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RESUMO
A supernutricdo na lactagdo € um agente programador do metabolismo
energético. A reducéo do tamanho da ninhada nos primeiros dias de vida resulta
no desenvolvimento precoce da obesidade, a obesidade infantil, que persiste até
a idade adulta. Aléem disso, estudos apontam que estes animais também
apresentam maiores concentragdes de glicocorticoides circulantes. Sabe-se que
os roedores obesos s&o0 mais sensiveis aos efeitos anabodlicos dos
glicocorticoides e menos responsivos ao feedback dos glicocorticoides no eixo
hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HHA). Além disso, o metabolismo hepatico é
prejudicado pela obesidade, sendo o aumento da concentragédo plasmatica dos
glicocorticoides apontado como possivel mediador para o desenvolvimento da
obesidade, uma vez que a adrenalectomia bilateral (ADX) é capaz de reduzir a
obesidade em diferentes modelos experimentais. Desse modo, esse estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos do tratamento prolongado com corticosterona
nas respostas metabdlicas e no eixo HHA, bem como avaliar os efeitos dos
glicocorticoides nas alteragdes metabdlicas, lipogénese hepatica e via de
sinalizagao da insulina induzida pela supernutricdo na lactagao de ratos adultos.
Para isso, a partir do dia pos-natal (DPN) 3, os animais foram mantidos em
ninhadas normais (NL- 10 filhotes/mae) ou reduzidas (SL- 3 filhotes/mae) e os
experimentos iniciaram a partir do DPN 60 para ambos os estudos. No estudo 1,
do DPN 60 a 88, os ratos adultos NL e SL receberam o tratamento com
Corticosterona (15mg/L) (CORT) ou foram tratados apenas com agua (Agua),
compondo os quatro grupos experimentais (NL-Agua; NL-CORT; SL-Agua e SL-
CORT). No estudo 2, no DPN 60, ratos Wistar de ambas as ninhadas foram
submetidos a adrenalectomia bilateral (ADX) ou cirurgia ficticia (sham), e metade
dos animais ADX recebeu corticosterona (CORT- 25 mg/L) na agua de beber.



Os resultados do estudo 1 demonstraram que a obesidade infantil promoveu nos
ratos no DPN 88: intolerdncia a glicose, maior adiposidade e concentragcéo
plasmatica de triacilglicerdis (TAG), acidos graxos livres (AGL), colesterol total,
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e corticosterona, além de aumento da
expressdao de RNAmM do horménio liberador de corticotrofina (CRH) no nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVN) e proopiomelanocortina (POMC) na
hipdfise, e diminuicdo da expressdo de RNAm do receptor de mineralocorticoide
(MR) no PVN. O tratamento com CORT promoveu intolerancia a glicose,
aumento do peso corporal, ingestao alimentar, colesterol total e LDL plasmaticos
nos animais NL, apresentando menores efeitos no grupo SL. No estudo 2
observamos que 0s animais com obesidade infantil apresentaram maiores
concentracdes plasmaticas de corticosterona, AGL, colesterol total e colesterol
LDL, intolerancia a glicose, maior peso e area dos adipdcitos do tecido adiposo
branco, sem alteragdes na concentragao plasmatica de TAG e colesterol HDL.
Esses animais também apresentaram maior conteudo de TAG hepatico e
expressao da enzima acido graxo sintase (FASN), porém houve diminuigao da
expressao de PI3Kp110 no figado, em comparagado aos animais NL. No grupo
SL, a ADX diminuiu a concentracdo plasmatica de corticosterona, AGL, TAG e
colesterol HDL, atenuou a intolerancia a glicose, o peso e area dos adipocitos do
tecido adiposo branco, além de reduzir o TAG hepatico e a expressao hepatica
de FASN e IRS2, em comparacao aos animais sham. O tratamento com CORT
nos animais do grupo SL aumentou a concentragdo plasmatica de TAG e
colesterol HDL, bem como o TAG hepatico e a expressao hepatica de FASN,
IRS1 e IRS2, em comparagdo com animais ADX. Em resumo, a supernutricdo
lactacional promoveu hiperatividade do eixo HHA e reduziu a responsividade aos
efeitos dos glicocorticoides no balango energético e no feedback negativo do
eixo HHA em ratos adultos, e a ADX atenuou as alteragdes plasmaticas e
hepaticas induzidas pela obesidade infantil, sendo o tratamento com
corticosterona capaz de reverter a maioria dos efeitos induzidos pelo ADX. Logo,
os glicocorticoides desempenham importante papel na obesidade induzida pela
supernutricao lactacional de ratos adultos, uma vez que tanto a atividade do eixo
HHA e sua resposta aos glicocorticoides exégenos esta modificada, bem como
os glicocorticoides tém efeitos permissivos nas alteracbes metabdlicas
observadas nesse modelo de obesidade.
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ABSTRACT
Lactation overnutrition is a programming agent of energy metabolism. The
reduction in litter size in the first days of life results in the early development of
obesity, the childhood obesity, which persists into adulthood. In addition, studies
indicate that these animals have higher concentrations of circulating
glucocorticoids. It is known that obese rodents are more sensitive to the anabolic
effects of glucocorticoids and less responsive to glucocorticoid feedback on the
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, and that liver metabolism is impaired
by obesity, and increased concentration plasma glucocorticoids are pointed as a
possible mediator for the development of obesity, since bilateral adrenalectomy
(ADX) can reduce obesity in different experimental models. Thus, this study
aimed to evaluate the effects of prolonged treatment with corticosterone on
metabolic responses and the HPA axis, as well as to evaluate the effects of
glucocorticoids on metabolic changes, liver lipogenesis and the insulin signaling
pathway induced by lactation overnutrition of adult male rats. For this, from the
postnatal day 3 (PND), animals were reared in small litter (SL - 3 pups/dam) or
normal litter (NL - 10 pups/dam) and the experiments were performed from the
DPN 60 for both studies. In study 1, from postnatal day (DPN) 60 to 88, NL and
SL adult male rats received treatment with Corticosterone (15mg/L) (CORT) or
were treated only with water (Water), composing the four experimental groups
(NL-Water; NL-CORT; SL-Water and SL-CORT. In study 2, on the DPN 60, male
Wistar rats of both litters underwent bilateral adrenalectomy (ADX) or sham
surgery (sham), and half of the ADX animals received corticosterone (CORT- 25
mg/L) in the drinking fluid. The results of study 1 showed that childhood obesity
promoted in male rats on DPN 88: glucose intolerance, increased adiposity and
plasma levels of triglycerides (TG), free fatty acids, total cholesterol and low-
density lipoprotein (LDL) and corticosterone, in addition to increased expression
of corticotropin-releasing hormone (CRH) mRNA in the paraventricular nucleus
of the hypothalamus (PVN) and proopiomelanocortin (POMC) in the pituitary



gland, and decreased expression of mineralocorticoid receptor mRNA in the
PVN. CORT treatment to NL animals promoted glucose intolerance, increased
body weight, food intake, total cholesterol and plasma LDL, with minor effects in
the SL group. For study 2, animals with childhood obesity presented enhanced
plasma concentrations of corticosterone, free fats acids, total cholesterol and
LDL-cholesterol, glucose intolerance, increased weight and area of white adipose
tissues, without changes in plasma TG and HDL -cholesterol. These animals also
showed increased content of liver TG and expression of the enzyme fatty acid
synthase (FASN), in addition to a decrease in the expression of PI3Kp110 in the
liver, compared to the NL animals. In the SL group, ADX decreased plasma
concentrations of corticosterone, FFA, TG and HDL-cholesterol, attenuated
glucose intolerance, weight and adipocyte area of white adipose tissues, liver TG
and liver expression of FASN and IRS2, compared to sham animals. In the SL
animals, CORT treatment to ADX animals increased plasma concentrations of
TG and HDL-cholesterol, liver TG and expression of FASN, IRS1 and IRS2, in
comparison with ADX animals. In summary, lactation overnutrition promoted
hyperactivity of the HPA axis and showed responsiveness to the effects of
glucocorticoids on energy balance and negative feedback of the HPA axis in adult
male rats, and ADX attenuated the plasma and liver alterations induced by
childhood obesity, and the treatment with corticosterone was able to reverse most
of the effects induced by ADX. Thus, glucocorticoids play an important role in
obesity induced by lactational overnutrition in adult male rats, since both the
activity of the HPA axis and its response to exogenous glucocorticoids is
modified, as well as glucocorticoids have permissive effects on the metabolic

changes observed in this model of obesity.

Key-Words: litter size reduction, obesity, MR, negative feedback,
adrenalectomy, glucocorticoids, triglycerides.
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1. REFERENCIAL TEORICO

A obesidade possui caracteristicas multifatoriais, demonstrando
apresentar interagao entre os fatores ambientais e genéticos (Friedman, 2003;
Keith et al. 2006). Alguns estudos correlacionam o ambiento no qual o individuo
esta inserido, bem como a carga genética, como agentes relevantes para a
tendéncia a obesidade (Frayling et al. 2007). Dessa forma, notamos que o estilo
de vida, o ambiente externo, a alimentagdo e o exercicio fisico podem tanto
influenciar na saude bem como no risco de doengas na vida adulta (Barker e
Osmond 1986; Gluckman e Hanson, 2004; Moura & Passos, 2005; Habbout et
al., 2013). Segundo o conceito “Origens Desenvolvimentistas da Saude e da
Doencga” do inglés DOHaD, o periodo fetal e/ou pds-natal sdo periodos criticos
do desenvolvimento, visto que podem ser modificados por diversos fatores, uma
vez que o sistema ainda permanece plastico e sensivel as alteracbes do
ambiente, podendo promover repercussdes importantes na vida adulta do
individuo (Barker, 1998; Plagemann, 2006; Jazwiec e Sloboda, 2019).

Analisando os fatores que podem levar a alteracdes importantes na vida
adulta, nos deparamos com a nutrigdo como elemento chave para o
desenvolvimento do processo saude e/ou doenga. Tanto a sub como a
superalimentacdo, seja materna ou pds-natal, sdo situagcbes que alteram a
homeostase energética a longo prazo devido a imaturidade das conexdes
hipotaldmicas no periodo neonatal (Plagemann, 2006; McMillen e Robinson.,
2005). Em roedores, a nutricdo pds-natal pode ser modificada pelo método de
manipulacdo do tamanho da ninhada (Plagemann, 2006). Neste sentido, o
método de reducdo da ninhada tem sido amplamente utilizado como ferramenta
para se observar os efeitos da superalimentacdo precoce a longo prazo
(Spencer, 2013). De acordo com dados bem estabelecidos da literatura, os
animais provenientes de ninhadas menores que o habitual, com 3 ou 4
filnotes/mae, em comparacdo ao controle, com aproximadamente 10 a 12
filhotes/méae sdo induzidos a superalimentacao pelo aumento da ingestao de leite
(Babicky et al., 1973), proporcionando o desenvolvimento precoce da obesidade,
a obesidade infantil (Bassett & Craig, 1988), que persiste até a idade adulta.

Estudos com animais provenientes de ninhadas reduzidas demonstraram que,
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no periodo pds-desmame, com a introdugao de dietas iguais a ambas ninhadas,
o fendtipo de sobrepeso ainda permaneceu nos animais de ninhada reduzida
quando adultos (McCance, 1962; Plagemann, 2006; Spencer and Tilbrook,
2009), reforcando a hipétese de que a ingestao alimentar durante o periodo
neonatal € um fator relevante para o desenvolvimento da obesidade na idade
adulta (Fiorotto et al., 1991). Porém, dados a respeito da hiperfagia ou ndo nesse
modelo animal sdo contraditérios. Alguns autores relatam que a presencga da
hiperfagia nesses animais seja devido ao maior tamanho dos animais (Rodrigues
et al., 2007; Lopez et al., 2007; Rodrigues et al., 2009) ou por um curto periodo
de tempo (Lopez et al.,, 2007), enquanto outros ndo observaram de forma
consistente a hiperfagia ou ainda ndo apresentaram diferengcas em relagéo aos
controles (Spencer and Tilbrook, 2009; Xiao e al., 2007). Dessa forma é
sugestivo que a manutencgao do sobrepeso nos animais com obesidade infantil
possa ser devido a alteragdes no metabolismo, como por exemplo no gasto

energético (Stefanidis & Spencer, 2012).

Além de possiveis alteragcdes observadas no gasto energético, animais
com obesidade induzida pela redugdo da ninhada desenvolvem na vida adulta
desordens metabdlicas, incluindo a obesidade, disfungbes hepaticas como a
esteatose hepatica, resisténcia a insulina e intolerancia a glicose (Ramon-Krauel
et al., 2018; Pentinat et al., 2010). Sabe- se que a obesidade é um importante
problema de saude publica, pois com o seu desenvolvimento, outras
comorbidades tendem a aparecer e vir a prejudicar ainda mais a saude do
individuo. De acordo com a literatura, aproximadamente 90% da populagédo com
obesidade, 60% dos pacientes com diabetes tipo 2 e 50% dos que possuem
dislipidemia estdo propensos a possuir a doenga hepatica gordurosa néao
alcodlica (DHGNA) (Godoy- Matos et al., 2020; Younossi et al., 2021; Ristic-
Medic et al., 2021). A DHGNA ¢é caracterizada pelo acumulo de gordura no
parénquima do figado, maior que 5%, em pessoas que nao fazem uso de alcool
ou possuem causas secundarias de esteatose hepatica (Benedict & Zhang,
2017). Essa doencga é marcada pela injuria hepatocelular e inflamacgéao, tendendo
a fibrose hepatica (Cotter et al., 2020; Hadizadeh et al.,2017). O figado utiliza
acidos graxos livres (AGL) e glicose como substratos primarios, porém o excesso

dessas substéncias gera o acumulo de produtos lipidicos téxicos, os quais
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promovem o aumento do estresse oxidativo e inflamacdo nos hepatdcitos,
levando a injuria hepatica (Mota et al., 2016; Rosqvist et al., 2019). A
fisiopatologia da DHGNA compreende multiplos fatores genéticos e ambientais.
Dessa forma podemos apontar as modificagdes epigenéticas, polimorfismos
especificos, fatores relacionados a dieta e estilo de vida, disturbios hormonais,
resisténcia a insulina, estresse oxidativo e a obesidade como fatores relevantes
para a incidéncia da DHGNA (Polyzos et al., 2019). Associamos a obesidade
com a DHGNA uma vez que, a capacidade de expansao dos adipdcitos €
limitada, sendo assim o excesso de lipideos € armazenado em depdsitos
ectdpicos, como o musculo e o figado, sendo nos hepatdcitos principalmente na
forma de triacilglicerois (TAG) (Godoy-Matos et al., 2020).

