EXPRESSAO DE RNAm DE CB1

As amostras de TAB foram homogeneizadas com tampéo PBS 0,01M e
misturadas com 750 puL de TRIzol™ e 200 uL de cloroférmio, sendo entdo
centrifugadas por 25 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante foi aspirado, a ele foram
adicionados 500 uL de alcool isopropilico e, apds agitagao por inversao, os frascos
foram armazenados ovenight a — 20° C. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 15 minutos a 14000 rpm, sendo o sobrenadante descartado. Foi
entdo adicionado a cada amostra o volume de 1 mL de alcool 70% e uma nova
centrifugacgéo foi feita por 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi novamente
descartado, as amostras foram deixadas em temperatura ambiente até que os
pellets ficassem translucidos e depois disso foi feita a adicdo de 15 uL de agua
DEPC. Os frascos foram entdo colocados em estufa a 60°C por 10 minutos para a
solubilizagdo dos pellets e, em seguida, armazenados a — 20° C. A quantificagdo do
RNA total foi realizada a partir de 2 yL de amostra no Laboratério de Biologia Animal
Integrativa (LABAInt — UNIFAL-MG), no aparelho NanoDrop®. A partir da
concentracdo de acidos nucleicos obtida na quantificacdo, foi feita a diluigdo em
agua DEPC para a concentracdo de 100 ng/uL. A um volume de 5 yL de RNA
diluido (500 ng) foi adicionada a mistura de sintese de cDNA, sendo as amostras
submetidas em seguida as condigdes padrao de termociclagem.

Por fim, um volume de 4 yL de cDNA puro foi pipetado em duplicatas em
placas de 96 pogos. A este volume foram adicionados 8 pL da mistura contendo as
sondas para o gene de interesse (CB1) ou para um controle enddégeno (Beta-actina).
As placas foram levadas ao aparelho real time PCR e a fluorescéncia obtida durante
os ciclos de amplificagdo foi quantificada, permitindo assim a avaliagdo da
expressao de relativa de RNAm para o receptor CB1 pelo método do AACt nas

amostras de TAB.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram expressos como média * erro padrédo da média (EPM)
e foram submetidos a analise por Analise de Variancia de uma ou duas vias ou teste



31

t, dependendo do protocolo experimental, usando-se o programa Graphpad Prism®

versao 7.0. Foram considerados significativos valores de p < 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZAGAO DO MODELO DE SUPERALIMENTAGCAO COM A
REDUCAO DA NINHADA

Como demonstrado na figura 2A, houve diferenca na evolugdo da massa
corporal dos animais machos pertencentes ao grupo NR, quando comparados com
os animais provenientes de maes NN [F (1, 185y = 41,62; p < 0,0001]. O mesmo
padrdo de resposta foi observado para as fémeas pertencentes ao grupo NR [F (4,
108y = 78,4; p < 0,0001; Figura 2B]. Este efeito de aumento da massa corporal na NR
apareceu mais precocemente nos filhotes machos, em torno do sétimo dia, em
comparagao as fémeas, nas quais o efeito tornou-se significativo apenas no final da
segunda semana de vida. Uma similaridade no peso dos machos NN e NR foi vista
aos 25 e 31° dias de vida, seguida por um retorno ao padrdo de maior ganho de

peso dos animais NR, que perdurou até o final do experimento.
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Figura 2 — Efeitos da reducdo da ninhada e do dimorfismo sexual sobre a evolugdo da massa
corporal de machos (A) e fémeas (B) provenientes de ninhadas normais (linhas
pretas) ou reduzidas (linhas vermelhas). Resultados expressos em média + EPM.
Anadlise por Two-way ANOVA, seguida de pos-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01;
****p < 0,0001.

Fonte: da autora.
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A ingestdo alimentar foi avaliada semanalmente apds o desmame e sofreu
efeito do tamanho da ninhada [F 3 192) = 99,49; p < 0,0001; Figura 3], apresentando-
se maior nas 5° e 6° semanas de vida dos machos NR, quando comparadas aos
animais NN, enquanto as fémeas exibiram um padrdo normofagico ao longo do
periodo analisado. A variavel sexo, por sua vez, indicou um maior consumo de ragao
dos machos NR a partir da quinta semana e dos machos NN a partir da sexta
semana quando comparado ao das fémeas de seus respectivos grupos [F (3, 192) =
99,49; p < 0,0001], revelando assim o maior consumo caracteristico do sexo

masculino no periodo pés-puberdade.
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Figura 3 — Efeitos da redugdo da ninhada e do dimorfismo sexual sobre a ingestdo alimentar
média semanal de machos e fémeas provenientes de ninhadas normais (NN) ou
reduzidas (NR). Resultados expressos em média + EPM. Anadlise por Two-way
ANOVA, seguida de pos-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ****p < 0,0001.

Fonte: da autora.

Conforme evidenciado na Figura 4, a ingestdo hidrica, também avaliada
semanalmente, ndo se mostrou estatisticamente diferente entre os grupos
estudados, tanto em machos ([F (1, 96) = 3,501] quanto em fémeas [F (1, 96) = 0,14438],
em nenhum dos tempos avaliados.

No que diz respeito ao dimorfismo sexual, machos NR tiveram maior consumo
hidrico a partir da sétima semana, enquanto machos NN apresentaram maior

consumo apenas na nona semana [F (3, 192) = 19,79; p < 0,0001].
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Figura 4 — Efeitos da redugéo da ninhada e do dimorfismo sexual sobre a ingestédo hidrica média
semanal de machos e fémeas provenientes de ninhadas normais (NN) ou reduzidas
(NR). Resultados expressos em média + EPM. Analise por Two-way ANOVA, seguida
de pos-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p < 0,001.

Fonte: da autora.

A taxa especifica de ganho de peso (TEGP) mostrou-se maior nos animais
pertencentes ao grupo NR em ambos os sexos aos 21 dias [F (1, 60) = 85,09; p <
0,0001], menor aos 35 dias também em ambos os sexos [F (1,45) = 43,74; p < 0,0001]
e menor em machos NR aos 60 dias [F (1, 43y = 14,89; p < 0,001]. Por outro lado, as
comparacgdes entre a TEGP de machos e fémeas obesos nao detectaram diferengas
devido ao sexo aos 21 dias [F (1, 60) = 0,0591], mas estas foram significativas aos 35
[F (1,45 = 6,28; p < 0,01] e 60 dias [F (1,43) = 96,42; p < 0,0001; Figura 5].
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Figura 5 — Efeitos da reducdo da ninhada e do dimorfismo sexual sobre a taxa especifica de
ganho de peso em animais de 21 e 60 dias provenientes de ninhadas normais (NN)
ou reduzidas (NR). Resultados expressos em média + EPM. Analise por Two-way
ANOVA, seguida de pds-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
DPN: dia pés-natal.

Fonte: da autora.
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Foi também observado efeito do sobrepeso [F (1, 52) = 49,85; p < 0,0001] e do
dimorfismo sexual [F (1, 52) = 9,363; p < 0,01] sobre o TAB perigonadal aos 21 dias,
evidenciado pelo aumento significativo na massa relativa desse tecido em animais
de ambos os sexos provenientes de NRs, e da maior massa de TABp das fémeas
NN quando comparadas aos machos do mesmo grupo (Figura 6A).

Em relagdo ao grupo de 60 dias, a variavel tratamento n&o gerou alteragdes
estatisticas [F (1, 290 = 3,268], uma vez que os machos NR ndo apresentaram
alteragdes quando comparados ao grupo NN. Ja o TABp das fémeas mostrou-se
maior nos animais pertencentes ao grupo NR. A variavel sexo, por sua vez, teve
efeito significativo sobre a massa do TABp [F (1,29) = 47,85; p < 0,0001], sendo maior
nas fémeas de ambos os tratamentos (Figura 6A).

A reserva retroperitoneal de TAB mostrou-se significativamente maior tanto
em machos quanto em fémeas do grupo NR de 21 dias, revelando assim o efeito
positivo da reducdo da ninhada sobre esse parametro [F (1, 37y = 19,21; p < 0,0001;
Figura 6B]. A diferenga de sexo, por outro lado, ndo afetou massa desse tecido [F (1,
a7y = 0,2885].

No que diz respeito aos animais de 60 dias, ambos os sexos do grupo NR
também apresentaram valores médios de TABr maiores que os dos grupos NN [F 1,
26) = 12,04; p < 0,002). Houve também efeito do sexo sobre esse parametro [F (1, 26) =
5,131; 0,05].
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Figura 6 — Efeitos da reducdo da ninhada e do dimorfismo sexual sobre a massa relativa dos
depdsitos perigonadal (A) e retroperitoneal (B) de tecido adiposo branco em animais
de 21 e 60 dias provenientes de ninhadas normais (NN) ou reduzidas (NR).
Resultados expressos em média + EPM. Andlise por Two-way ANOVA, seguida de
pos-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001.

Fonte: da autora.
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6.2 EFEITOS DA REDUCAO DA NINHADA SOBRE A MASSA RELATIVA DE
TECIDOS

Conforme evidenciado na Figura 7A, a massa relativa da hipdfise nédo
apresentou variagdes aos 21 dias [F (1, 51) = 1,703], tampouco aos 60 dias [F (1,32) =
0,1767]. O dimorfismo sexual, por sua vez, resultou em uma maior massa da
hipofise das fémeas NN aos 21 dias [F (1,51)=7,199; p < 0,01] e de fémeas NN e NR
aos 60 dias [F (1, 32) = 83,4; p < 0,0001], quando comparadas aos machos de seus
respectivos grupos.

Ademais, ndo foram encontradas diferengas estatisticas advindas da redugéao
da ninhada [F (1, 40) = 1,534] e dimorfismo sexual [F (1, 40) = 3,887] sobre a massa
relativa da adrenal de nenhum dos grupos estudados aos 21 dias, tampouco houve
efeito do tratamento aos 60 dias [F (1, 32) = 0,08456]. Por outro lado, o dimorfismo
sexual teve efeito sobre a adrenal de ambos os grupos aos 60 dias [F (1, 32) = 34,63;
p < 0,0001, Figura 7B].

Verificou-se também aumento da massa relativa do TAM nos animais NR de
ambos os sexos aos 21 dias de vida [F (1, 51y = 19,47; p < 0,0001; Figura 7C], mas
nenhuma alterag&o devido ao sexo [F (1,51) = 3,174]. O TAM dos animais adultos (60
dias), por sua vez, ndo se mostrou estatisticamente diferente devido ao tratamento
[F (1, 2090 = 3,869], mas mostrou-se aumentado nas fémeas NN, indicando efeito do
sexo sobre esse parametro [F (1, 20) = 14,31; p < 0,001].
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Figura 7 — Efeitos da reducéo da ninhada e do dimorfismo sexual sobre a massa da hipoéfise (A),
adrenal (B) e tecido adiposo marrom (C) em animais de 21 e 60 dias provenientes de
ninhadas normais (NN) ou reduzidas (NR). Resultados expressos em média + EPM.
Anadlise por Two-way ANOVA, seguida de pos-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001.

Fonte: da autora.
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6.3 EFEITOS DA REDUGAO DA NINHADA SOBRE O PERFIL LIPIDICO

Como demonstrado no item A da figura abaixo, tanto fémeas quanto machos
provenientes do grupo NR de 21 dias apresentaram aumento nos niveis plasmaticos
de colesterol total [F (1, 32) = 27,17; p < 0,0001]. Também foi visto efeito do tamanho
da ninhada no grupo de 60 dias [F 1, 31y = 4,472; p < 0,05], no qual este parametro
mostrou redu¢cdo nos machos NR de 60 dias, sem alteragdes significativas nas
fémeas NR de mesma idade. Por outro lado, ndo foram identificadas alteracbes
devido ao dimorfismo sexual aos 21 dias [F (1, 32) = 1,348], tampouco aos 60 dias [F
@, 31) = 0,2183].

Ademais, n&o foi observado efeito da obesidade [F (1, 31) = 1,415] ou do sexo
[F ¢1,31) = 2,622] sobre as concentragdes plasmaticas de triglicerideos nos filhotes de
21 dias (Figura 8B). Em contrapartida, ambos os sexos de ninhadas NR
apresentaram aumento nos niveis de triglicerideos aos 60 dias quando comparados
as NN [F (1,31) = 34,61; p < 0,0001], e as concentragbes de triglicerideos dos machos
de ambos os grupos se revelaram superiores as das fémeas [F (1, 31) = 45,6; p <
0,0001].
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Figura 8 — Efeitos da reducdo da ninhada e do dimorfismo sexual sobre as concentracdes
plasmaticas de colesterol total (A) e triglicerideos (B) em animais de 21 e 60 dias
provenientes de ninhadas normais (NN) ou reduzidas (NR). Resultados expressos em
média + EPM. Analise por Two-way ANOVA, seguida de pds-teste de Tukey. *p<0,05;
**p<0,01; ****p<0,0001.