As fontes de AGL que formam o TAG hepatico ndo sdo apenas da dieta
(cerca de 15%), mas do aumento da lipolise de TAG no tecido adiposo
(aproximadamente 60%) e da lipogénese de novo (DNL) no figado (25%), a qual
ocorre quando ha um excesso de glicose e frutose, advinda de uma dieta repleta
de agucares (Donnely et at., 2005). A DNL é uma via metabdlica que sintetiza
acidos graxos saturados e monoinsaturados a partir do excesso de moléculas de
acetil-CoA, proveniente da glicose durante a glicdlise, sendo responsavel por
apenas 5% dos acidos graxos presentes no figado e na lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL) de humanos magros e saudaveis (Diraison et al.,2003;
Faix et al.,1993). Porém, ao observarmos o que acontece na DHGNA, notamos
que 25% dos TAG no VLDL s&o provenientes da DNL (Kohjima et al., 2007;
Softic t al., 2018). Mais estudos tém sido realizados em relagao as enzimas que
catalisam a DNL, como por exemplo a acetil-CoA carboxilase (ACC),
responsavel pela sintese de malonil-CoA a partir de Acetil-CoA. Segundo alguns
autores, a inibicdo da ACC proporciona importante reducido da esteatose
hepatica em roedores e humanos, juntamente com o aumento dos TAG
plasmaticos (Goedeke et al., 2018; Alkhouri et al., 2020). Além da ACC, outra
enzima chave para a DNL é a enzima acido graxo sintase (FASN), responsavel
por sintetizar palmitato a partir de acetil-CoA e malonil-CoA (Wu et al., 2011;
Singh et al., 2023). Assim, a DNL consiste em: converter a glicose em acetil-CoA
por meio da glicélise, e o acetil-CoA é entdo convertido em malonil-CoA pela

ACC. A FASN catalisa a formacao de acido palmitico a partir de malonil-CoA e
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acetil-CoA. O acido palmitico, por sua vez, € alongado e dessaturado para gerar
acidos graxos monoinsaturados, os principais constituintes dos TAG. Os acil-
CoAs séo esterificados por glicerol-3-fosfato (G-3-P) aciltransferase (GPAT) para
formar o acido lisofosfatidico (LPA) e por 1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferase
(AGPAT) para formar acido fosfatidico (PA). O PA é desfosforilado pela lipina 1
para formar diacilglicerol (DAG), que ¢é esterificado a outra molécula de acil-CoA
para formar TAG pela acil-CoA diacilglicerol aciltransferase (DGAT), a qual &
especialmente importante para a producéo de VLDL (Wurie et al., 2012; Heeren
& Scheja, 2021) (Fig. 1).

| Sintese de TAG |

’ Excesso de glicose ‘ Acil- CoAs

s (GPAT)
Glicdlise _ ‘
— Acido lisofosfatidico (LPA

Acetil- CoA ‘ ’ (AGPAT(j )

(ACC)

DNL

Acido fosfatidico (PA) |

Malonil-Coa | Palmitoil-CoA | [ (Gipina 1)
(FASN) (ELOVLG) [1,2- Diacilgiicerol‘ 4+  Acetil-CoA
Acido palmitico | Steroil - CoA |

(SCD- 1)

Oleoil-Coa TAG

J (DGAT 2)

Fig.1. Esquema da sintese de triglicérides. TAG: triglicérides; DNL.: lipogénese de
novo,; ACC: acetil-CoA- Carboxilase; FASN: acido graxo sintase; GPAT: glicerol-3-
fosfato aciltransferase; AGPAT: 1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferase; DGAT2: acil-

CoA diacilglicerol aciltransferase 2.

Observou-se que durante estados catabdlicos, os AGL liberados pela
lipdlise sdo provenientes dos adipocitos do tecido adiposo branco, sendo esses
AGL a principal fonte para a sintese de VLDL no figado (Donnelly et al., 2005).
Uma vez que haja uma grande liberagao de AGL do tecido adiposo branco, pode
ocorrer a esteatose hepatica, ja que a capacidade da via secretora de VLDL é
saturavel (Lytle et al., 2019; Jiang et al., 2016). Assim, o quadro de obesidade
promove nos adipdcitos hipertréficos uma elevada lipdlise e o inadequado
armazenamento dos AGL, estabelecendo, portanto, a conexao obesidade e
DHGNA (Verboven et al., 2018; Yang et al., 2012).
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Assim, o fator de risco mais significante para a DHGNA ¢ a obesidade
(Polyzos et al., 2019). Estudos observaram que tanto a supernutricdo materna
(Zhang et al., 2005; Bruce et al., 2009) como durante a infancia (Koletzko &
Shamir, 2011; Sayer et al., 2004) podem aumentar o risco do desenvolvimento
da obesidade e suas comorbidades, bem como a DHGNA na vida adulta. Com
isso, podemos apontar a DHGNA como uma complicagao de dificil manejo, ja
que nao ha tratamento efetivo para essa doenca, a ndo ser a proeminente perda

de peso (Kawano e Cohen, 2013).

Interessantemente, no modelo de obesidade infantil por programagao
neonatal, além de alteracbes metabdlicas, os animais adultos de ninhadas
reduzidas também apresentam alteragbes relacionadas ao eixo hipotalamo
hipéfise adrenal (HHA), como maiores concentragdes de glicocorticoides
circulantes, bem como aceleracdo da maturacao funcional do eixo HHA, o qual
permanece hiperativo durante a idade adulta, quando comparados aos animais
controles, porém menos sensivel ao feedback negativo dos glicocorticoides
(Boullu-Ciocca et al., 2005; Hou et al., 2011). Boullu Ciocca et al. (2008)
observou que ratos adultos com obesidade infantil apresentavam aumento de
corticosterona tanto em condi¢des basais bem como apds a inducao de estresse
(Velkoska et al., 2005). Corroborando esse achado, outros estudos também
demonstraram que a taxa de producdo total diaria de cortisol encontra-se
aumentada na obesidade e sindrome metabdlica ( Stewart et al., 1999; Vicennati
et al.,2000). Essa afirmativa vai ao encontro com dados que mostram que o eixo
HHA na obesidade se torna hiper-responsivo frente a estimulos (Asensio et al.,
2004; Stewart et al., 1999).

O desenvolvimento da obesidade e sindrome metabdlica na vida adulta,
de acordo com estudos experimentais utilizando modelos animais, esta
associado com o ambiente nutricional precocemente experimentado por eles
(Glavas et al., 2010; Ojha et al., 2013; Patel and Srinivasan, 2011), sendo os
glicocorticoides possiveis mediadores da programagao permanente, tanto da
obesidade quanto da resisténcia a insulina e outras desordens metabdlicas
(Lindsay et al., 1996;Lesage et al., 2004; Khulan and Drake, 2012). Dessa forma,
o papel da insulina na manutencao da homeostase da glicose e do crescimento

e diferenciagao celular é essencial e alvo de muitos estudos. A insulina é
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secretada pelas células 3 das ilhotas pancreaticas em resposta ao aumento das
concentragbes plasmaticas de glicose e aminoacidos apds as refeicbes. A
regulacdo da homeostase da glicose pela insulina é realizada em varios niveis,
reduzindo a produgao hepatica de glicose via diminuigdo da gliconeogénese e
glicogendlise e por aumentar a captacédo de glicose nos musculos e tecido
adiposo. Além disso, estimula a lipogénese no figado e nos adipdcitos, bem
como reduz a lipolise e aumenta a sintese e inibe a degradagédo proteica
(Titchenell et al., 2017). Para isso, a insulina se liga ao seu receptor, o receptor
de insulina (IR) na membrana, que € uma tirosina quinase que se autofosforila
na superficie interna da célula apds a ligagdo da insulina e, assim, ativa sua
atividade tirosina quinase, resultando na fosforilacdo de proteinas substratos do
receptor de insulina (IRS) em residuos de tirosina, que podem ativar a
fosfaditilinositol-3-quinase (PI3K). PI3K é um dimero composto por uma
subunidade catalitica (p110) e outra regulatoria (p85), e as proteinas-alvo de
PI3K séo a Akt e a proteina quinase C (Lietzke et al.,200; Czech e Corvera,
1999). Estudos sugerem que os glicocorticoides induzem ao aumento da
resisténcia a insulina, sendo esse um fator importante para o prejuizo na
tolerancia a glicose e para a sindrome metabdlica (Van Cauter et al. 1991).

Alguns autores apontam os glicocorticoides como componentes
primordiais para a fisiopatologia da obesidade abdominal e suas comorbidades,
visto que o excesso de glicocorticoide, aliado ao hiperinsulinismo, propicia o
aumento da lipogénese, diminui¢ao da lipdlise e estimulagdo da gliconeogénese
hepatica (Metges, 2009; Boullu-Cioca et al., 2005). Os glicocorticoides tém
muitas fungbes nos tecidos periféricos, possuindo papéis-chave na
gliconeogénese hepatica e lipogénese através ativagdo dos receptores de
glicocorticoides (Bamberger, et al. 1996; Friedman, et al. 1993). O cortisol
promove o aumento da gliconeogénese hepatica, inibe a captagdo de glicose
nos musculos e aumenta a circulagdo de AGL devido ao aumento da lipdlise
(Geer et al., 2014).

Os glicocorticoides sao secretados pelas glandulas adrenais, 6rgao final
da cascata do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA), sendo regulados pelo
horménio liberador de corticotrofina (CRH), produzido pelo nucleo
paraventricular hipotalamico (PVN) e pelo horménio adrenocorticotréfico
(ACTH), sintetizado e secretado pela hipdéfise anterior (Herman et al. 1996). O
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CRH produzido pelo PVN estimula a transcricio do gene da
proopiomelanocortina (POMC) na hipéfise anterior, e sua posterior tradugao e
clivagem para a produgédo de ACTH, o qual atuara no cortex da glandula adrenal
para promover a sintese e liberagao dos horménios esteroides adrenais (Herman
et al. 1996; Dallman et al., 1992; Dinneen et al., 1993; Keller-Wood & Dallman,
1984). A cascata de produgéao dos glicocorticoides é finamente regulada por meio
do feedback negativo, sendo este mecanismo o responsavel pela capacidade
dos glicocorticoides em reduzir a sintese e liberagdo de CRH e ACTH (Diorio et
al., 1993; Matthews, 2002; Kapoor et al., 2006).

Reforcando o conceito de que os glicocorticoides medeiam o
desenvolvimento da obesidade, estudos observaram que camundongos e ratos
obesos apresentavam maior sensibilidade aos efeitos anabdlicos dos
glicocorticoides, demonstrando promover o aumento da ingestao alimentar,
ganho de peso corporal, depdsito de tecido adiposo branco e redugédo da
atividade do tecido adiposo marrom (Tokuyama & Himms-Hagen, 1987, 1989;
Freedman et al., 1986). O impacto da ag¢ao dos glicocorticoides depende de
diversos fatores, dentre eles da expressao de genes que codificam os receptores
de glicocorticoides (GR) e de mineralocorticoides (MR). O RNAm para o GR esta
presente principalmente no hipocampo, hipotalamo e hipdfise a partir do dia
gestacional 13, ocorrendo aumento préximo a data de nascimento. Ja o MR
ainda nao se encontra presente no hipocampo até o dia gestacional 16-17 (Diaz
et al.,1998; Kretz, et al.2001). O hipocampo é um dos locais extra-hipotaldamicos
que controlam a atividade do eixo HHA (Jacobson e Sapolsky, 1991; Feldman e
Weidenfeld, 1998). Os GR, membros da superfamilia de receptores nucleares,
estdo amplamente distribuidos no cérebro e nos tecidos periféricos e medeiam
os efeitos fisioldgicos dos glicocorticoides (Oakley & Cidlowski, 2011). Sabe-se
que os MR séao altamente ocupados pelos glicocorticoides mesmo em baixas
concentracdes, e o aumento das concentragdes de glicocorticoides recruta os
GR (Beaumont et al., 1983; Westlund et al., 1985; Sherman et al., 1985). Assim,
€ logico pensar que a corticosterona controle a ocupacao do MR e o nivel de
ACTH durante o ritmo diurno em roedores, e que a ocupacgao dos GR ocorra no
pico do ritmo circadiano nesses animais, uma vez que estes possuem ritmo
circadiano do eixo HHA invertido em relagdo ao de humanos (Dallman et al.,
1987, 1989; Reul et al., 1987; Ratka et al., 1989). O acesso aos receptores de
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glicocorticoides, GR e MR, é determinado pela presenga de isoformas da 11-3
hidroxiesteroide desidrogenase (11-BHSD) especificas do tecido que catalisam
a inter conversao de cortisol/corticosterona (ativo) e cortisona (inerte). Existem
pelo menos duas isoformas: 113-HSD1, que € uma enzima bidirecional que atua
predominantemente como redutase (ativando a cortisona em cortisol); e 11B3-
HSD2, uma desidrogenase de alta afinidade, cujo principal efeito é inativar os
glicocorticoides (Stewart e Krozowski, 1999). A maior expressdo de RNAm para
GR e da 11B-HSD1 no tecido adiposo branco demonstra maior habilidade da
ligacado dos glicocorticoides aos seus receptores e dessa forma esta associado
com o desenvolvimento da obesidade em humanos (Lee et al., 2011). Em
roedores, a expressao aumentada de 11B-HSD1 no tecido adiposo branco
resultou em obesidade visceral em ratos alimentados com dietas hiper lipidicas
(Kershaw et al., 2005), enquanto que a maior expressao da 11B3-HSD2 os
protegeu da inducédo de obesidade por dietas ricas em lipideos (Masuzaki et
al.,2001). Além disso, a agao dos glicocorticoides no figado também pode ser
regulada pela 113-HSD1, de modo que a inibicdo hepatica da atividade da 11[3-
HDS1 é capaz de melhorar a sensibilidade a insulina por reduzir a produgao
hepatica de glicose. Além disso, a atividade da 113-HSD1 no figado de animais
com supernutricdo neonatal é controversa, sendo que ela pode estar diminuida
(Stewart et al., 1999; Rask et al., 2001), inalterada (Morton et al., 2004) ou
aumentada (Drake et al., 2005; Hou et al., 2011).

Uma vez que os glicocorticoides sdo possiveis mediadores da obesidade
e sindrome metabdlica, e atuam no processo de lipogénese favorecendo a via
da DNL, por atuar em enzimas chaves (Wang et al., 2004; Lee et al.,2011), pode-
se sugerir que seu excesso é capaz de favorecer a DHGNA, visto que ela é uma
manifestagéo hepatica da sindrome metabdlica e um fator de risco para diabetes
mellitus tipo 2, dislipidemia e hipertensdo (Adams et al., 2009). Os
glicocorticoides, como a corticosterona e o cortisol, sdo hormdnios esteroides
cuja elevagao cronica é frequentemente associada com a sindrome metabdlica,
obesidade visceral, e diabetes tipo 2 (Nieman et al., 1985; Rizza et al., 1982). Os
glicocorticoides podem regular a diferenciagéo, funcéo e distribuicdo do tecido
adiposo, promovendo quando em excesso, a obesidade visceral associada a
inflamagéao e diversas desordens metabdlicas, como observado na sindrome de

Cushing (Symonds et al., 2009) ou em ratos tratados com glicocorticoide
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exogeno (Rodrigues et al., 2009). Segundo estudos de Solomon e Mayer (1973),
a adrenalectomia bilateral (ADX) promove a normalizagdo do ganho de peso
corporal e da ingestdo alimentar em animais obesos. Esse achado foi
corroborado por outros autores que também observaram que a ADX em animais
obesos geneticamente modificados, ou obesos devido a lesées hipotalamicas,
preveniu a hiperfagia, diminuiu o ganho de peso corporal, a insulina plasmatica
e o tecido adiposo branco (Yukimura et al., 1978; King et al., 1983; Freedman et
al., 1986), sendo que a reposi¢cédo crbnica de glicocorticoides aos ratos ADX
reverte alguns dos efeitos do ADX, como por exemplo a menor concentragcéo
plasmatica de insulina, glicose e diminuicdo dos adipécitos (Yukimura et al.,
1978; Freedman et al., 1986; Shimomura et al., 1987); a redugéo do ganho de
peso corporal (Naeser, 1973; Stern et al., 1983) e ingestdo alimentar
(Castonguay et al., 1986). Estudos observaram ainda que a administragdo de
cortisona em diferentes espécies levou ao aumento do perfil lipidico (Adlersberg
et al., 1950; Hill et al., 1965; Wang et al.,1955), sendo que a ADX também foi

capaz de reverter esse quadro (Dury, 1959; Powers & DiLuzio., 1958).

Assim, esta estabelecido que o método de programacao neonatal por
supernutricao lactacional € um modelo eficaz de desenvolvimento de obesidade,
0 qual apresenta como caracteristica importante o aumento da concentragao de
glicocorticoides plasmaticos, alteragdes no eixo HHA e prejuizos nas suas
fungcdes metabdlicas e hepaticas. Além disso, sabe-se que os glicocorticoides
sao apontados como possiveis mediadores para o desenvolvimento da
obesidade e suas comorbidades em diferentes modelos experimentais, de modo
que a ADX reverte varios dos efeitos metabdlicos em diferentes modelos de
obesidade. Portanto, este estudo levantou a hipotese que a obesidade infantil
poderia potencializar as respostas metabdlicas dos glicocorticoides, bem como
alterar seus efeitos no feedback negativo do eixo HHA na vida adulta, e que a
ADX na vida adulta poderia reverter os efeitos metabdlicos observados em

animais com obesidade precoce.

Para a investigacao desta hipétese, o presente trabalho avaliou os efeitos
do tratamento prolongado com corticosterona na homeostase energética e no

eixo HHA de machos adultos com obesidade infantil, bem como os efeitos da
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ADX sobre parametros biométricos, perfil lipidico plasmatico, metabolismo
lipidico e via de sinalizagdo da insulina no figado em animais machos adultos

com obesidade precoce.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais:
Avaliar os efeitos do tratamento prolongado com corticosterona e da
adrenalectomia na vida adulta nas respostas induzidas pela obesidade infantil
na homeostase energética, eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal, metabolismo

lipidico e vias de sinalizagcdo da insulina hepaticos.

2.2 Objetivos especificos:
Avaliar os efeitos do tratamento prolongado com corticosterona em ratos
de ninhada normal (NL) e reduzida (SL), nos seguintes parametros:
. Paramteros biométricos: ingestao alimentar, ingestdo de fluido, ganho de peso
corporal, peso de tecido adiposo branco visceral, indice de Lee;
. Parametros metabdlicos plasmaticos (AGL, TAG, colesterol total, colesterol HDL
e LDL);

3. Tolerancia a glicose;

4. Eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal: expressdao do RNAm de CRH no PVN, POMC

na hipdéfise, GR e MR no PVN, hipoéfise e hipocampo., analise histomorfométrica

das adrenais e corticosterona plasmatica.

Avaliar os efeitos da adrenalectomia em ratos de ninhada normal (NL) e
reduzida (SL), nos seguintes parametros:
. Parametros biométricos: ingestao alimentar, ingestdo de fluido, ganho de peso
corporal, peso de tecido adiposo branco visceral, indice de Lee;
. Parametros metabdlicos plasmaticos (corticosterona, AGL, TAG, colesterol total,
colesterol HDL e LDL);

3. Analise histomorfométrica de tecido adiposo branco;

. Tolerancia a glicose;

5. Via lipogénica e de sinalizagao da insulina no figado.
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Esta tese foi dividida em 2 estudos que serdo descritos na forma de artigo

cientifico.

Estudo 1: A supernutricdo lactacional reduz a responsividade ao tratamento
prolongado com corticosterona ha homeostase energética e no eixo hipotalamo-

hipdfise-adrenal em ratos adultos.

Estudo 2: Os glicocorticoides contribuem para as alteracbes metabdlicas e

hepaticas induzidas pela supernutricdo lactacional em ratos adultos.

3. ESTUDOS

3.1 Estudo 1. A supernutricao lactacional reduz a responsividade ao
tratamento prolongado com corticosterona na homeostase energética e no

eixo hipotalamo- hipéfise-adrenal em ratos adultos.

Os resultados deste estudo estdo publicados no artigo “Lactation overnutrition-
induced obesity impairs effects of exogenous corticosterone on energy
homeostasis and hypothalamic-pituitary-adrenal axis in male rats”. Life
Sciences. 2022 Sep 1;304:120721. doi: 10.1016/j.1fs.2022.120721, disponivel no

anexo B.

RESUMO

A reducao do tamanho da ninhada nos primeiros dias de vida resulta no aumento
do peso corporal e adiposidade, além dos animais apresentarem maiores
concentracdes de glicocorticoides circulantes na vida adula. Sabe-se que os
roedores obesos sdo mais sensiveis aos efeitos anabdlicos dos glicocorticoides
€ menos responsivos ao feedback dos glicocorticoides no eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HHA). Assim, esse estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
do tratamento prolongado com corticosterona nas respostas metabdlicas e no
eixo HHA de ratos adultos com obesidade infantil. Para isso, do dia pds-natal
(DPN) 60 a 88, ratos adultos de ninhadas normais (NL- 10 filhotes/mée) e

reduzidas (SL- 3 filhotes/mae) receberam o tratamento com Corticosterona
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(15mg/L) (CORT) ou foram tratados apenas com &gua (Agua), compondo os
quatro grupos experimentais (NL-Agua; NL-CORT; SL-Agua e SL-CORT), para
avaliacdo da homeostase energética e do eixo HHA. A supernutricdo lactacional
promoveu nos ratos no DPN 88: intolerancia a glicose e maior adiposidade,
triacilglicerois, acidos graxos livres, colesterol total e lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e corticosterona plasmaticos, além de aumento da expressao
de RNAm do hormoénio liberador de corticotrofina (CRH) no nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVN) e proopiomelanocortina (POMC) na
hipdfise, e diminuicao da expressao de RNAm do receptor de mineralocorticoide
no PVN. O tratamento com CORT promoveu intolerancia a glicose, aumento do
peso corporal, ingestao alimentar, colesterol total e LDL plasmaticos nos animais
NL, apresentando poucos efeitos no grupo SL. O tratamento com CORT reduziu
a concentragao plasmatica de corticosterona e a espessura do cértex adrenal no
grupo NL, associado ao aumento da expressdo de RNAm de CRH no PVN e
POMC na hipdfise, sem efeitos nos animais SL. Dessa forma, a supernutricao
lactacional promoveu hiperatividade do eixo HHA e reduziu a responsividade aos
efeitos dos glicocorticoides no balango energético e no feedback negativo do

eixo HHA em ratos adultos.

Palavras-chave: glicocorticoides; redugao do tamanho da ninhada; receptor de

mineralocorticoide; feedback negativo.

3.1.1 INTRODUCAO

O estado nutricional durante o inicio da vida pode levar a repercussoes
importantes na vida adulta do individuo (Plagemann 2006), conforme bem
estabelecido pelo conceito de “Origens Desenvolvimentistas da Saude e da
Doenga”, do termo em inglés Developmental Origins of Health and Disease
(DOHaD).

Sabe-se que a nutricdo pds-natal em roedores pode ser aumentada pela
redugdo do tamanho da ninhada (Plagemann 2006), sendo este método
amplamente utilizado a fim de observar os efeitos a longo prazo da supernutrigéo
durante a lactacdo. Este metédo consiste em alocar os animais em ninhadas
menores que o habitual (SL), com 3 ou 4 filhotes/mae, comparado ao controle,
com aproximadamente 10 a 12 filhotes/mae (Spencer 2013). Assim, a redugcao
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da ninhada induz a supernutrigao pelo aumento da ingestéo de leite, levando ao
desenvolvimento precoce da obesidade, a obesidade infantil, a qual persiste até
a idade adulta, demonstrando que a nutrigao durante o periodo de lactacdo € um
fator relevante para o desenvolvimento da obesidade na idade adulta (Fiorotto et
al. 1991).

Além das alteragdes metabdlicas, os animais SL apresentam maiores
concentracdes de glicocorticoides circulantes na vida adulta (Boullu-Ciocca et al.
2005; Hou et al. 2011). Os glicocorticoides sao secretados pelas glandulas
adrenais, 6rgao final da cascata do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA),
sendo regulados pelo hormonio liberador de corticotrofina (CRH), produzido pelo
nucleo paraventricular hipotalamico (PVN) e pelo horménio adrenocorticotrofico
(ACTH), sintetizado e secretado pela hipdéfise anterior (Herman et al. 1996). O
CRH produzido pelo PVN estimula a transcricdo do gene da
proopiomelanocortina (POMC) na hipdéfise anterior, e sua posterior tradugao e
clivagem para a produgao de ACTH, que estimula a produgéo de glicocorticoides
pela glandula adrenal (Herman et al. 1996; Dallman e outros 1992). Por outro
lado, os glicocorticoides podem reduzir a sintese e liberagdo de CRH e ACTH
por feedback negativo (Herman et al. 1996).

Os glicocorticoides, como o cortisol em humanos e a corticosterona em
roedores, promovem seus efeitos interagindo com receptores de
mineralocorticoides (MR) e receptores de glicocorticoides (GR), sendo que as
concentragbes plasmaticas desse hormdnio estdo aumentadas em diferentes
modelos de obesidade (Yukimura e outros 1978; Bruce e outros 1982; Dubuc e
Wilden 1986). Além disso, de acordo com a literatura, os roedores obesos
possuem maior sensibilidade aos efeitos anabdlicos dos glicocorticoides em
relagcdo ao aumento da ingestdo alimentar, ganho de peso corporal e depdsito
de tecido adiposo branco (Tokuyama e Himms-Hagen 1987; Tokuyama e
Himms-Hagen 1989; Freedman et al. 1986), enquanto que a obesidade esta
associada a resisténcia ao feedback negativo dos glicocorticoides no eixo HHA
(Ljung et al. 1996; Ljung et al. 2002; Jessop et al. 2001).

Sabe-se que a redugao do tamanho da ninhada promove a obesidade
precoce que persiste até a vida adulta, proporcionando alteragcées no eixo HHA
(Fiorotto 1991; Boullu-Ciocca et al. 2005; Hou et al. 2011). Ainda, a obesidade
esta associada a falta de resposta aos efeitos dos glicocorticoides no eixo HHA
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€ a maiores respostas anabdlicas dos glicocorticoides (Tokuyama e Himms-
Hagen 1989; Freedman et al. 1986; Jessop et al. 2001). Assim, este estudo
hipotetizou que a obesidade induzida pela redugdo do tamanho da ninhada
poderia potencializar as respostas metabdlicas dos glicocorticoides e alterar
seus efeitos no feedback negativo do eixo HHA. Para a investigacdo desta
hipotese, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do tratamento
prolongado com corticosterona na homeostase energética e no eixo HHA de

ratos adultos com obesidade infantil.

3.1.2. MATERIAIS E METODOS

3.1.2.1 Animais Experimentais.

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (n=72) obtidos por meio da
acasalamentos de matrizes (n=27) provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Londrina (UEL). Durante o acasalamento, foram
mantidas 2 fémeas com cada macho. Apds constatar-se a prenhez, mediante a
observacao de espermatozoides no esfregaco vaginal juntamente com células
caracteristicas da fase do estro, cada fémea foi colocada em caixa individual.
Apds o nascimento, no dia pds-natal 3 (DPN) foram mantidos 3 filhotes, 2
machos e 1 fémea (ninhada reduzida — SL) ou 10 filhotes, 5 machos e 5 fémeas
(ninhada normal — NL) com cada fémea (Spencer 2013; Stopa et al., 2021). Os
filhotes excedentes foram anestesiados com associagdo de ketamina (K, 100
mg/kg, 10%, Agener Unido, Apucarana, Brasil) e cloridrato de xilazina (X, 20
mg/kg, 2%, Anasedan®, Vetbrands, Jacarei, Brasil) por via intraperitoneal e
submetidos a eutanasia por decapitacdo. Apos o desmame, apenas 0s animais
machos foram alojados em grupos de 3 a 4 ratos do mesmo grupo experimental
em cada caixa. As fémeas foram utilizadas em experimentos de outro estudo do
nosso grupo publicado recentemente (Stopa et al., 2021).

Os animais foram mantidos no biotério setorial do Departamento de
Ciéncias Fisiologicas, com ambiente de luz (ciclo 12 h claro/escuro) e
temperatura (22 £ 2 °C) controladas, e agua e alimentagcdo a vontade, exceto
nas horas de restricdo alimentar antes do teste de tolerdncia a glicose
intraperitoneal (ipGTT) e eutanasia. Todos os experimentos foram realizados no
Laboratério de Fisiologia Neuroenddcrina e Metabolismo do Departamento de
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Ciéncias Fisiologicas-CCB/UEL a partir das 14h. Os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais para
Experimentacdo (numero CEUA: 3457.2109.11, Of. Circ. CEUA 60/2019).

3.1.2.2 Protocolo experimental.

A avaliacado do peso dos animais foi realizada nos DPN 7, 10, 14, 17 e 21.
O desmame ocorreu no DPN 21. A partir do DPN 25, os animais foram pesados
a cada 5 dias e a ingestao alimentar e de fluido também foi avaliada. O protocolo
experimental comecgou a partir do DPN 60. No DPN 60, os ratos foram pesados
e foi medido o comprimento nasoanal para determinacdo do indice de Lee
(Bernardis e Patterson 1968). O protocolo experimental ocorreu do DPN 60 ao
88, assim os animais de ambas as ninhadas (NL e SL) receberam agua ou agua
com Corticosterona (Sigma, Saint Louis, USA - CORT: 15 mg/L) como unica
fonte de liquidos durante os 28 dias de tratamento, compondo os grupos
experimentais para cada ninhada (de Souza et al. 2019; Stopa et al. 2019):
- Grupo Agua: ratos recebendo agua corrente contendo etanol 0,5%, como unica
fonte de liquido.

-Grupo CORT: ratos recebendo agua corrente contendo Corticosterona (15mg/L)

diluida em etanol 0,5% como unica fonte de liquido.