Fonte: da autora.
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6.4 EFEITOS DA REDUGAO DA NINHADA SOBRE O PERFIL GLICEMICO

Como demonstrado na préxima figura, os machos de 21 dias pertencentes ao
grupo submetido ao protocolo NR apresentaram niveis glicémicos superiores aos
dos animais NN, caracteristica que perdurou durante todo o teste de tolerancia oral a
glicose [F (1, 58) = 21,66; p < 0,0001; Figura 9A]. As fémeas de 21 dias, por sua vez,
n&do apresentaram diferenga na glicemia nos tempos estudados [F (1, 63) = 0,6205;
Figura 9B]. No que diz respeito ao efeito do dimorfismo sexual, foram vistas maiores
concentragdes de glicose sanguinea nos tempos 0 e 1Th dos machos do grupo NR [F
@, 57y = 19,12; p < 0,0001], enquanto nenhuma diferenga devido ao sexo foi notada
nos animais NN de 21 dias [F (1, 64) = 0,4654].

O perfil glicémico dos machos NR de 60 dias, assim como o das fémeas
advindas deste mesmo grupo, apresentou-se semelhante ao dos animais NN nos
tempos 0, 60 e 120 minutos. Aos 30 minutos, porém, ambos machos [F (1, 61) =
5,844; p <0,02] e fémeas [F (1, 64) = 8,223; p < 0,01] NR apresentaram elevagéo da
glicemia em relagdo ao grupo controle (Figuras 9C e 9D). As comparagdes entre
sexos dentro do mesmo tipo de tratamento ndo foram significativas nos animais NN
[F ¢1,63) = 0,7952], tampouco nos NR [F (1, 62) = 0,0145].
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Figura 9 — Efeitos da reducédo da ninhada e do dimorfismo sexual sobre a glicemia em resposta
ao teste de tolerancia oral a glicose em machos (A) e fémeas (B) de 21 dias e
machos (C) e fémeas (D) de 60 dias provenientes de ninhadas normais (linhas
pretas) ou reduzidas (linhas vermelhas). Resultados expressos em média + EPM.
Analise por Two-way ANOVA, seguida de pés-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01.

Fonte: da autora.
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Por fim, houve também efeito do tamanho da ninhada sobre a area sob a
curva tanto aos 21 [F (1, 24) = 14,81; p < 0,001] quanto aos 60 dias [F (1,31) = 9,43; p <
0,01], o qual foi evidenciado pelo aumento da AUC dos machos NR em ambos os
periodos analisados, e das fémeas NR de 60 dias (Figura 10). A variavel sexo, por
sua vez, ndo gerou alterag&o significativa em nenhum dos tempos estudados {[F ,
24y = 2,758] e [F (1,31) = 0,0872]}.
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Figura 10 — Efeitos da reduc&o da ninhada e do dimorfismo sexual sobre a area sob a curva de
machos e fémeas de 21 e 60 dias provenientes de ninhadas normais (NN) ou
reduzidas (NR). Resultados expressos em média + EPM. Andlise por Two-way
ANOVA, seguida de pos-teste de Tukey. *p<0,05; ***p<0,001.

Fonte: da autora.
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6.5 EFEITOS DA REDUCAO DA NINHADA SOBRE A EXPRESSAO DO
RECEPTOR CB1 NOS NUCLEOS ARC E PVN

Como demonstrado nas figuras 11A e 12, a expresséo do receptor CB1 no
ARC de animais de 21 dias sofreu efeito tanto do dimorfismo sexual [F (1, 10y = 8,762;
p < 0,05] quanto do tamanho da ninhada [F (3, 10) = 71,63; p < 0,0001]. Machos NR
com sobrecarga de glicose tiveram uma expressdo maior que a dos machos NN e,
quando comparados as fémeas do mesmo grupo, também demonstraram um valor
mais alto na marcagéo de CB1.

O padrao alimentar pré-teste foi decisivo para as diferencas identificadas na
area de marcagdo, uma vez que todos o0s grupos submetidos ao jejum,
independentemente do sexo ou ninhada, apresentaram uma expressao superior a
dos grupos que receberam sobrecarga de glicose.

Nos animais de 60 dias também foi visto efeito do sexo [F (1, 23y = 9,709; p <
0,01] e do tratamento [F (3, 23y = 73,28; p < 0,0001]. Além de identificarmos uma
menor expressao de CB1 no ARC de fémeas NR jejum quando comparadas as NN
jejum, vimos também uma maior marcagao nas fémeas NN submetidas ao jejum
quando comparadas aos machos pertencentes a esse mesmo grupo (Figuras 11B e
13).
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Figura 11 — Efeitos da redugéo da ninhada e do dimorfismo sexual sobre a expresséo do receptor
CB1 no nudcleo arqueado de machos e fémeas de 21 (A) e 60 dias (B) dias
provenientes de ninhadas normais (NN) ou reduzidas (NR). Resultados expressos em
média £+ EPM. Andlise por Two-way ANOVA, seguida de pos-teste de Tukey.

**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

Fonte: da autora.
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Figura 12 — Fotomicrografias representativas do nucleo arqueado (ARC) de machos (esquerda) e
fémeas (direita) de 21 dias de ninhadas normais ou submetidos ao protocolo de
reducdo de ninhada mostrando a marcagéo fluorescente para CB1 (vermelho) apos
sobrecarga de glicose (A, B, C e D) ou jejum (E, F, G e H). Escala: 100 ym. 3V:
terceiro ventriculo.

Fonte: da autora.
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Figura 13 — Fotomicrografias representativas do nucleo arqueado (ARC) de machos (esquerda) e
fémeas (direita) de 60 dias de ninhadas normais ou submetidos ao protocolo de
reducdo de ninhada mostrando a marcagéo fluorescente para CB1 (vermelho) apos
sobrecarga de glicose (A, B, C e D) ou jejum (E, F, G e H). Escala: 100 ym. 3V:
terceiro ventriculo.

Fonte: da autora.
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No que diz respeito a expressao do receptor CB1 no PVN nos animais de 21
dias, foi observado efeito significativo do dimorfismo sexual [F (1, 10) = 80,54; p <
0,0001; Figura 14A], como a menor marcagdo em fémeas NR com sobrecarga de
glicose, em relagdo aos machos do mesmo grupo, e também do tamanho da
ninhada [F (3, 10) = 126,3; p < 0,0001], o qual gerou menor expressdo nas fémeas
com glicose, quando comparadas as fémeas NN submetidas a mesma alimentagao.

O padrao caldrico pré-teste, mais uma vez, mostrou-se relevante para a area
de marcagao do receptor, uma vez que animais submetidos ao jejum apresentaram
valores superiores aos animais que receberam glicose, evidenciando, assim, o papel
orexigeno do SEC.