O ganho de peso corporal, a ingestdao alimentar e de fluidos foram
avaliados diariamente durante os 28 dias de tratamento. No DPN 87, os animais
foram submetidos ao ipGTT e no DPN 88 os ratos foram pesados, e o
comprimento nasoanal foi medido novamente para determinacédo do indice de
Lee (Bernardis e Patterson 1968). Apds 6 horas de restricdo alimentar, os
animais nao anestesiados foram submetidos a eutanasia por decapitacao (Fig.
2).

32



NL

SL
o) A I "N |

60

(¥

Tratamento com agua ou corticosterona (15mag/mL)

|@7 .

reduzida; DPN: dia pés natal; ipGTT: teste de tolerancia a glicose via intraperitoneal.

3.1.2.3 Avaliagao da Ingestao Alimentar, Ingestao de fluido e indice de Lee.

O peso corporal dos animais foi aferido diariamente durante todo o
periodo experimental e expresso em gramas. Utilizamos também como analise
dos resultados o delta peso dos animais, que corresponde ao (peso final — peso
inicial) dos animais durante o protocolo experimental. Os animais receberam
racao para roedores (Nuvilab CR1, Nuvital®) diariamente, e as sobras foram
retiradas apds 24 horas. Da diferenca entre a oferta e sobra de alimentos, a
quantidade diaria de alimento ingerido foi calculada e expressa em g/100g de
peso corporeo. A ingestao de fluidos também foi calculada diariamente avaliando
a diferenga entre a oferta e sobra de fluidos e expressa em mL/100g de peso
corporeo. O indice de Lee foi avaliado no inicio e final (DPN 88) de cada
experimento, e calculado considerando-se o peso corporal e a medida nasoanal,
dividindo-se a raiz cubica do peso corporal em grama pelo comprimento
nasoanal (CNA) em centimetros e multiplicando-se por mil [2VPeso (g)/CNA(cm)]
(Bernardis & Peterson, 1968).

3.1.2.4 Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT).

As 14h do DPN 87, apos restricao alimentar de 6 horas (8h as 14h), foi
coletada uma gota de sangue da cauda de cada animal para determinagao da
glicemia por meio da fita teste do aparelho Accu-Check Advantage Il (Roche,
Taquara, RJ, Brazil) de determinagcdo de glicose sanguinea. Esta primeira

dosagem representou a glicemia basal. Imediatamente apds, foi realizada a
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administragao por via intraperitoneal de glicose 25% na dose de 1,0 g/kg de peso
corporal de animal. A partir de entdo, foram realizadas dosagens de glicose
sanguinea pela fita teste nos tempos 15, 30, 60 e 120 minutos apds a sobrecarga
de glicose. Transcorridos os 120 minutos, os animais retornaram para suas
caixas com alimentagao e fluidos a vontade (De Souza et al. 2019; Stopa et al.
2019; Stopa et al. 2021).

3.1.2.5 Eutanasia.

A eutanasia ocorreu no DPN 88. A fim de evitar alteragdes bioquimicas e
hormonais induzidas pela anestesia (Windelgv et al 2016; Guarino et al. 2013),
realizamos a eutanasia por decapitagdo nos animais nao-anestesiados, em
restricdo alimentar de 6h, conforme aprovado pelo comité de ética de uso de
animais para experimentagao (numero CEUA: 3457.2109.11, Of. Circ. CEUA
60/2019).

Imediatamente apdés a decapitacdo, o sangue foi coletado em tubos
heparinizados e centrifugados, a 2500 r.p.m. e 4°C, durante 20 minutos para as
analises bioquimicas. O sangue foi coletado para analise das concentragdes
plasmaticas de colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL) e baixa
densidade (LDL), triacilglicerois (TAG), acidos graxos livres (AGL) e
corticosterona. Imediatamente apds a decapitagdo, a cavidade abdominal e o
escroto foram abertas, as adrenais e os tecidos adiposos brancos (subdivisdes
perigonadal e retroperitoneal) foram visualizados e cuidadosamente removidos
e pesados. O cérebro e a hipdéfise também foram removidos e armazenados em

freezer a — 80 °C para analise molecular por PCR em tempo real.

3.1.2.6 Dosagens plasmaticas

Utilizamos a espectrofotometria para a determinacdo das concentracoes
plasmaticas de colesterol total, colesterol HDL (kits comerciais, biotecnologia
VIDA, MG), colesterol LDL (kits comerciais, Wiener lab., Argentina) e TAG (kits
comerciais, Laborclin, PR). A concentragao de AGL foi determinada pelo método
espectrofotométrico modificado de Falholt et al. (1973). Para determinar a
concentragao plasmatica de corticosterona utilizamos a metodologia modificada
de Guillemin et al. (1958) por fluorimetria.
3.1.2.7 Analise histomorfométrica das adrenais
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As adrenais foram fixadas em solu¢ao de Bouin (Jand Quimica, SP, Brasil),
por 24 h a 4°C. Apds a fixagao, foram desidratadas em concentragdes graduais
de etanol, clareadas em xilol e incluidas em parafina a 62°C. Os cortes de 7 um
obtidos em micrétomo foram corados por hematoxilina e eosina e, em seguida,
com o auxilio de um sistema de imagem acoplado ao microscopio (Motic,
Xiamen, China), no qual com a objetiva de 4x capturamos as fotomicrografias.
Foram realizadas 2 fotomicrografias para cada animal e, em seguida, usando o
software Motic Image Plus, analisamos as medidas de cada animal para as
seguintes variaveis: espessura (Um) da zona fasciculada (ZF) + zona reticulada
(ZR), medula (M) e cértex adrenal (C).

3.1.2.8 Microdissecc¢ao, isolamento do RNA total e PCR em tempo real semi-
quantitativa do cérebro e hipéfise.

Imediatamente apdés a eutanasia, o cérebro dos animais dos quatro
grupos experimentais foi removido da calota craniana e armazenados a -80°C.
As microdissecc¢des do PVN e do hipocampo foram obtidas utilizando agulhas
de micropunch de 1,5 mm, a partir de cortes coronais (1200 ym) em criostato,
de acordo com o atlas Paxinos e Watson (1997) (Paxinos e Watson 2007)
seguindo as coordenadas: -1,08 a -2,28 mm do bregma para PVN, e -2,92 a -
4,20 mm do bregma para o hipocampo. Até obtermos o isolamento do RNA, as
amostras de tecido foram mantidas em microtubo contendo o reagente RNA later
(Ambion, Life technologies corporation, Carlsbad, USA) a — 80 °C.

Para a hipdfise, toda a glandula foi utilizada para a extragdo de RNA.
ApOs a retirada do cérebro, visualizou-se a hipofise, que foi cuidadosamente
retirada da sela turcica com o auxilio de pinga, coletada em microtubo contendo
a solucao de RNA later® (Ambion, Life technologies Corporation, Carlsbad, EUA)
e armazenada a -80°C até o isolamento do RNA.

A extragcdo do RNA total de cada amostra foi realizada com o reagente
TRIzol (Invitrogen®, Life technologies corporation, Carlsbad, USA), conforme
protocolo do fabricante. A concentracdo de RNA em cada amostra foi
determinada usando um leitor de microplacas multideteccdo (Synergy HT,
BioTek), e 500 ng de RNA foi usado para a sintese de cDNA através de um kit
comercial High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific, Foster City, USA). As reacdes foram realizadas em um
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volume de 12 uL (4 uL de cDNA) utilizando os reagentes TagMan® (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Foster City, USA): Rn01462137_m1(CRH-
PVN), Rn00595020 m1 (POMC- Hipdfise), Rn00561369_m1 (GR) e
Rn00565562_m1 (MR) (Hipocampo, PVN e hipdfise). A reacdo de PCR foi
realizada em duplicata, sendo a agua o controle negativo. A beta-actina
(Rn01412977_g1) foi utilizada como gene de referéncia (controle endégeno), o
que ocorreu com cada amostra de cDNA. A determinacdo das concentracdes
dos genes transcritos em cada amostra foi obtida pelo método AACT. Para cada
amostra, o ciclo limiar (Ct) foi determinado e normalizado com a média do gene
de referéncia (ACt = Cunknown gene - Ctreference gene). A variacédo na
expressdo de RNAmM nas amostras em relagdo ao grupo controle foi calculada
como 2724Ct onde AACt = ACgrupo desconhecido — ACt grupo calibrador. Para
obter a quantificagao relativa, descrita em unidades arbitrarias, foram utilizados
calibradores apropriados como grupo controle: (1) grupo NL- Agua foi utilizado
como calibrador para avaliar o efeito do tamanho da ninhada (NL e SL) na
expressdo de RNAm; (2) NL-Agua e SL-Agua foram utilizados como calibrador
para avaliar o efeito do tratamento (Agua ou CORT) na expressdo de RNAmM em
cada ninhada (NL e SL). Assim, os dados sdo mostrados como expressao de

RNAmM em relagao ao respectivo grupo calibrador.

3.1.2.9 Anadlise estatistica

A distribuigdo normal e a homogeneidade dos dados foram testadas pelos
testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Com excegao das curvas de
peso corporal, ipGTT, analise de RNAm e indice de Lee, os resultados foram
analisados por Anova de duas vias, seguido do pos-teste de Tukey. Para curvas
de peso corporal e ipGTT utilizamos a ANOVA de medidas repetidas, sendo o
dia ou o tempo como o fator intra-sujeito e grupos como o fator entre os sujeitos.
Para o indice de Lee, peso corporal no DPN 60 e os resultados de RNAm, nos
quais as analises comparativas foram realizadas entre dois grupos, utilizamos o
teste t de Student ou o teste de Mann-Whitney. Os dados foram expressos como
média £ erro padrao da média (EPM). Apenas os dados de expressao do gene
MR foram expressos como mediana (12 e 32 intervalos interquartis). As
diferengas foram consideradas significativas com p<0,05.
3.1.3. Resultados
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Interagao da supernutricao lactacional induzida pelo tamanho da
ninhada e o tratamento com corticosterona sobre parametros ponderais e

bioquimicos em ratos adultos:

Ao utilizarmos a ANOVA de medidas repetidas no parametro de peso
corporal, observamos que houve interagdo entre o DPN (3 a 21) e os grupos (NL
e SL) no peso corporal [(F5;350=142,6, p<0,0001)], com efeitos do DPN
[(F5;350=4319, p<0,0001)] e grupo [(F1;70=187,0; p<0,0001)] (Fig. 3A). Nao
houve interagcédo entre o DPN (25 a 60) e os grupos (NL e SL) no peso corporal
[(F7;490=0,9725, p=0,4505)], com efeitos do DPN [(F7;490=3188, p<0,0001)] e
grupo [(F1;70=20,02; p<0,0001)] (Fig. 3B). Assim, notamos que a reducéo no
tamanho da ninhada aumentou o peso corporal a partir do DPN 7 até o DPN 21,
e do DPN 25 ao DPN 60 (Fig.3A, B). Os ratos SL demonstraram aumento no
peso corporal no DPN 60 em comparagao com animais NL (Fig. 3D).

Ainda de acordo com a Fig. 3, observamos que no DPN 60, o indice de
Lee foi maior [t(34)=4,537, p=0,0001] no grupo SL em comparagao ao grupo NL
(Fig. 3C).
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Fig. 3. Curva de peso corporal (g) do DPN 3 a 21 (A), curva de peso corporal do DPN
25 a 60 (B), indice de Lee (C) e peso corporal (g) no DPN 60 (D) de ratos de ninhada
normal (NL) e reduzida (SL). O numero de animais & mostrado nas barras ou entre
parénteses. Os dados foram analisados pelo teste t de Student e ANOVA de medidas
repetidas (para curva de peso corporal) e expressos como média £ EPM. *p < 0,05 SL

versus NL.

Na fig. 4 podemos notar que os grupos NL-CORT e SL-CORT
demonstraram aumento (p<0,05) no ganho de peso corporal (A), ingestdo
alimentar (B) e ingestdo de fluido (C) em comparagdo com seus respectivos
animais do grupo Agua. Nao houve interagdo entre o tratamento (Agua e CORT)
e o tamanho da ninhada (NL e SL) no ganho de peso corporal [F(1; 54)=0,26,
p=0,61], ingestao alimentar [F(1; 50)=0,021, p=0,88] e ingestao de fluidos [F(1;
56)=0,017, p=0,90], sem efeitos do tamanho da ninhada, mas com efeitos do
tratamento sobre o ganho de peso corporal [F(1; 54)=5,25, p=0,026] e ingestéao
alimentar [F(1,50)=9,17, p=0,004 ] (Fig. 4 A, B).

Nao houve interacdo entre tratamento (Agua e CORT) e tamanho da
ninhada (NL e SL) nos pesos do tecido adiposo branco perigonadal [F(1;
51)=3,75, p=0,06] e retroperitoneal [F(1; 58)=1,27, p=0,27], ndo demonstrando
efeitos do tratamento em ambos os depdsitos de gordura (Fig. 4C, D). Houve
efeito do tamanho da ninhada apenas sobre o peso do depdsito perigonadal
(F(1,51)=19,5, p<0,001). Os animais SL apresentaram maior (p<0,001) peso do

tecido adiposo branco perigonadal em relacdo aos grupos NL-Agua e NL-CORT.
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Fig. 4. Ganho de peso corporal do DPN 60 a 88 (g) (A), média da ingestao alimentar
diaria do DPN 60 a 88 (g/100 g) (B), média da ingestéo de fluidos diaria do DPN 60 a 88
(9/100 g) (C) pesos do tecido adiposo branco perigonadal (g/100 g) (D) e retroperitoneal
(9/100 g) (E) no DPN 88 de ratos de ninhadas normal (NL) e reduzida (SL) tratados com
Agua ou Corticosterona (CORT: 15 mg/L). O nimero de animais é mostrado nas barras.
Os dados foram analisados por Anova de duas vias, seguido pelo pés-teste de Tukey e
expressos como média + EPM. *p < 0,05 Agua versus CORT; #p < 0,05 SL versus NL.

O grupo SL-Agua apresentou maior glicemia nos tempos 15 (p=0,041) e
120 min (p=0,035) apds sobrecarga intraperitoneal de glicose em comparagao

com o grupo NL-Agua. O grupo NL-CORT exibiu maior glicemia nos tempos 15
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(p=0,013) e 30 min (p=0,045) apds a sobrecarga de glicose em comparagao com
o grupo NL-Agua. Toda a resposta do ipGTT foi integrada na area sob a curva
GTT (ASC), que mostrou que houve interag&o entre o tratamento (Agua e CORT)
e o tamanho da ninhada (NL e SL) [F(1; 30=7,9, p=0,009). A reducao do tamanho
da ninhada promoveu aumento (p<0,05) da ASC do ipGTT no grupo SL-Agua
em comparagao com os animais NL- Agua. Os animais NL-CORT apresentaram
maior (p<0,05) ASC do ipGTT em comparacéo com o grupo NL-Agua (Fig. 5A).