No grupo de jovens adultos (60 dias), ndo foram observadas alteragdes
significativas devido a variagbes de sexo [F (1, 24y = 0,02193], apenas devido ao
tratamento recebido [F (3 24) = 15,55; p < 0,0001; Figura 14B].
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Figura 14 — Efeitos da redugéo da ninhada e do dimorfismo sexual sobre a expresséo do receptor
CB1 no nucleo paraventricular de machos e fémeas de 21 (A) e 60 dias (B) dias
provenientes de ninhadas normais (NN) ou reduzidas (NR). Resultados expressos em
média + EPM. Analise por Two-way ANOVA, seguida de pds-teste de Tukey. *p<0,05;
**p<0,01; ****p<0,0001.

Fonte: da autora.
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Figura 15 — Fotomicrografias representativas do nucleo paraventricular (PVN) de machos
(esquerda) e fémeas (direita) de 21 dias de ninhadas normais ou submetidos ao
protocolo de reducdo de ninhada mostrando a marcagao fluorescente para CB1
(vermelho) apds sobrecarga de glicose (A, B, C e D) ou jejum (E, F, G e H). Escala:
100 um. 3V: terceiro ventriculo.

Fonte: da autora.
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Figura 16 — Fotomicrografias representativas do nucleo paraventricular (PVN) de machos
(esquerda) e fémeas (direita) de 60 dias de ninhadas normais ou submetidos ao
protocolo de reducdo de ninhada mostrando a marcagao fluorescente para CB1
(vermelho) apds sobrecarga de glicose (A, B, C e D) ou jejum (E, F, G e H). Escala:
100 um. 3V: terceiro ventriculo.

Fonte: da autora.
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6.6 EFEITOS DA REDUGAO DA NINHADA SOBRE A EXPRESSAO DO RNAm
PARA CB1 NO TECIDO ADIPOSO BRANCO

Por fim, no que diz respeito a expressao relativa de RNA mensageiro para
CB1 no TABr aos 21 dias, vimos uma menor expressao tanto em machos, quanto
em fémeas NR, demonstrando assim o efeito do tamanho da ninhada sobre esse
parametro [F (1, 14y = 47,98; p < 0,0001; Figura 17]. A variavel dimorfismo sexual, por
sua vez, ndo gerou alteracdes significativas [F (1, 14) = 0,0003876].

Nos animais de 60 dias observamos um aumento apenas nas fémeas NR, as
quais apresentaram valores de RNAm significativamente maiores que os vistos nas
fémeas NN e nos machos NR, indicando assim a interferéncia do tratamento [F (114,
= 22,49 p < 0,0003] e do sexo [F (1,14 = 19,564; p < 0,0006] sobre o parametro
analisado.
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Figura 17 — Efeitos da reducédo da ninhada e do dimorfismo sexual sobre a expressdo de RNAm
do receptor CB1 no tecido adiposo branco de machos e fémeas de 21 e 60 dias
provenientes de ninhadas normais (NN) ou reduzidas (NR). Resultados expressos em
média £+ EPM. Andlise por Two-way ANOVA, seguida de pos-teste de Tukey.
**p<0,01; ***p<0,001; ****p < 0,0001.

Fonte: da autora.
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7 DISCUSSAO

Nossos resultados demonstram que o modelo experimental de ninhada
reduzida foi eficaz em induzir a obesidade em ratos jovens de ambos o0s sexos,
apresentando, inclusive, aspectos que caracterizam a sindrome metabdlica. Assim,
a evolugcdo da massa corporal e o aumento dos depdsitos de TAB evidenciam o
importante efeito da programagdo neonatal relacionada a superalimentacdo em
induzir alteragdes metabdlicas importantes, manifestadas, neste estudo, também
pelo aumento dos niveis de colesterol total, triglicerideos e glicemia e alteragdes na
expressao do receptor CB1.

Inicialmente, observou-se que os animais do grupo NR apresentaram um
aumento na massa corporal a partir do sétimo (machos) ou décimo dia de vida
(fémeas), o qual perdurou até o final do experimento. Esses dados corroboram os
resultados obtidos em outros estudos que utilizaram o0 mesmo modelo para indugéo
da obesidade, evidenciando diferenga no ganho de peso a partir do 6° (TRIGO,
2016), 7° (STEFANIDIS, SPENCER, 2012; ZIKO et al, 2014), 8° (ENES-MARQUES,
2014) e 9° dia (ENES-MARQUES, GIUSTI-PAIVA, 2018) de lactacao, efeito este que
se manteve apos o desmame.

A auséncia de significancia na comparagdo entre massas corporais de
machos nas terceira e quarta semanas de vidas pode ser entendida como
consequéncia da puberdade, periodo no qual o efeito anabdlico gerado pelo
aumento nos niveis de testosterona resulta em uma maior demanda metabdlica
nesses animais (STANBENFELD, EDQVIST, 1996). Analisando-se os resultados
dos grupos de 60 dias, vemos que o ganho de peso dos ratos pertencentes ao grupo
NR conservou-se superior ao encontrado nos animais advindos de ninhadas maiores
apos o periodo de aleitamento, dados que também se encontram em conformidade
com os relatados por outros autores em protocolos semelhantes (RODRIGUES et al,
2009; STEFANIDIS, SPENCER, 2012; ENES-MARQUES, 2014; ZIKO et al, 2014),
indicando a conservagéao do fenotipo de obesidade durante os periodos de juventude
e fase adulta.

A fim de se melhor avaliar os efeitos da redugdo da ninhada, realizou-se a
analise da taxa especifica de ganho de peso (TEGP) dos animais aos 21 dias de
vida, a qual apresentou um aumento de aproximadamente 20% em ambos os sexos

dos grupos NR durante o periodo avaliado. Adicionalmente, avaliou-se diretamente
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os estoques corporais de gordura branca visceral por meio da pesagem das
reservas perigonadal e retroperitoneal de TAB, as quais mostraram-se
significativamente maiores nos animais NR. A elevagdo na TEGP também foi
relatada por outros autores neste mesmo modelo (NERY et al, 2011; ESTRELA,
2015), assim como o aumento nos depdsitos de gordura (STEFANIDIS, SPENCER,
2012; MOZES, SEFCIKOVA, RACEK, 2013; RIBEIRO, 2016), evidenciando uma
correlagdo positiva entre a referida taxa e as reservas de gordura branca corporais.
Assim, acredita-se que a TEGP possa oferecer uma boa estimativa da gordura
corporal e caracterizacdo da obesidade em roedores recém desmamados.

Nesse sentido, sabe-se que o sobrepeso, sobretudo devido ao aumento da
gordura visceral, esta associado a um risco significativamente maior para o
surgimento da sindrome metabdlica (SM), termo utilizado para classificar individuos
com maior probabilidade de desenvolver doengas cardiovasculares (FERREIRA,
2016; FALUDI et al, 2017). Outros critérios utilizados para caracterizacdo da SM s&o
a presenca de dislipidemia e hiperglicemia, as quais foram evidenciadas em nosso
estudo pelo aumento nos niveis plasmaticos de colesterol total no desmame e de
triglicerideos aos 60 dias, e pela resisténcia as agbdes da insulina, manifestada nas
respostas glicémicas alteradas ao TTOG, resultados semelhantes aos obtidos por
outros autores (RINALDI et al, 2012; ENES-MARQUES, GIUSTI-PAIVA, 2018). Uma
das possiveis causas dessas hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia seria a maior
disponibilidade de alimento quando comparada com animais de ninhadas maiores
(KUMARESAN, ANDERSON, TURNER, 1967), assim como a qualidade desse
alimento. Fiorotto e colaboradores (1991) relataram que as progenitoras NR, embora
tivessem uma produgcdo menor por filhote, geravam leite com maior conteudo de
gordura que mées de ninhadas médias e grandes. Sendo a gordura o principal
componente caldérico do leite, esses fatores poderiam estar contribuindo para a
geracdo de um balango energético positivo, com consequente aumento dos
depositos de tecido adiposo e ganho de peso na prole oriunda de ninhadas
reduzidas.

A elevada ingestao de lipideos advindos do aleitamento materno levaria a
absorgcdo desses acidos graxos de cadeia longa e consequente esterificacdo a
triglicérides, os quais sdo transportados na corrente sanguinea nos quilomicrons.
Posteriormente, esses triglicerideos podem ser hidrolisados pela enzima lipoproteina
lipase, resultando em liberacdo de acidos graxos para os tecidos, onde podem ser
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metabolizados para geragao de energia ou armazenados na forma de gordura nos
adipdcitos, para posterior liberagdo em caso de demanda (SANTOS et al, 2013).
Interessantemente, observamos em nosso estudo uma tendéncia a diminui¢gao nos
niveis plasmaticos de triglicerideos no grupo NR de 21 dias, efeito este que esta em
desacordo ao reportado anteriormente na literatura para este modelo (RINALDI et al,
2012; ENES-MARQUES, 2014; ENES-MARQUES, GIUSTI-PAIVA, 2018). Vale
ressaltar que, em nosso estudo, a coleta de sangue dos filhotes foi feita de maneira
casual e ndo apos jejum, como na grande maioria dos estudos relatados. Nesse
sentido, sabe-se que, em resposta ao jejum, ocorre aumento da lipdlise no TAB e
consequente aumento na concentragcdo plasmatica de acidos graxos. Ademais, os
acidos graxos sao essenciais para o funcionamento das proteinas desacopladoras
(uncoupling protein — UCPs), expressas pelo TAM e, como os filhotes NR
apresentaram aumento na massa deste tecido, levantamos a hipdtese de que parte
dos triglicerideos circulantes tenha sido captada para manutengdo do
desacoplamento mitocondrial (BIANCO, 2000).

Além da propria oferta de alimento, outros fatores envolvidos no aumento da
ingestao caldrica seriam a imaturidade do mecanismo responsavel pelo seu controle
central em animais jovens (McMILLEN, ADAM, BEVERLY, 2005), a hipotrofia do
VMH, com consequente diminuicdo da resposta a estimulos inibidores do apetite
(RINALDI et al, 2012), e o desenvolvimento de resisténcia a sinalizadores de
saciedade, como leptina e insulina (GOMES et al, 2012), alteragbes estas ja
descritas nos filhotes NR.

O sistema neural regulador do apetite envolve uma variada gama de
componentes, incluindo neuromoduladores orexigenos (NPY e agouti-related protein
— AgRP) e anorexigenos (POMC e CART), os quais agem como mediadores cruciais
no gerenciamento do consumo e gasto energético em diferentes regides
hipotalamicas, como na LHA e nos nucleos VMH, PVN e ARC (GROVE, SMITH,
2003; McMILLEN, ADAM, BEVERLY, 2005). Em roedores, o desenvolvimento do
controle hipotalamico regulatorio do apetite ocorre predominantemente no periodo
pos-natal, sendo que projegdes de neurdnios NPY/AgRP do ARC para o PVN e a
LHA s6 se encontram completamente formadas ap6s a segunda semana da vida
(KAGOTANI et al, 1989; GROVE, SMITH, 2003; BYERLY et al, 2013).

Além disso, os neurbnios dos nucleos hipotalamicos expressam receptores

para diversos estimulos periféricos, incluindo glicose, insulina, grelina e leptina.
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Estudos indicam que niveis elevados de leptina circulante provocam aumento na
expressao de POMC no ARC (SCHWARTZ, 2001; JORDAN, KONNER, BRUNING,
2010), resultando assim em supressao da ingestao alimentar e estimulo a um maior
gasto energético. Por ser o TAB a fonte primaria de leptina, € comum associar-se
altos niveis deste horménio a obesidade. Porém, individuos obesos ndo apresentam
supressao do apetite, pois sdo, na verdade, resistentes as a¢des anorexigenas da
leptina em nivel central. Sugere-se que essa alteragcdo seja decorrente de um
comprometimento no transporte da leptina pela barreira hematoencefalica, de
anormalidade nos seus receptores hipotalamicos ou alteragdes na sinalizagao
intracelular desta via, resultando em perda da sensibilidade a esse hormdnio
(McMILLEN, ADAM, BEVERLY, 2005; SOLIMAN, SANCTIS, ELALAILY, 2014).

Embora tenham exibido aos 21 dias uma TEGP superior a dos animais
pertencentes as ninhadas normais, as fémeas ndo demonstraram diferengas e os
machos NR apresentaram uma TEGP 15% menor em relagdo ao grupo controle de
jovens adultos, indicando uma maior velocidade no ganho de peso do grupo apenas
durante o periodo de lactagdo. Essa evidéncia sugere, mais uma vez, o importante
papel de uma maior disponibilidade e qualidade nutricional do leite ofertado por
maes com menor numero de filhotes (FIOROTTO et al, 1991).

A presenga de padrdes alimentares e hidricos praticamente similares entre as
ninhadas normais e reduzidas durante a juventude e inicio da fase adulta refor¢a a
suspeita de que a manutengdo do sobrepeso nas proles menores nao seja
decorrente de um maior consumo alimentar apés o desmame, mas sim de outros
fatores envolvidos no metabolismo desses animais. Contradizendo as hipdteses
hiperfagicas defendidas por alguns autores (RODRIGUES et al, 2007; RODRIGUES
et al, 2009; RODRIGUES et al, 2011; GOMES et al, 2012; LUTZ, WOODS, 2012),
Stefanidis e Spencer (2012) fundamentam essa tese no fato de os animais advindos
de ninhadas reduzidas apresentarem uma redugdo no gasto energético na
adolescéncia e na producdo térmica basal do TAM na fase adulta (STEFANIDIS,
SPENCER, 2012).