Nao houve interagdo entre o tratamento (Agua e CORT) e o tamanho da
ninhada (NL e SL) nas concentragcbes plasmaticas dos TAG [F(1; 58)=1,9,
p=0,17] e AGL [F(1; 40)=2,03, p=0,16 ],nd0 apresentando efeitos do tratamento,
mas com efeitos do tamanho da ninhada nos TAG [F(1; 58)=15,02, p<0,001] e
AGL [F(1; 40)=5,3, p=0,027]. SL- Agua e SL-CORT apresentaram aumento
(p<0,05) das concentragdes plasmaticas de TAG e AGL em comparagdao com
seus respectivos grupos NL (Fig. 5B, C). Houve interacédo entre o tratamento
(Agua e CORT) e o tamanho da ninhada (NL e SL) nas concentragdes
plasmaticos de colesterol total [F(1; 61)=4,59, p=0,036], LDL [F(1; 60)=6,3, p
=0,015] e HDL [F(1; 57)=6,06, p=0,017]. Observamos maiores concentracdes de
colesterol total e LDL nos animais NL-CORT em comparagé&o aos animais NL-
Agua, sendo que a reducdo do tamanho da ninhada aumentou as concentracdes
plasmaticas de colesterol total e LDL no grupo Agua, sem diferenca no colesterol
HDL (Fig. 5D, E, F).
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Fig. 5. Curva do teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT; mg/dL), expressa

pela glicemia basal e glicemia apds sobrecarga de glicose ip, e area sob a curva (ASC)

do ipGTT de 0 a 120 min (mg/dL) (A), concentragdes plasmaticas de triacilgliceréis

(mg/dL) (B), acidos graxos livres (umoles/dL) (C), colesterol total (mg/dL) (D), colesterol
HDL (mg/dL) (E) e colesterol LDL (mg /dL) (F) de ratos de ninhada normal (NL) e
reduzida (SL), tratados com Agua ou Corticosterona (CORT: 15 mg/L) no DPN 88. O

numero de animais de cada grupo € mostrado nas barras ou entre parénteses. Os dados

foram analisados por Anova de duas vias, seguido pelo pds-teste de Tukey e expressos
como média + EPM. **p < 0,05 Agua versus CORT; #p <0,05 SL versus NL.
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Efeito da redug¢ao do tamanho da ninhada no eixo HHA: expressao
de CRH no PVN, POMC na hipodfise, expressdao do RNAm de GR e MR no
hipocampo, PVN e hipofise:

A expressao génica relativa dos RNAm de GR e MR néo diferiu no
hipocampo e na hipéfise entre os grupos NL-Agua e SL-Agua no DPN 88 (Fig.
6A, B, E, F). No PVN, ndo observamos diferenca no RNAm de GR (mostrado na
Fig. 6C). A expressao relativa do RNAm de MR no PVN foi menor [t (19) =2,11,
p=0,048] nos animais SL do que no grupo NL (mostrado na Fig. 6D).

A avaliagao do efeito do tamanho da ninhada (NL e SL) na expressao de
RNAm de CRH e POMC nos animais do grupos Agua mostrou que a redugédo do
tamanho da ninhada aumentou a expressao relativa do RNAm de CRH
[t(13)=4,57, p=0,0005] e POMC [t( 16)=3,95, p=0,0011] no PVN e hipdfise,
respectivamente (Fig. 6G, H).
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Fig. 6. Expressao relativa do RNAm do receptor de glicocorticoide (GR) e do receptor
de mineralocorticoide (MR) no hipocampo (A e B), nucleo paraventricular do hipotalamo
(PVN) (C e D) e da hipdfise (E e F), bem como do horménio liberador de corticotrofina
(CRH) no PVN (G) e proopiomelanocortina (POMC) na hipdfise (H) de ratos adultos
(DPN 88) de ninhada normal (NL) e reduzida (SL) — (Agua). O grupo NL foi usado como
calibrador para avaliar o efeito do tamanho da ninhada (NL e SL) na expresséo do
RNAm. O numero de animais € mostrado nas barras. Os dados sdo expressos como
média + EPM para o teste t de Student e mediana (1° e 3° intervalos interquartis) para

o teste de Mann-Whitney para a expressado do gene MR. #p < 0,05 SL versus NL.

Interacao da supernutricdo na lactagao induzida pelo tamanho da
ninhada e o tratamento com corticosterona no eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal em ratos adultos:

N&o houve interacdo entre o tratamento (Agua e CORT) e o tamanho da
ninhada (NL e SL) sobre o peso das adrenais [F(1; 62)=1,48, p=0,23], sem
efeitos do tamanho da ninhada, mas com efeitos de tratamento [F(1; 62)=6,7,
p=0,012], na qual o tratamento com corticosterona diminuiu (p<0,05) o peso das
adrenais em ambas as ninhadas, em comparagdo com animais do grupo Agua
(Fig. 7E). Houve interacéo entre o tratamento (Agua e CORT) e o tamanho da
ninhada (NL e SL) nas concentracdes plasmaticas de corticosterona [F (1; 58)
=5,34, p=0,024). A redugédo do tamanho da ninhada induziu maiores (p<0,05)
concentracbes plasmaticas de corticosterona em ambos os tratamentos em
comparagao com seus respectivos animais NL. Observamos uma reducéao
(p<0,05) na concentragao plasmatica de corticosterona nos animais NL- CORT
em relagdo ao grupo NL-Agua (Fig. 7F).

Ao realizarmos a ANOVA de duas vias, notamos que houve interagao
entre o tratamento (Agua e CORT) e o tamanho da ninhada (NL e SL) na
espessura do cértex adrenal [F(1; 23=6,2, p=0,021)], zonas fasciculadas +
reticuladas [F( 1; 23)=6,6, p=0,017)] e medula adrenal [F(1; 23)=10.3, p=0.004)].
Os animais NL-CORT demonstraram uma diminuig¢ao (p<0,05) no cértex adrenal
em comparagdo com os animais do grupo Agua, e ndo observamos nenhuma
diferengca no grupo SL (mostrado na Fig. 7G). Além disso, o grupo NL-CORT

apresentou uma redugéo (p<0,05) nas zonas fasciculadas + reticuladas em
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comparacgdo com os grupos NL-Agua e SL-CORT (mostrado na Fig. 7H).
Houve aumente da medula adrenal no grupo NL-CORT e diminuigdo no grupo
SL-CORT em comparagao com os respectivos grupos agua. A redugédo do
tamanho da ninhada promoveu aumento da medula adrenal nos animais SL-
Agua (mostrado na Fig. 71). Fotomicrografias representativas das glandulas
adrenais dos grupos NL e SL, Agua ou CORT, sdo mostradas na Fig.7 A-D.
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Expressao relativa de RNAm
de CRH no PVN

Expressao relativa de RNAm
de POMC na hipofise

Fig. 7. Fotomicrografias representativas (ampliagdo de 40x) das glandulas adrenais,
coradas com hematoxilina-eosina, dos grupos NL e SL, Agua ou Corticosterona (CORT:
15 mg/L) no DPN 88. (A): NL- Agua; (B): NL- CORT; (C): SL-Agua;(D): SL-CORT; C:
Cortex; FZ: zona fasciculada; RZ: zona reticulada; M: Medula. Barra de escala = 100
pUm. Peso das adrenais (g/1009g) (E), concentracao plasmatica de corticosterona (ug/dL)
(F), espessura do coértex adrenal (um) (G) e zonas fasciculadas + reticuladas (um) (H),
medula adrenal (um) (1) de ratos de ninhada normal (NL) e reduzida (SL) dos grupos
Agua ou Corticosterona (CORT: 15 mg/L) no DPN 88. O numero de animais é mostrado
nas barras. Os dados foram analisados por Anova de duas vias, seguido pelo pds-teste
de Tukey e expressos como média + EPM. *p < 0,05 Agua versus CORT; #p < 0,05 SL

versus NL.

A analise do efeito do tratamento (Agua ou Corticosterona) na expresséo
do mRNA em cada ninhada (NL e SL) demonstrou que, no grupo NL, o
tratamento com corticosterona induziu maior expressdo do RNAm de CRH
(U=11, p=0,0114) e POMC [t(13)=3,01, p=0,01] (Fig. 8A, C), sem efeitos nos
animais SL (Fig. 8B, D).
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Fig. 8. Expressao relativa de RNAmM do horménio liberador de corticotrofina (CRH) no
nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) (A e B) e proopiomelanocortina (POMC) na
hipofise (C e D) de ratos de ninhada normal (NL) e ninhada reduzida (SL), dos grupos
Agua ou Corticosterona (CORT 15 mg/L) no DPN 88. O respectivo grupo Agua foi usado
como calibrador para avaliar o efeito do tratamento (Agua ou CORT) na expressdo do
RNAmM em cada ninhada (NL e SL). O numero de animais de cada grupo € mostrado
nas barras. Os dados sao expressos como média £+ EPM para o teste t de Student e
mediana (1° e 3° intervalos interquartis) para o teste de Mann-Whitney. *p < 0,05 Agua
versus CORT.

3.1.4. Discussao

O obijetivo desse estudo foi avaliar o eixo HHA em animais com obesidade
induzida pela supernutricdo lactacional e a responsividade desses animais ao
tratamento prolongado com corticosterona nas respostas metabdlicas e eixo
HHA. De fato, observamos que os animais com obesidade infantil apresentaram
hiperatividade do eixo HHA, prejuizo nas respostas metabdlicas bem como no
feedback negativo do glicocorticoide exdégeno no eixo HHA.

Segundo estudos relacionados ao tema DOHaD, as perturbac¢des durante
os periodos de desenvolvimento pré e perinatal podem predispor a obesidade
na vida adulta (Barker, 1998). A partir dessa perspectiva, observamos que houve
aumento do interesse em pesquisas na fase de lactagao, visto que ela mimetiza
o ultimo trimestre da gestagdo humana (Boullu-Ciocca et al., 2005), aliado ao
fato de que a maturacdo neuroenddcrina em roedores ocorre principalmente no
periodo pds-natal, sendo assim esta fase apropriada para se estudar os efeitos
de manipulagdes ambientais ou farmacolégicas nos sistemas neuroenddécrinos
(Spencer 2013). Neste contexto, o método de redugédo do tamanho da ninhada
€ um modelo adequado para estudar as consequéncias da supernutricdo durante
o periodo lactacional, proporcionando aos animais o desenvolvimento precoce
da obesidade, a qual persiste até a idade adulta (Plagemann 2006; Spencer
2013). No presente estudo pudemos corroborar com a afirmativa anterior, uma
vez que observamos maior peso corporal da lactacéo até a idade adulta, e maior
indice de Lee dos animais com obesidade infantii no DPN 60. Além disso,
notamos aumento do tecido adiposo perigonadal, da concentragdo plasmatica

de TAG, AGL, colesterol total e LDL juntamente com intolerancia a glicose nos
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animais SL-Agua no DPN 88, reforcando a narrativa de que a obesidade precoce
induz alteragdes relacionadas a obesidade na idade adulta.

A supernutricdo durante a lactacdo promove hiperinsulinemia,
resisténcia periférica a insulina, observada pelo comprometimento da via de
sinalizagao da insulina no figado e musculo esquelético (Conceigao et al. 2013,
Liu et al. 2013). De fato, ratos SL adultos também apresentam resisténcia
hipotalamica a leptina (Walker et al. 2004), evidenciada pela maior expressao de
SOCS3 e menor atividade de STAT3 (Rodrigues et al. 2011). Nesse contexto,
foi observado o desequilibrio do sistema nervoso autbnomo em ratos SL adultos,
como mostrado pela maior atividade do nervo vago nesses animais, sugerindo
que essa disfungdo autonébmica poderia explicar indiretamente o aumento da
adiposidade em ratos SL, via acdo da insulina na lipogénese (Almeida et al.,
2013, Rinaldi e outros 2014). Além disso, os ratos provenientes deste modelo
apresentaram maior concentracdo de AGL, o que poderia causar resisténcia a
insulina e maior concentragao de glicose plasmatica (Bei et al. 2015).

Considerando que diferentes estudos mostraram que os animais obesos
sdo mais responsivos aos efeitos anabdlicos dos glicocorticoides (Tokuyama e
Himms-Hagen 1987; Tokuyama e Himms-Hagen 1989; Freedman et al. 1986; de
Souza et al. 2019), e que a obesidade esta associada a diminuicdo da resposta
do feedback negativo no eixo HHA (Jessop et al. 2001), ratos adultos NL e SL
receberam tratamento prolongado com concentragbes anabdlicas de
corticosterona (Stopa et al. 2019), a fim de se testar sua capacidade de resposta
na homeostase energética e eixo HHA.

Como esperado, o tratamento prolongado com corticosterona induziu aos
efeitos anabdlicos bem estabelecidos dos glicocorticoides no grupo NL,
evidenciado pelo aumento do ganho de peso corporal, ingestdo alimentar,
concentragbes plasmaticas de colesterol total e LDL e intolerancia a glicose,
conforme ja descrito na literatura (Stopa et al. 2019; Campbell et al. 2011).
Apesar dos animais SL estarem acima do peso e apresentarem alteragdes
relacionadas a obesidade, eles ndo foram mais susceptiveis aos efeitos
anabdlicos dos glicocorticoides do que os animais controles. De fato, o
tratamento prolongado com corticosterona em ratos SL induziu apenas
pequenas alteragdes na homeostase energética, especificamente em
parametros que nao foram alterados pela prépria redugcdo do tamanho da
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ninhada, como ganho de peso corporal e ingestdo alimentar. A falta de efeitos
adicionais do tratamento prolongado com corticosterona pode ser atribuida ao
aumento da expressao de enzimas inativadoras de glicocorticoides, 5a redutase
e 5B redutase, no figado e tecido adiposo de animais SL (Hou et al. 2011). Ao
contrario da hipotese inicial deste trabalho, os dados indicam que as alteragbes
metabdlicas induzidas pelo modelo de obesidade de supernutricdo na lactagao
nao sao potencializadas pelo tratamento com glicocorticoide, como em outros
modelos animais de obesidade (Tokuyama e Himms-Hagen 1987; Tokuyama e
Himms-Hagen 1989; Freedman et al. 1986; de Souza et al. 2019). De fato, a
diferenga entre o presente trabalho e a literatura pode estar ligada ao fato de que
o0 modelo de obesidade que induzimos promove obesidade moderada desde a
infancia até a idade adulta, enquanto que estudos anteriores utilizaram modelos
de obesidade por modificagdo genética, que levaram a obesidade grave nos
animais. Por outro lado, Torrezan e colaboradores (2019) observaram que
respostas metabdlicas induzidas por dexametasona n&do foram notadas em
animais com obesidade induzida por L-glutamato monossodico (MSG). Assim, é
plausivel sugerir que a obesidade induzida pela supernutricdo na lactagao
prejudica os efeitos dos glicocorticoides no balango energético, e essa resposta
pode ser atribuida ao fato de que tanto a obesidade quanto o glicocorticoide
causam intolerancia a glicose e alteragbes nos lipideos circulantes, nao
permitindo dessa forma que os glicocorticoides promovam efeitos adicionais
nestas vias nos animais SL.

Além das alteragdes metabdlicas, outra resposta marcante relacionada a
obesidade dos animais SL adultos do presente trabalho foi o aumento da
atividade do eixo HHA, evidenciado pela maior expressdo de CRH no PVN e
POMC na hipdfise, bem como aumento da concentragdo plasmatica de
corticosterona. Nesse contexto, ratos adultos de ninhada reduzida apresentaram
maiores concentracdes de corticosterona tanto na condicdo basal quanto apds
o estresse (Boullu-Ciocca et al. 2008), sendo a supernutricdo pdés-natal
associada a maturacio acelerada do eixo HHA e a hiperatividade do eixo HHA
na idade adulta (Boullu-Ciocca et al. 2005).

Sabe-se que os glicocorticoides exercem seu feedback negativo classico
agindo sobre os receptores GR e MR, localizados na hipdfise, hipotalamo e
hipocampo (Aronsson et al. 1988; de Kloet et al. 1998; Nishi 2004). Esta bem
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descrito que os MR sio importantes para a homeostase da corticosterona basal
devido a sua alta ocupagcdo mesmo em baixas concentragcbes, e os GR
respondem principalmente quando ha maiores concentragdes de corticosterona
(Reul et al. 1987). Assim, a hiperatividade do eixo HHA dos animais adultos com
supernutricao lactacional pode estar associada a diminuigao da sensibilidade ao
feedback negativo dos glicocorticoides no eixo HHA (Aréchiga-Ceballos et al.
2014), pelo menos em parte devido a expressao reduzida de RNAm de MR no
PVN, como observado no presente estudo. Além disso, a auséncia de diferengas
na expressao de GR e MR na hipéfise e hipocampo entre animais NL e SL, bem
como de GR no PVN, sugere que o MR no PVN desempenha um papel
importante na regulacdo do eixo HHA em animais SL. Esses dados s&o apoiados
por descobertas anteriores de que o MR contribui para a regulagao da atividade
do eixo HHA pelos glicocorticoides (Spencer et al. 1998; Jacobson e Sapolsky
1991).

A reducdo do cortex adrenal e das zonas fasciculadas+reticuladas,
associadas a menores concentragdes plasmaticas de corticosterona no grupo
NL tratado com CORT confirma a atrofia das glandulas adrenais, devido ao
tratamento com corticosterona exdégena. De fato, a atrofia adrenal induzida pelo
tratamento com glicocorticoide exdgeno é classicamente relacionada com a
menor estimulagdo do ACTH na adrenal (ltoh e Hirota 1976; Gill 1976) e/ou por
acdes negativas diretas dos glicocorticoides exdgenos nas glandulas adrenais.
Assim, uma agao supressora direta dos glicocorticoides pode ser sugerida, visto
que diferentes glicocorticoides suprimiram a esteroidogénese induzida por ACTH
em células isoladas de ratos (Carsia e Malamed 1983). Esses dados sugerem
que essa resposta € um mecanismo geral de autorregulacdo das células
adrenocorticais, que pode ser importante para o ajuste fino da esteroidogénese
a qual opera além do controle classico exercido pela hipofise anterior (Carsia e
Malamed 1979). Sabendo-se disso, mecanisticamente, o tratamento com
corticosterona exdgena parece induzir a atrofia do cértex adrenal e da zona
fasciculada e, consequentemente, esta relacionada com a menor concentragao
de corticosterona nos animais NL, principalmente por agbes negativas diretas
nas glandulas adrenais, ao invés da classica menor estimulagdo de ACTH na
adrenal, uma vez que houve aumento da expressdao de CRH e POMC nesses
animais. Assim, a interrupgcdo da producéo de corticosterona enddgena pelos

50



animais do grupo NL-CORT foi responsavel pela maior expressao dos transcritos
de CRH e POMC nesses animais, devido a falta de feedback negativo do
glicocorticoide endogeno.

A glandula adrenal, especificamente a medula, também é responsavel
pela producdo de catecolaminas. Nesse contexto, a analise histologica das
glandulas adrenais de ratos SL na idade adulta apresentando maior espessura
medular em comparagéo com animais NL esta de acordo com dados anteriores
da literatura, uma vez que a superalimentagdo neonatal promove hipertrofia
adrenal (Boullu-Ciocca et al., 2005), e induz aumento da expressao de L-
aminoacido descarboxilase aromatica (DOPA) e tirosina hidroxilase (TH),
enzimas-chave para a sintese de catecolaminas (Conceigéo et al., 2013). Além
disso, o0 aumento da espessura da medula induzida pela CORT em animais NL
pode estar relacionado ao fato de que, na presenca de glicocorticoides, a enzima
PNMT (Feniletanolamina N-metiltransferase), que converte norepinefrina em
epinefrina, é ativada, indicando que eles sdo os principais estimuladores da
expressao dessa enzima (Wurtman, 1966).

Um achado importante deste trabalho foi que o aumento da medula, a
atrofia do cértex adrenal e zonas fasciculadas + reticuladas, a redugcdo das
concentracbes plasmaticas de corticosterona e, consequentemente, a
transcricdo de CRH e POMC no PVN e hipdfise ndo foram observadas apés o
tratamento exdgeno com CORT nos animais adultos com obesidade infantil.
Esses dados indicam que a obesidade induzida por supernutricdo na lactacao
pode causar interrupg¢ao do feedback negativo dos glicocorticoides exdégenos no
eixo HHA (Sominsky et al 2017), o que pode ser, pelo menos parcialmente,
devido a uma menor capacidade de resposta da autorregulagao adrenocortical
pela corticosterona em ratos adultos com obesidade infantil. De fato, humanos
obesos tém menor capacidade de resposta a supressao do eixo HHA por
glicocorticoides exdgenos e/ou a resisténcia ao feedback dos glicocorticoides é
frequentemente associada a obesidade (Ljung et al. 1996; Ljung et al. 2002;
Jessop et al. 2001). Além de estudos com humanos, Torrezan et al. (2019)
demonstraram que ratos com obesidade induzida por MSG apresentaram menor
sensibilidade ao CRH ou aos glicocorticoides no eixo HHA e, sugerem que essa

falta de efeitos na obesidade pode ser resultado da insensibilidade ao feedback
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ou da alteragao em seu limiar; no entanto, os mecanismos subjacentes a esses
efeitos ainda precisam ser elucidados.

Em resumo, este estudo foi pioneiro em demonstrar que ratos adultos com
obesidade induzida por supernutricao lactacional exibem hiperatividade do eixo
HHA, associada a menor expressao de MR no PVN, bem como nao séao
responsivos aos efeitos dos glicocorticoides no balango energético e feedback

negativo classico do HHA.

3.2. Estudo 2. Os glicocorticoides contribuem para as alteragées
metabdlicas e hepaticas induzidas pela supernutricao lactacional em ratos

adultos.

Parte dos resultados deste estudo foram submetidos no artigo “Glucocorticoids
contribute to metabolic and liver impairments induced by lactation
overnutrition in male adult rats” para a revista Frontiers in Phisyology,

disponivel no anexo C.

RESUMO

A supernutricdo na lactagcdo € um agente programador do metabolismo
energético, e sabe-se ainda que a redugdo do tamanho da ninhada promove o
desenvolvimento da obesidade infantil, que persiste até a idade adulta. O
metabolismo hepatico € prejudicado pela obesidade, e o aumento da
concentracao plasmatica dos glicocorticoides tem sido apontado como possivel
mediador para o desenvolvimento da obesidade, uma vez que a adrenalectomia
bilateral (ADX) é capaz de reduzir a obesidade em diferentes modelos
experimentais. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos dos
glicocorticoides nas alteragbes metabdlicas, lipogénese hepatica e na via da
insulina induzida pela supernutricdo na lactacdo. Para isso, no 3° dia pds-natal
(DPN), 3 filhotes (ninhada pequena - SL) ou 10 filhotes (ninhada normal - NL)
foram mantidos com cada fémea. No DPN 60, ratos Wistar foram submetidos a
ADX ou cirurgia ficticia (sham), e metade dos animais ADX recebeu
corticosterona (CORT- 25 mg/L) no fluido de ingestdo. No DPN 73, os animais

foram submetidos ao teste de tolerdncia a glicose e, no DPN 74, foram
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submetidos a eutanasia por decapitagao para coleta de sangue, remogao e
armazenamento do figado. Os animais SL apresentaram maiores concentragdes
plasmaticas de corticosterona, acidos graxos livres (AGL), colesterol total e
colesterol LDL, intolerancia a glicose, maior peso e area dos adipocitos do tecido
adiposo branco, sem alteragdes nos triacilglicerois (TAG) e colesterol HDL. O
grupo SL também apresentou maior conteudo de TAG hepatico e expressao da
enzima acido graxo sintase (FASN), porém observamos diminuigcdo da
expressao de PI3Kp110 no figado, em comparagédo aos animais NL. No grupo
SL, a ADX diminuiu a concentragao plasmatica de corticosterona, AGL, TAG e
colesterol HDL, atenuou a intolerancia a glicose, o peso e area dos adipdcitos do
tecido adiposo branco, além de reduzir o TAG hepatico e a expressao hepatica
de FASN e IRS2, em comparagdo com os animais sham. O tratamento com
CORT nos animais ADX do grupo SL aumentou a concentragao plasmatica de
TAG e colesterol HDL, bem como o TAG hepatico e a expressao hepatica de
FASN, IRS1 e IRS2, em comparagao com animais ADX. Em resumo, a ADX
atenuou as alteragbes plasmaticas e hepaticas observadas apds nos animais
adultos com obesidade infantil, e o tratamento com corticosterona foi capaz de
reverter a maioria dos efeitos induzidos pelo ADX. Assim, o aumento da
concentragao plasmatica de glicocorticoides desempenha um papel fundamental
nas alteragdes hepaticas e plasmaticas induzidas pela supernutricdo lactacional
em ratos.

Palavras-chave: adrenalectomia, corticosterona, redugdo do tamanho da

ninhada, triacilglicerois, obesidade.

3.2.1. INTRODUGAO

O ambiente nutricional e/ou hormonal durante o periodo fetal e/ou pos-
natal desempenha um importante papel modulador na vida do individuo. Sabe-
se que o desenvolvimento de varios 6rgaos ainda nao esta completo no
nascimento, sendo o periodo de lactagdo fundamental para ocorrer sua
formacdo completa (Ellsworth et al., 2018). Assim, esta janela pode ser
considerada como um momento vulneravel para a prole, uma vez que 0s
sistemas ainda s&o plasticos e sensiveis as mudancas no ambiente, resultando
em efeitos na vida adulta, conforme bem estabelecido pelo conceito “Origens

Desenvolvimentistas da Saude e da Doenga”, do termo em inglés Developmental
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Origins of Health and Disease (DOHaD).

A ingestdo alimentar no periodo neonatal € um fator relevante para o
desenvolvimento da obesidade na vida adulta (Fiorotto et al., 1991). Nesse
contexto, o método de reducdo do tamanho da ninhada em roedores € uma
ferramenta importante para observar os efeitos a longo prazo da supernutricdo
na lactacdo, conforme demonstrado pela primeira vez por Kennedy em 1957
(Plagemann, 2006). Este método consiste em alocar os filhotes em ninhadas
menores (SL), com 3 filhotes/mae em relagao ao controle com aproximadamente
10 filhotes/mae. Dessa forma, os animais provenientes de ninhadas SL
desenvolvem a obesidade precocemente a qual persiste até a idade adulta
(Plagemann 2006; Spencer 2013).

A obesidade é uma importante questao de saude publica, e dentre as
comorbidades relacionadas ao quadro de obesidade tem-se a doencga hepatica
gordurosa néo alcodlica (DHGNA), uma importante preocupagao pois ainda nao
apresenta tratamentos eficazes, a ndo ser a perda de peso (Kawano e Cohen,
2013). DHGNA é o termo utilizado para abordarmos a histopatologia hepatica
que inclui desde uma esteatose simples a esteato-hepatite ndo alcodlica (Cohen
et al., 2011; Starley et al., 2010). Em condig¢des fisioldgicas, encontra-se uma
reduzida concentracao hepatica de triacilglicerois (TAG), ja que o figado ndo atua
como deposito de armazenamento de lipideos. Porém, esse cenario se alteraem
situagdes de excesso de carboidratos, pois entdo o figado passa a produzir
acidos graxos via lipogénese de novo (DNL) e a exportar os TAG pela
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL). O acumulo de TAG nos
hepatdcitos é o sinal patognoménico para a DHGNA, a qual se caracteriza pelo
desequilibrio entre a entrada de lipideos, a partir da absorgao de acidos graxos
e da DNL, e a saida de lipideos como VLDL (Donnelly et al., 2005; Doege et al.,
2006; Bradburry et al., 2006; Nestel et al.,, 1962; Cohen et al.,, 2011). O
desenvolvimento da DHGNA esta relacionado com o comprometimento do
metabolismo lipidico hepatico dos animais provenientes de programacao fetal e
neonatal (Oben et al., 2010).

A obesidade esta associada a fisiopatologia da DHGNA, uma vez que a
capacidade de expansao do tecido adiposo, a fim de armazenar lipideos é

limitada, requerendo que o excesso de TAG seja armazenado nos hepatdcitos.
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As fontes de TAG no figado sao provenientes do aumento da lipdlise
(aproximadamente 60%) e da DNL no figado (25%) (Donnelly et al., 2005).
Nesse contexto, a DNL consiste na sintese de acidos graxos nao esterificados a
partir da glicose. Para isso, a glicose € convertida em acetil-CoA por meio da
glicélise, e o acetil-CoA é entdo convertido em malonil-CoA pela acetil-CoA
carboxilase (ACC). A enzima acido graxo sintase (FASN) é responsavel por
catalisar a formacao de acido palmitico a partir de malonil-CoA e acetil-CoA. O
acido palmitico é entdo alongado e dessaturado para gerar acidos graxos
monoinsaturados, que sdo os principais constituintes dos acidos graxos dos
TAG. Acil-CoAs sao esterificados por glicerol-3-fosfato (G-3-P) aciltransferase
(GPAT) para formar o acido lisofosfatidico (LPA) e por 1-acilglicerol-3-fosfato
aciltransferase (AGPAT) para formar o acido fosfatidico (PA). O PA ¢é
desfosforilado pela lipina 1 para formar diacilglicerol (DAG), que é esterificado a
outra molécula de acil-CoA para formar triacilglicerol pela acil-CoA:diacilglicerol
aciltransferase (DGAT), que parece ser especialmente importante para a
producao de VLDL (Wurie et al., 2012; Heeren e Scheja, 2021). Outra molécula
importante na DNL & a Apolipoproteina B100 (Apo B100), sintetizada pelos
hepatdcitos e possui como caracteristica unica a capacidade de interagir com
espécies lipidicas (fosfolipideos, colesterol, TAG e ésteres de colesterol),
utilizadas para a formacao de VLDL (Rutledge et al., 2009).