A reducdo da ninhada ocasionou também aumentos na glicemia dos animais
NR em resposta ao TTOG. Com excegédo das fémeas de 21 dias, todos os animais
submetidos ao protocolo de superalimentacdo pds-natal apresentaram aumento da
area sob a curva (AUC) quando comparados aos controles, perfil analogo ao visto
por You e colaboradores (1990), Gomes e colaboradores (2012) e Rinaldi e
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colaboradores (2012), o qual revela um quadro sugestivo de intolerancia a glicose.
Tendo em mente que o AUC indica a biodisponibilidade do composto, ou seja, avalia
a concentragao plasmatica daquela substancia ao longo do tempo, 0 aumento nesse
parametro visto nos grupos NR seria um indicativo de que a glicose estaria
permanecendo mais tempo no sangue desses animais e revelaria assim um possivel
quadro de resisténcia as ac¢des da insulina (RINALDI et al, 2012). Em concordéncia,
a literatura tem relacionado a obesidade advinda da reducdo da ninhada com a
hiperinsulinemia pés-natal, a qual perdura até a idade adulta, e a consequente
predisposicdo para o desenvolvimento de SM e diabetes mellitus do tipo 2
(McMILLEN, ADAM, BEVERLY, 2005; PLAGEMANN, 2005; RINALDI et al, 2012).

A insulina é produzida pelas células B-pancreaticas e estimula a captagao,
estocagem e utilizagdo de glicose pelos tecidos, em especial os tecidos adiposo e
muscular. Isso se da através de uma cascata de fosforilagdo intracelular que resulta
na exteriorizagdo do transportador de glicose do tipo 4 (GLUT-4 - glucose
transporter type 4) para a membrana plasmatica, e consequente transporte da
glicose para o interior da célula (CZECH, 1995; RINALDI et al, 2012). Estudos
demonstraram uma menor expressdo de GLUT-4 nas membranas celulares de
animais NR, causando alteragdes na via de sinalizagdo da insulina e resultando,
assim, em menor sensibilidade a esse hormbénio (RODRIGUES et al, 2007; GOMES
et al, 2012). Ademais, tal hormonio relaciona-se também com a saciedade, uma vez
que atua em centros neuronais relacionados a ingestdo calorica e tem sua secregéo
regulada, ao menos parcialmente, pelos nucleos hipotalamicos VMH e LHA,
havendo relatos, inclusive, de hiperinsulinemia em animais com lesdo no VMH
(POWLEY, LAUGHTON, 1981; PLAGEMANN et al, 1992; McMILLEN, ADAM,
BEVERLY, 2005).

Ainda sobre a participacdo do hipotalamo sobre o perfil glicémico, sabe-se
que a estimulacdo de VMH resulta em aumento da glicemia e, embora os
mecanismos responsaveis ainda nao estejam completamente esclarecidos, acredita-
se que tal capacidade se deva a expresséao do fator esteroidogénico-1 (steroidogenic
factor 1 — SF1) em determinados grupos de neurbnios presentes nesse nucleo
(MAJDIC et al, 2002; ZHAO et al, 2004). Sabe-se também que tal grupo de
neurénios pode apresentar diferentes mecanismos de ativagéo, cujos efeitos podem
ser opostos. Com isso, ativagdo de SF1 via canal de rodopsina 2 (channelrhodopsin
2 — ChR2) levaria a hiperglicemia, enquanto a via hM3Dq (forma modificada do
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receptor muscarinico M3) resultaria em aumento da sensibilidade a insulina e do
consumo de glicose pelo organismo, bem como a produgdo hepatica de glicose,
promovendo assim a manutengdo da glicemia a niveis basais e explicitando o
importante papel do VMH sobre o metabolismo glicémico (ALEXANDER, et al, 2009;
MEEK et al, 2016; COUTINHO et al, 2017).

Ainda em relacdo ao SNC, sabe-se que o sistema nervoso autbnomo exerce
papel importante no controle do metabolismo, sendo a obesidade associada a
diminuigdes na atividade simpatica e aumentos na parassimpatica, resultando,
assim, em descontrole energético (RINALDI et al, 2012). Dada a relevancia do nervo
vago para o funcionamento de o6rgdos como intestino, figado e tecido adiposo
visceral, a hiperatividade parassimpatica vagal encontrada em animais NR causaria
alteracbes nao apenas na secrecao de insulina, como também na homeostase
glicémica como um todo (LAUSIER et al, 2010).

Perifericamente, ndo observamos diferengas significativas nas massas
relativas da hipofise e da adrenal dos filhotes e tampouco dos adultos jovens
advindos do modelo de NR quando comparados a animais NN. Estudos sobre
alteragbes estruturais nesses O6rgdos derivadas apenas da superalimentagcéo
neonatal sao raros, concentrando-se mais em alteragbes decorrentes de fatores
externos. A alteracao na funcao do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal foi estudada por
Hou e colaboradores (2011), os quais demonstraram que a superalimentagao
neonatal foi capaz de aumentar os niveis de corticosterona nos animais NR,
acentuando, assim, as respostas a situagdes de estresse agudo. O aumento
responsividade da adrenal a desafios imunes também ja foi reportado em resposta a
reducdo da ninhada, assim como a reducédo da expressido do receptor para leptina
na adrenal de prole NR no periodo neonatal e vida adulta (SOMINSKY et al, 2017).

No que diz respeito ao dimorfismo sexual, vimos que fémeas de ambos os
grupos apresentaram valores de massa de adrenal e hipdfise superiores aos
encontrados em machos, efeito que aparenta ser advindo do efeito tréfico exercido
pelo estradiol sobre esses o6rgdos. Especulamos também que tais diferengas
possam ter sofrido influéncia da corregcédo por 100g de massa corporal, uma vez que
machos possuem um peso total maior que as fémeas, resultando assim em uma
massa corrigida erroneamente inferior a encontrada nos individuos do sexo
feminino.

Além dos efeitos relatados anteriormente sobre o acumulo de gordura
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visceral, que contribui para o desenvolvimento da obesidade, observamos alteracbes
na massa do TAM, o qual se relaciona com o controle da temperatura corporal e
gasto energético basal. Assim como relatado por Almeida e colaboradores (2013), a
massa do TAM interescapular mostrou-se elevada nos filhotes NR em nosso estudo.
Esse aumento, porém, ndo evitou que os animais desse grupo tivessem maior
ganho de peso que os do grupo controle, possivelmente devido a presenga de um
menor gasto energético e produgdo de calor, conforme evidenciado na literatura
(ALMEIDA et al, 2013).

Essa hipoatividade termogénica poderia ser advinda de uma diferenciagao de
TAM a TAB, favorecida neste modelo, o que promoveria um acumulo de goticulas
lipidicas mais perifericamente dentro do adipécito marrom, tornando-o
funcionalmente mais parecido com o adipécito branco, ou seja, reduzindo sua
participagdo na producdo de calor (RAVUSSIN, GALGANI, 2011). Tais mudangas
nao estariam restritas apenas ao aspecto morfoldgico dos adipocitos, mas também
ao funcionamento do tecido, por meio de uma expressado diminuida da UCP-1, a
qual esta presente na matriz mitocondrial e € capaz de desacoplar o mecanismo de
fosforilagdo oxidativa da cadeia respiratoria, fazendo com que parte da energia
originada no ciclo de Krebs seja dissipada na forma de calor (BIANCO, 2000;
PEIXOTO et al, 2018). A expressdao de UCP-1 sofre regulacdo de hormdnios
tireoidianos, especialmente a tri-iodotironina (T3) e a conversao local do pro-
horménio tiroxina a forma ativa T3 é feita pela enzima deiodinase do tipo 2 (D2), cuja
atividade é regulada por estimulagdo adrenérgica. Assim sendo, a termogénese sem
tremor é regulada principalmente por horménios tireoidianos e pelo sistema nervoso
simpatico (ENERBACK et al, 1997; JESUS et al, 2001; PEIXOTO et al, 2018).

De fato, estudos indicam que ocorra disfuncdo tireoidiana em animais
submetidos ao protocolo de reducido de ninhada, os quais apresentam aumento nos
niveis de hormdnio estimulante da tireoide (TSH) e hipotireoidismo na vida adulta
(RODRIGUES et al, 2009), fato que pode ser responsavel pela menor temperatura
corporal verificada nestes animais (ALMEIDA et al, 2013). Foi observada também
uma desregulagdo no sistema nervoso autbnomo de animais obesos, gerando
diminui¢cdo do ténus simpatico e aumento da atividade vagal (ALMEIDA et al, 2013),
fato amparado pela redugcdo da obesidade e da massa do TAM em animais que
submetidos a vagotomia (INOUE et al, 1991). Ademais, a hipercorticosteronemia,

comumente detectada em animais NR, tem sido relacionada a uma diminuigdo da
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atividade da D2 em tecidos periféricos, incluindo o TAM, fato que pode estar
contribuindo ainda mais para a diminuigdo da atividade termogénica do tecido (HOU
et al, 2011).

Finalmente, em relacdo a expressao hipotalamica de CB1, nossos dados
indicaram que a redugdo da ninhada gerou uma maior expressao no ARC de
machos jovens que receberam uma sobrecarga de glicose, efeito semelhante ao
visto no PVN de fémeas adultas submetidas ao mesmo procedimento. Os receptores
canabindides estdo amplamente distribuidos ao longo do SNC e apresentam papel
importante na regulagcdo da ingestao calorica realizada nos nucleos hipotalamicos
(WITTMANN et al, 2007), podendo exercer papel modulador sobre neuropeptideos
orexigenos e anorexigenos que controlam o consumo alimentar.

Estudos indicam uma coexpressdao de CB1 e receptor para orexina-1 no
hipotalamo, a qual se revelou aumentada em animais com obesidade induzida por
dieta (YANG et al, 2018). Além disso, resultados desse mesmo grupo indicam um
aumento na taxa de disparos de neurbnios estimulados por glicose apos a
administragdo conjunta de orexina A e antagonista para CB1, revelando uma fungéo
integrada desses dois sistemas na regulagao da ingesta alimentar.

Acredita-se que o papel orexigeno do SEC possa ser exercido também
através da inibicdo da liberacdo de substancias supressoras do apetite, uma vez que
a presenca de receptores CB1 também ja foi relatada em conjunto com
neuromoduladores anorexigenos, como CRH (CARDINAL et al, 2014), MSH (VERTY
et al, 2004) e CART (OSEI-HYIAMAN et al, 2005). Desta forma, animais com
deficiéncia na FAAH — enzima responsavel pela degradagdo de AEA — apresentam
liberacdo reduzida de CART em regides relacionadas ao controle do apetite (OSEI-
HYIAMAN et al, 2005), enquanto o bloqueio periférico de CB1 contribui para a
restauracdo da sensibilidade a leptina em animais obesos através da reativacéo da
sinalizacdo de melanocortina no hipotalamo (TAM et al, 2017).

Estudos em animais detectaram uma maior sensibilidade de fémeas aos
efeitos da administragdo de canabindides sobre a locomogao, aprendizagem
espacial, nocicep¢ao e indugdo de vicio, assim como sobre o comportamento
depressivo e a ansiedade (CHA et al, 2007; FATTORE et al, 2007; CRAFT et al,
2012; CRAFT, MARUSICH, WILEY, 2013). Xing e colaboradores (2014) observaram
maiores niveis basais de RNAm para CB1 e CB2 na amigdala, hipocampo, cortex
pré-frontal e hipotalamo de ratas adolescentes quando comparadas a machos com a
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mesma idade, dados consistentes com outros estudos que identificaram maior
expressdo de CB1 também no cerebelo e no tronco encefalico de fémeas (XING et
al, 2011). Esses resultados sinalizam para um potencial papel modulatério dos
esteroides sexuais sobre o SEC, o que ja havia sido hipotetizado outras vezes, como
na analise de Rodriguez de Fonseca e colaboradores (1994), os quais observaram
reducdo na densidade cerebral de CB1 de ratos submetidos a ovariectomia ou
castracdo, seguida por sua restauragédo apos tratamento com hormdnios sexuais.

Interessantemente, uma menor expressao de CB1 foi vista no ARC de fémeas
adultas que foram submetidas ao jejum, fato que sugere uma menor sensibilidade
aos efeitos orexigenos do sistema endocanabinodide. Uma possivel explicagdo para
isso seria o fato de o estradiol ter papel atenuador dos mediadores orexigenos e
potencializador dos anorexigenos, resultando assim em uma menor sensibilidade
aos efeitos hiperfagicos em mulheres adultas quando comparadas ao sexo oposto
(MELA et al, 2016). Tal resultado pode também estar relacionado ao proposto por
Diaz e colaboradores (2009), os quais afirmam que machos s&o mais sensiveis a
alteragdes nesse sistema, sofrendo, inclusive, maiores efeitos hipofagicos apos
administragdo de antagonistas de CB1 e indicando que, embora individuos do sexo
feminino geralmente sejam suscetiveis aos efeitos do SEC, tal regra pode nédo ser
aplicada na variavel alimentacéo.