Animais com obesidade durante a infancia podem apresentar disfuncdes
metabdlicas hepaticas como DHGNA (Oben et al., 2010), aumento de AGL
circulantes, hiperinsulinemia, comprometimento da via de sinalizagao da insulina
no figado e musculo esquelético, além da maior concentragao de glicocorticoides
circulantes (Hou et al., 2011), uma vez que o sistema hipotalamo-hipofise-
adrenal (HHA) desses animais amadurece mais rapidamente (Spencer &
Tilbrook, 2009; Boullu-ciocca et al., 2005). Dentro do metabolismo lipidico, os
glicocorticoides atuam na sintese e oxidagao de acidos graxos, na esterificacdo
de acidos graxos em TAG e fosfolipideos e no transporte lipideos lipoproteicos
para fora do figado (Klausner e Heimberg, 1957). Além disso, de acordo com a
literatura, os glicocorticoides tém um papel importante na homeostase
energética, capazes de aumentar o apetite e o peso corporal em humanos e
roedores (Tataranni et al., 1996; Zakrzewska et al., 1999), sendo que o seu
excesso pode contribuir para a adiposidade central, como observado na
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sindrome de Cushing (Rebuffé-Scrive et al., 1988). Diferentes modelos de
obesidade apresentam maiores concentragdes plasmaticas de glicocorticoides
e, inversamente, a remocgéao bilateral das glandulas adrenais, adrenalectomia
(ADX), é capaz de atenuar ou prevenir o desenvolvimento da obesidade (Bruce
etal., 1982; Yukimura et al., 1978 ; Dubuc & Wilden, 1986; Romsos, D. R., 1991).

Assim, sabe-se que: 1) os glicocorticoides s&o apontados como possiveis
mediadores para o desenvolvimento da obesidade e suas comorbidades em
diferentes modelos experimentais; 2) o método de redugcdo do tamanho da
ninhada é um modelo que leva a obesidade e suas comorbidades; 3) animais
com obesidade devido a reducao da ninhada apresentam disfungdes hepaticas,
metabdlicas e aumento de glicocorticoides circulantes; 4) a ADX reverte varios
efeitos metabdlicos em modelos de obesidade. Portanto, este estudo levantou a
hipétese de que os glicocorticoides contribuem para a dislipidemia e disfungdes
hepaticas metabdlicas em ratos adultos induzidos pela supernutricio neonatal.
Para a investigacao desta hipétese, o presente estudo teve como objetivo avaliar
os efeitos da ADX sobre parametros biométricos, perfil lipidico plasmatico,
metabolismo lipidico e via de sinalizagdo da insulina no figado em animais

machos adultos provenientes de ninhadas reduzidas.

3.2.2. MATERIAL E METODOS

3.2.2.1 Animais Experimentais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (n=77) obtidos por meio dos
acasalamentos de matrizes (n=27) provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Londrina (UEL). A prenhez foi constatada mediante a
observagédo de espermatozoides no esfregago vaginal juntamente com células
caracteristicas da fase do estro. Apds o nascimento, o ajuste do tamanho da
ninhada ocorreu no dia pés-natal 3 (DPN), e assim foram mantidos 3 filhotes, 2
machos e 1 fémea (ninhada reduzida — SL) ou 10 filhotes, 5 machos e 5 fémeas
(ninhada normal — NL) com cada fémea (Stopa et al., 2021). Os filhotes
excedentes foram submetidos a eutanasia por decapitacdo. Apds o desmame,
apenas os animais machos foram alojados em grupos de 3 a 4 ratos do mesmo
grupo experimental em cada caixa. As fémeas foram utilizadas em experimentos

de outro estudo do nosso grupo (Stopa et al., 2021).
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Os animais foram mantidos no biotério setorial do Departamento de
Ciéncias Fisiolégicas, com ambiente de luz (ciclo 12 h claro/escuro) e
temperatura (22 + 2 °C) controladas, e agua e alimentacédo a vontade, exceto
nas horas de restricdo alimentar antes do teste de tolerancia a glicose
intraperitoneal (ipGTT) e eutanasia. Todos os experimentos foram realizados no
Laboratério de Fisiologia Neuroendocrina e Metabolismo do Departamento de
Ciéncias Fisiologicas-CCB/UEL. Os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais para Experimentagdo
(numero CEUA: 3457.2109.11, Of. Circ. CEUA 60/2019).

3.2.2.2 Procedimentos cirurgicos: adrenalectomia ou cirurgia ficticia
(sham).

Os ratos foram submetidas a cirurgia de ADX bilateral ou cirurgia sham.Os
animais, em ambas as cirurgias, foram anestesiados com a associ¢cao de
ketamina (K, 100 mg/kg, Agener Unido) e xilazina (X, 20 mg/kg, Anasedan®,
Vetbrands, Jacarei, Brazil, 2%), por via intraperitoneal (ip). Foi realizada a
tricotomia da regido dorsal e realizada a incisédo, tendo como ponto de referéncia
0 angulo entre a ultima costela e a coluna vertebral. Depois de identificados os
musculos paravertebrais, estes foram seccionados, bilateralmente, permitindo a
identificacdo dos 6rgaos abdominais. Nos animais ADX, com o auxilio de uma
pinga, o tecido adiposo perirrenal foi exteriorizado e a glandula adrenal
seccionada. Para os animais da cirurgia ficticia (sham), foram realizados os
mesmos procedimentos anteriores, no entanto, ndo ocorreu a remog¢ao das
glandulas adrenais. Imediatamente apds, as incisbes foram suturadas e
higienizadas com alcool 70%. Apds a sutura, os animais receberam tratamento
profilatico com analgésico paracetamol (200 mg/mL, i.p.; dose de 200 mg/kg de
peso corpdreo) e antibidtico (Pentabidtico Veterinario, Fort Dodge; 1.200.000 Ul
de Penicilinas: 0,1 mL/100 g peso corporal ou 24.000 Ul/ 100 g peso corporal,
im), sendo recolocados nas caixas contendo fluidos (de acordo com o grupo
experimental) e alimentagdo a vontade, onde permaneceram até o dia do

experimento.

3.2.2.3 Protocolo experimental
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A avaliagao do peso dos animais foi realizada nos DPN 3, 7, 10, 14, 17 e
21 (Stopa et al., 2021). O desmame ocorreu no DPN 21. A partir do DPN 25, os
animais foram pesados a cada 5 dias e a ingest&do alimentar também foi avaliada.
O protocolo experimental comegou a partir do DPN 60. Apds 60 dias do
nascimento, os animais de cada ninhada (NL e SL) foram submetidos a cirurgia
de adrenalectomia bilateral (ADX) ou cirurgia ficticia (sham), e foram mantidos
em caixas coletivas constituindo os seguintes grupos experimentais para cada
ninhada:

- Grupo de cirurgia ficticia (sham): ratos mantidos com acesso livre a agua

contendo etanol 0,5%, como unica fonte de liquido;

- Grupo ADX: ratos adrenalectomizados bilateralmente (ADX) e mantidos com
acesso a solucao de NaCl 0,9% contendo etanol 0,5%, como unica fonte de
liquido;

- Grupo ADX+B: ratos adrenalectomizados bilateralmente (ADX) e mantidos com

acesso a solucdo de NaCl 0,9%, contendo corticosterona (25 mg/L) diluida em
etanol 0,5% (B).

Ap0s as cirurgias, os animais foram mantidos com acesso a solugéao agua
corrente contendo etanol 0,5%, ou NaCl 0,9% contendo etanol 0,5%, ou NaCl
0,9% contendo corticosterona (25mg/L) (Uchoa et al., 2009 a,b , 2010, 2012)
diluida em etanol 0,5% durante 14 dias, de acordo com o grupo experimental,
como descrito anteriormente. Todos os animais foram diariamente pesados e a
quantidade de alimento e fluido ingerido também foi avaliada diariamente, pelo
periodo de 14 dias. No DPN 73, os animais foram mantidos em restricao
alimentar, das 08h as 14h, para a realizagao do ipGTT. No DPN 74, os animais
foram pesados e a distancia nasoanal foi avaliada para a realizagao do indice de
Lee (Bernardis e Patterson, 1968), e foram mantidos em restricdo alimentar, das
08h as 14h, para a realizagdo da eutanasia por decapitagdo nos animais nao
anestesiados, as 14h. Apds a eutanasia, o sangue foi coletado para avaliacédo
das concentragdes plasmaticas de corticosterona, acidos graxos livres (AGL),
TAG, colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL) e baixa densidade
(LDL). O tecido adiposo retroperitoneal e epididimal foram retirados, pesados e
armazenados para analise histomorfométrica, bem como retiramos e
armazenamos o lobo esquerdo do figado para analises do conteudo de TAG e
proteinas por Western blotting (Fig. 9).
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Fig.9. Delineamento do protocolo experimental. NL: ninhada normal; SL: ninhada

reduzida; DPN: dia pds natal; ipGTT: teste de tolerancia a glicose via intraperitoneal.

3.2.2.4 Avaliagao da ingestao alimentar, ingestao de fluido e indice de Lee.

Avaliamos durante todo o periodo experimental o peso corporal (expresso
em gramas), ingestao alimentar (g/100g) e ingestao de fluidos (mL/100g) dos
animais. Os animais receberam racado para roedores (Nuvilab CR1, Nuvital®)
diariamente. Para a avaliagdo da ingestdo alimentar e de fluidos, utilizamos a
diferenca entre a oferta e a sobra de alimentos/fluidos, para calcularmos a
quantidade diaria de alimento/fluido. O indice de Lee foi avaliado no final de cada
experimento, e calculado considerando-se o peso corporal e o comprimento
nasoanal (CNA), dividindo-se a raiz cubica do peso corporal em grama pelo CNA
em centimetros e multiplicando-se por mil [*/Peso (g)/CNA (cm)] (Bernardis &
Peterson, 1968).

3.2.2.5 Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT).

Apos restricdo alimentar das 8-14h, as 14h do DPN 73, foi coletada uma
gota de sangue da cauda de cada animal para a determinagao da glicemia basal,
por meio da fita teste de determinacao de glicose sanguinea do aparelho Accu-
Check Advantage Il (Roche, Taquara, RJ, Brazil). Imediatamente apds, foi

realizada a administragao por via intraperitoneal de glicose 25% na dose de 1,0
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g/kg de peso corporal de animal. A partir de entédo, foram realizadas dosagens
de glicose sanguinea pela fita teste nos tempos 15, 30, 60 e 120 minutos apos a
administracao de glicose. Apés os 120 minutos, os animais retornaram para suas
caixas com alimentagao e fluidos a vontade (De Souza et al. 2019; Stopa et al.
2019; Stopa et al. 2021).

3.2.2.6 Eutanasia

A fim de evitarmos alteragbes bioquimicas e hormonais induzidas pela
anestesia (Windelgv et al 2016; Guarino et al. 2013), realizamos a eutanasia por
decapitagao nos animais nao- anestesiados, apos 6 horas de restricdo alimentar,
conforme aprovado pelo Comité de ética de uso de animal para experimentacao
(numero CEUA: 3457.2109.11, Of. Circ. CEUA 60/2019). Imediatamente apés a
decapitacao, o sangue foi coletado em tubos heparinizados e centrifugados, a
2500 rpm. e 4°C, durante 20 minutos para as analises bioquimicas. Analisamos
as concentracdes plasmaticas de colesterol total, colesterol LDL e HDL, TAG,
AGL e corticosterona. Imediatamente apds a decapitacao, a cavidade abdominal
e o escroto foram abertas, os tecidos adiposos brancos (subdivisdes epididimal
e retroperitoneal) foram visualizados e cuidadosamente removidos e pesados,

bem como retiramos e armazenamos o figado a -80°C.

3.2.2.7 Dosagens plasmaticas

A determinacdo das concentracbes plasmaticas de colesterol total,
colesterol HDL (kits comerciais, biotecnologia VIDA, MG), colesterol LDL (kits
comerciais, Wiener lab., Argentina), TAG (kits comerciais, Laborclin, PR) e AGL
(Falholt et al. 1973) foi realizada utilizando o método de espectrofotometria. Para
determinar a concentragdo plasmatica de corticosterona utilizamos a
metodologia modificada de Guillemin et al. (1958) por fluorimetria (de Souza et
al. 2019; Stopa et al. 2019; Stopa et al. 2021).

3.2.2.8 Analise histomorfométrica do tecido adiposo.

As amostras de tecido adiposo foram fixadas em formaldeido 4% em
solugao salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7,4, por 48 h a 4° C. Apds a
fixacao, os tecidos foram desidratados em concentragdes graduadas de etanol,
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clareados em xilol e incluidos em parafina a 62°C. Os cortes de 12 mm obtidos
em microtomo foram corados por hematoxilina e eosina e, em seguida,
capturados com o auxilio de um sistema de imagem acoplado a um microscépio
(Motic, Xiamen, China), onde foram analisados 3 campos de cada animal,
utilizando o software image J para a determinagéo da area dos adipdcitos (Parlee
et al., 2014).

3.2.2.9 Analise do conteudo de TAG no figado.

Para a determinagao do conteudo de triglicérides no figado, a extragao
dos lipideos foi realizada com a mistura cloroférmio-etanol, seguindo o método
de Folch (Folch et al.,1957), e a determinagédo do conteudo de TAG no extrato
lipidico foi por meio de ensaio enzimatico (kit comercial, Labtest®, Lagoa Santa,
MG, Brasil) e expressos em miligramas de triglicerideos por 100 miligramas de

figado.

3.2.2.10 Analise da expressao de proteinas do figado por Western-Blotting.

As amostras do figado foram homogeneizadas em tampéao de extragao
(NaCl 135 mM, KCI 2,7 mM, MgClz 1,0 mM, EDTA 10 mM, NasP207 5 mM, NaF
10 mM, Triton X-100 1%, Glicerol 10%, Tris 20 mM, PMSF 2 mM, NasVOs 2.5
mM, coquetel inibidor de protease (cOmplete™) com pH 7) e entdo foram
centrifugadas (12.000 r.p.m., 0 °C, 40 min) sendo o sobrenadante separado em
aliquotas e utilizado para a quantificagdo das proteinas totais pelo método de
Bradford (Bradford, 1976).