No que diz respeito ao padrdo alimentar pré-teste, sendo o sistema
endocanabindide um complexo responsavel por modular positivamente o apetite e
induzir a procura por alimentos, era de se esperar que, em condigcdes normais, 0
jejum elevasse os niveis de ECB no hipotalamo, enquanto a ingestdo alimentar
gerasse o efeito oposto (KIRKHAM et al, 2002; FRANCISCHETTI, ABREU, 2006).
Nesse sentido, observamos uma maior expressao no receptor CB1 no ARC e PVN
de todos os grupos aos 21 dias, independente do sexo ou tratamento, que foram
submetidos ao jejum quando comparados aos animais que receberam sobrecarga
de glicose, resposta condizente com a correta regulagéo do SEC.

Por outro lado, nos grupos de 60 dias foi vista uma elevagcédo na expresséo de
CB1 apos os animais receberem a glicose. Acreditamos que esse aparente
desequilibrio pds-prandial do SEC poderia ser consequéncia da obesidade, a qual
resultaria em uma hiperativagcdo do SEC mesmo apos a ingestao de nutrientes, isso
nao justifica, porém, o aumento pods-gavagem encontrado nos animais NN. Outra

possibilidade seria a de que, sendo a glicose uma substancia com alta
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palatabilidade, esses animais adultos poderiam ter sofrido um efeito hedénico da
ingestdo de alimentos, o que teria ocasionado essa maior expressdo de CB1
(KIRKHAM, 2002; FRANCISCHETTI, ABREU, 2006; ENGELI et al, 2014). Essa
hipétese confirmaria os aumentos de 2-AG circulante apds a ingestdo de alimentos
saborosos, mas ndo apos alimentos sem sabor, relatados por Monteleone e
colaboradores (2012).

Sabe-se que o aumento da adiposidade abdominal e o desenvolvimento da
obesidade vém sendo relatados em conjunto com niveis elevados de ECB
circulantes (DI MARZO, PETROSINO, 2007; LAHESMAA et al, 2018), em especial
de AEA (ENGELI et al 2014), ndo apenas no SNC, mas no organismo como um
todo. Antagonistas canabinoides tém sido estudados ha anos e, embora tenham se
mostrado efetivos no controle dos efeitos metabdlicos da obesidade, os efeitos
adversos de sua atuagao central sao preocupantes (ARGUETA et al, 2019). Diante
disso, farmacos que restrinjam sua agéo a periferia tém se tornado foco de estudo e,
por conseguinte, relevado a importancia de se conhecer melhor o papel dos demais
componentes ndo centrais desse sistema na fisiopatologia da obesidade.

Com isso, a fim de melhor investigar os efeitos o sistema endocanabindide
periférico em animais submetidos a redugcdo da ninhada, realizamos a determinacgao
da expressao relativa de RNAm para CB1 no TAB de animais oriundos de NN e NRs
e observamos, tanto em fémeas quanto em machos, uma menor expressao de CB1
nos grupos de 21 dias submetidos a redugdo da ninhada, e uma maior expressao
nas fémeas NR de 60 dias.

Embora alguns estudos tenham descrito aumento nos niveis de CB1
(MURDOLO et al, 2007; YAN et al, 2007), a maior parte dos estudos confirma o
obtido em nossos experimentos, relatando ndo apenas uma diminuicdo nos niveis
proteicos ou de RNAm para CB1, como também nos niveis de FAAH no TAB de
individuos obesos (ENGELI et al, 2005; BLUHER et al, 2006; KEMPF et al, 2007), o
gque nos leva a crer que o aumento nos niveis circulantes de ECBs possa ser
consequéncia de uma diminuigdo da degradacao enzimatica dessas substancias. A
manutencao dessas altas concentragcdes de ECB por periodos crénicos, por sua vez,
induziria uma menor expressao de CB1 tanto no SNC quanto no TAB,
caracterizando assim um processo de downregulation do sistema endocanabindide
(LAHESMAA et al, 2018).
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Ainda em relacdo ao SEC no tecido adiposo, diversos autores tém se
dedicado ao estudo do tema e, em sua grande maioria, tem escolhido seres adultos
como objeto de pesquisa. Dados recentes da OMS (2017), por outro lado, estimam
que o numero de criangas obesas pode chegar a 70 milhdes em 2025, relevando a
suma importancia de se analisar o problema em fases mais precoces da vida. Nesse
sentido, Karvela e colaboradores (2010), em seu estudo envolvendo jovens pré-
puberes, identificou menor expressdo de CB1 em criangas obesas quando
comparadas a individuos magros com a mesma idade, resultados semelhantes aos
encontrados em nossos animais de 21 dias.

Durante a puberdade as demandas metabdlicas aumentam bastante, o que
faz necessario um aumento nos estoques energéticos para que o crescimento
ocorra de forma adequada. Por favorecer a ingestdo alimentar e a lipogénese, o
SEC se apresenta como um importante modulador durante essa fase do
desenvolvimento e aumentos nos niveis de ECB e suas enzimas sintetizadoras s&o
comumente vistos como parte das alteragbes fisiologicas tipicas dessa idade
(ROEMMICH, ROGOL, 1999). Em contrapartida, jovens obesos apresentam
menores concentracdes de CB1, possivelmente a fim de tentar inibir aumentos ainda
maiores na lipogénese que ja foi induzida pela presenca de obesidade central
(KARVELA et al, 2010). Essa diminuicdo na expressdao de CB1 ndo ocorre em
humanos adultos (MURDOLO et al, 2007; BORDICCHIA et al, 2010; ENGELI et al,
2014), o que nos faz enfatizar, mais uma vez, a necessidade de se incluir diferentes

janelas experimentais para o estudo dos determinantes da obesidade.
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8 CONCLUSAO

No presente estudo nossos dados confirmaram que o modelo de
superalimentagdo pos-natal originado pela manipulagdo do tamanho da ninhada
causa alteragdes metabodlicas em ratos Wistar jovens de ambos os sexos, resultando
em modificagbes na massa corporal, ingestdes alimentar e hidrica, massa de tecidos
relacionados a fungdo enddcrina e metabdlica e perfis glicémico e lipidico, aléem de
alterar a expressdo do receptor CB1 em nucleos hipotalamicos relacionados ao
controle da ingestdo caldrica e a expressao de RNAm para CB1 no tecido adiposo
branco em ambas as janelas experimentais estudadas.

Em conjunto, esses resultados demonstram a importéncia da nutricdo como
um fator de programac&o neonatal, determinando o desenvolvimento da obesidade
na prole. Ademais, eles podem contribuir para uma melhor compreensao acerca das
mudang¢as metabdlicas decorrentes do sobrepeso e de suas consequéncias, assim
como para o desenvolvimento de mecanismos de prevencdo e controle dessas

mudancas.
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