Utilizamos em todas as analises quantidades iguais (35ug) de proteinas
totais e as aplicamos em gel de poliacrilamida 8%, e posteriormente foram
submetidas a eletroforese (60 V) e a eletro-transferéncia das proteinas do gel
para a membrana de nitrocelulose (2 horas - 80 V). A membrana de nitrocelulose
foi corada com ponceau-S, para deteccao reversivel das bandas de proteinas
ap6s a transferéncia. Em seguida, a membrana foi lavada com PBST 0,1%
(tampao salina fosfato com 0,1% de Tween-20), submetida ao bloqueio com BSA
livre de gorduras a 4% diluida em PBST 0,1% por 1 h para impedir ligagdes
inespecificas entre a membrana e os anticorpos, e por fim, incubada com os
anticorpos primarios diluidos em BSA 4% em PBST 0,1%, como indicados na
Tabela 1, overnight a 4° C.
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Posteriormente, a membrana foi lavada com PBST 0,1% (4x por 5 min) e
incubada com o respectivo anticorpo secundario (IgG de coelho, Jackson
ImmunoResearch, n° 111-035-003; 1IgG de camundongo, Jackson
ImmunoResearch, n® 115-035-003; IgG de cabra, Jackson ImmunoResearch, n°
305-035-003; 1 :5000 em PBST a 0,1%; temperatura ambiente) conjugado com
peroxidase (1:5000 em PBST 0,1%) por 75 min a temperatura ambiente. Em
seguida, as membranas foram novamente lavadas com PBST 0,1% (4x por 5
min) e submetidas a reacdo de quimioluminescéncia (Clarity Western ECL
Substrate, Bio-Rad, #1705061), para deteccao dos blots. Os blots foram
visualizados em fotodocumentador (GenBox, Syngene®) e analisados usando o
programa Image J (National Institutes of Health, USA). A densidade dos blots foi

normalizada pela proteina constitutiva vinculina.

Tabela 1. Anticorpos primarios usados no Western blotting.

Proteina alvo N° Catalogo Diluicao
Vinculina sc-73614 1:500

Receptor de insulina fosforilado (p-IR) GTX25681 1:1000
Receptor de insulina (IR) #30255 1:1000
Substrato do receptor de insulina 1 (IRS1) sc-559 1:1000
Substrato do receptor de insulina 2 (IRS2) sc-1555 1:500

Fosfatidilinositol-3-quinase p110a (°''%PI3K) #4255 1:1000
Proteina quinase B (AKT) sc-8312 1:1000
Proteina quinase B fosforilada (5¢™"3p-AKT) sc-7985 1:1000
Transportador de glicose tipo 2 (GLUTZ2) sc-9117 1:500

Acido graxo sintase (FASN) ab22759 1:1000
Diacilglicerol aciltransferase 2 (DGAT2) sc-66859 1:1000
Apolipoproteina B100 (APOB100) MABS2046  1:1000
11B-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1 (11p-HSD1) sc-20175 1:1000

3.2.2.11. Analise estatistica.
A distribuigdo normal e a homogeneidade dos dados foram analisadas
pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente, e os resultados foram

analisados por ANOVA de duas vias, seguido do pds- teste de Tukey. Os dados
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foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM). As diferencas

foram consideradas significativas com p<0,05.

3.2.3. RESULTADOS

A adrenalectomia atenua as alterag6es nos parametros ponderais e
bioquimicos induzidas pela supernutricao durante a lactagao pelo método
de redugéao tamanho da ninhada em ratos:

Observamos que n&o houve interagdo entre os grupos e o tamanho da
ninhada (NL e SL) sobre o ganho de peso corporal [F(2; 65)=1,18, p=0,31], com
efeito do tamanho da ninhada (NL e SL) [F(1; 65 )=9,11, p=0,004] e grupos
(sham, ADX e ADX+B) [F(2; 65)=37,5, p<0,001]. Os animais SL demonstraram
aumento no ganho de peso corporal em comparagdo com os grupos NL. Os
animais ADX apesentaram redugédo do ganho de peso corporal em comparagéo
com o grupo sham e o tratamento com corticosterona aumentou o ganho de peso
corporal, em comparagao com o grupo ADX em ambas as ninhadas (Fig. 10.A).
Nao houve interagdo entre os grupos e o tamanho da ninhada no indice de Lee
[F(2; 68)= 0,09, p=0,914], sem efeitos do tamanho da ninhada [F(1; 68)=0,015,
p=0,903] e com efeitos dos grupos [F(2; 68)=4,11, p=0,021]. Os grupos ADX em
ambas as ninhadas demonstraram diminuicdo no indice de Lee em comparagao
com seus respectivos animais sham (Fig. 10.B).

Houve interagéo entre os grupos e tamanho da ninhada na ingestao de
alimentar [F(2; 68)=5,88, p=0,004]. A ingestdo alimentar dos animais SL dos
grupos sham e ADX+B foi menor do que seus respectivos grupos NL. Os grupos
ADX, em ambas as ninhadas, mostraram redugao na ingestdo de alimentar, em
comparagao com animais sham, e o tratamento com corticosterona reverteu os
efeitos da ADX nos animais NL (Fig. 10.C). Nao houve interagao entre grupos e
tamanho da ninhada na ingestao de fluidos [F(2; 68)=1,31, p=0,28], sem efeitos
do tamanho da ninhada [F(1,68)=2,05, p=0,16], mas efeitos dos grupos [F(2;
68)=15,33, p<0,001]. Os grupos ADX + B em ambas as ninhadas apresentaram
maior ingestdo de fluidos em comparagdo com os grupos sham e ADX (Fig.
10.D).
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Fig. 10. Ganho de peso corporal do DPN 60 a 74 (A), indice de Lee (g 3 /cm) (B) em
DPN 74, média da ingestdo alimentar diaria (9/100g) (C) e média da ingestao de fluido
diaria (mL/100g) do DPN 60 a 74 (D) de ratos de ninhadas normais (NL) e reduzidas
(SL): sham; ADX; ADX+B. Os dados foram analisados por Anova de duas vias, seguido
pelo teste pds- teste de Tukey e expressos como média + EPM. *p < 0,05; #p < 0,05 SL

versus NL; B= corticosterona (n = 13).

Os grupos SL-ADX e SL-sham apresentaram aumento na glicemia basal
(p=0,01) e em 120 min (p=0,02), respectivamente, apds sobrecarga de glicose
via intraperitoneal, em comparagao com seus respectivos grupos NL. Aos 30 min
apods a sobrecarga de glicose, observamos que o tratamento com corticosterona
promoveu aumento da glicemia, em ambas as ninhadas (NL: p=0,044 / SL:
p=0,013) em comparagao com o seu respectivo grupo sham, e em 120 min (NL:
p=0,02 / SL: p=0,03) em comparagdao com o grupo ADX. Observou-se que o
grupo ADX de ambas as ninhadas apresentou menor glicemia aos 120 min em
comparagao com seus respectivos grupos sham (NL: p=0,03 / SL: p=0,0001)
(Fig. 11.A). Toda resposta da curva do ipGTT foi integrada na area sob a curva
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(ASC) do ipGTT (Fig. 11.B), demonstrando nao haver interacéo entre grupos e
tamanho da ninhada [F(2; 60=0,62, p=0,54), mas com efeitos do grupo [F(2;
60=9,59, p<0,001) e tamanho da ninhada [F(1; 60=4,40, p=0,04). A reducédo do
tamanho da ninhada promoveu aumento (p<0,05) da ASC do ipGTT em todos
0s grupos SL em comparagao aos animais NL. Em ambas as ninhadas, a ADX
reduziu a glicose plasmatica em comparagdo com animais sham, sendo que o
tratamento com corticosterona nao alterou essa resposta.

Houve interagdo entre os grupos e o tamanho da ninhada nas
concentragbes plasmaticas de AGL [F(2; 57)=5,59, p=0,006] e TAG [F(2;
59)=3,29, p=0,044]. Em animais sham, a redu¢ao do tamanho da ninhada induziu
aumento nas concentracdes plasmaticas de AGL, e a ADX reduziu esta resposta,
porém sem efeitos tratamento com corticosterona. A ADX reduziu as
concentragdes plasmaticas de TAG e o tratamento com corticosterona reverteu
essa resposta em ambas as ninhadas, mas as concentragdes plasmaticas de
foram menores nos animais ADX+B da SL do que nos grupos ADX-SL e ADX+B-
NL (Fig. 11 C e D).

Observamos interacao entre grupos e tamanho da ninhada (NL e SL) nas
concentragcbes plasmaticas de colesterol total [F(2; 56)=5,54, p=0,006] e LDL
[F(2; 58)=5,52, p=0,006], sem interacdo no colesterol HDL [F(1; 61)=2,22,
p=0,117]. A reducédo do tamanho da ninhada promoveu maiores concentragcdes
plasmaticas de colesterol total e LDL no grupo sham em comparagdo aos
animais NL-sham. No grupo NL, o tratamento com corticosterona em animais
ADX induziu maiores concentracdes de colesterol total e LDL em comparagao
aos animais sham e ADX (Fig. 11 E e F). As concentragdes plasmaticas de
colesterol HDL apresentaram efeitos do grupo [F(2; 61)=19,72, p<0,001], sem
efeitos do tamanho da ninhada [F(1; 61)=0,7, p<0,407]. A ADX reduziu (p<0,001)
as concentracdes plasmaticas de HDL, em comparagéo com o grupo sham, e o
tratamento com corticosterona reverteu (p<0,001) esse efeito em ambas as
ninhadas (Fig. 11 G). Houve interagcédo entre o grupo e o tamanho da ninhada
nas concentragdes plasmaticas de corticosterona [F (2; 47) =5,16, p=0,009)]. A
reducdo do tamanho da ninhada induziu maiores (p<0,05) concentragdes
plasmaticas de corticosterona em animais sham em comparagdo com seus
respectivos animais NL. A adrenalectomia reduziu (p<0,05) a concentracao

plasmatica de corticosterona em ambas as ninhadas e o tratamento com
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corticosterona aumentou a concentracdo plasmatica de corticosterona nos

animais NL, ndo apresentando efeitos nos animais SL (Fig. 11 H).
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Fig. 11. Glicose plasmatica - ipGTT (mg/dL) (DPN 73) (A), ASC Glicose plasmatica -
ipGTT 0-120 min (mg/dL) (DPN 73) (B), concentragdes plasmaticas de AGL (umoles/dL)
(C), triacilglicerois (mg/dL) (D), colesterol total (mg/dL) (E), colesterol HDL (mg/dL) (F),
colesterol LDL (mg/dL) (G) e corticosterona plasmatica (ug/dL) (H) de ratos de ninhadas
normais (NL) e reduzidas (SL) no DPN 74: sham; ADX; ADX+B. Os dados foram
analisados por Anova de duas vias, seguido pelo pos-teste de Tukey e expressos como
média + EPM. *p < 0,05 versus respectivo grupo sham; #p < 0,05 SL NL; +p < 0.05

versus respectivo grupo ADX+B. B= corticosterona (n = 13).

Nao houve interacédo entre grupos e tamanho da ninhada (NL e SL) no
peso do tecido adiposo branco (TAB) epididimal [F(2; 66)=0,39, p=0,68] e
retroperitoneal [F(2; 67)=0,67, p=0,52], com efeito do tamanho da ninhada
[epididimal: (F(1,66)=11,46, p=0,001); retroperitoneal (F(1,67)=12,21, p<0,001)]
e grupos [epididimal: (F(2,66)=23,60, p<0,001); retroperitoneal (F(2,67)=27,31,
p<0,001)] em ambos os depdsitos de TAB. (Fig. 12 A e B). Os animais SL
apresentaram aumento (p<0,001) no peso de ambos depédsitos de TAB em
comparagao com seus respectivos grupos NL. A ADX reduziu o peso de ambos
TAB tanto em animais NL quanto SL. No TAB epididimal, o tratamento com
costicosterona aumentou a area de adipdcitos desse tecido adiposo em
comparagao com o0s animais ADX de ambas ninhadas, sem efeitos no TAB
retroperitoneal. Nado observamos interagdo entre a ninhada e o grupo na area
dos adipécitos do TAB epididimal (F(2,39)=1,55, p=0,23) e do TAB
retroperitoneal (F(2,37)=2,01, p=0,15), com efeitos do tamanho da ninhada no
tecido adiposo epididimal (F(1,39)=16,31 , p<0,001) e retroperitoneal
(F(1,37)=25,80, p<0,001) e dos grupos no tecido adiposo epididimal
(F(2,39)=22,30 , p<0,001) e retroperitoneal (F(2,39)=44,56, p<0,001). A reducéo
do tamanho da ninhada promoveu aumento na area dos adipécitos do tecido
adiposo epididimal e retroperitoneal em relacdo aos seus respectivos animais
NL. A ADX reduziu a area dos adipécitos de ambos tecidos adiposos tanto nos
animais NL quanto SL. Em ambas ninhadas, o tratamento com costicosterona
aumentou a area de adipdcitos dos dois depositos de TAB em comparagdo com
os animais ADX (Fig.12 C e D).
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Fig. 12. Peso do tecido adiposo epidimal (g/100g) (A), peso do tecido adiposo
retropeitoneal (g/100g) (B), area dos adipdcitos do tecido adiposo epididimal (um?) (C),
area dos adipdcitos do tecido adiposo retroperitoneal (um?) (D), fotomicrografias
representativas (ampliagdo de 100x) do tecido adiposo epididimal (E), e do tecido
adiposo retroperitoneal (F) coradas com hematoxilina-eosina, de ratos de ninhadas
normais (NL) e reduzidas (SL): sham; ADX; ADX+B. Barra de escala = 100 ym. Os
dados foram analisados por Anova de duas vias, seguido pelo teste pds- teste de Tukey
e expressos como média + EPM. *p < 0,05; #p < 0,05 SL versus NL; B= corticosterona
(n=13).

Efeitos da adrenalectomia e tratamento com corticosterona na via de
sinalizagao da insulina hepatica de ratos adultos com supernutricao na
lactagao:

Nao houve interacdo entre os grupos e o tamanho da ninhada na
expressao de pIR/IR [F(2; 50)=1,08, p=0,35], sem efeitos do tamanho da ninhada
[F(1;50)=2,56, p=0,12] e grupos [F(2; 50)=0,18, p=0,84] (Fig.13 A). Também né&o
foi observada interagdo entre os grupos e o tamanho da ninhada em
IRS1/Vinculina [F(2;50)=1,00, p=0,37], sem efeitos do tamanho da ninhada
[F(1;50)=0,32, p=0,57] e com efeitos de grupos [F(2;50)=4,67, p=0,014] (Fig.13
B). O tratamento com corticosterona nos animais ADX promoveu maior
expressao de IRS1 no figado de ambas as ninhadas. Nao observamos interagao
entre os grupos e o tamanho da ninhada em IRS2/Vinculina [F(2;50)=0,13,
p=0,88], sem efeitos do tamanho da ninhada [F(1;50)=2,55, p=0,12] e com
efeitos dos grupos [F(2;50)=12,59, p< 0,001]. Os animais ADX de ambas as
ninhadas apresentaram diminuigao na expressao de IRS2, em comparagéo com
0s animais sham, e o tratamento com corticosterona reverteu esta resposta
(Fig.13 C).

Nao ocorreu interacdo entre os grupos e o tamanho da ninhada em
PI3KNinculina [F(2;47)=1,72, p=0,19], com efeitos do tamanho da ninhada
[F(1;47)=15,76, p<0,001] e sem efeito dos grupos [F(2;47)=0,88, p=0,42] (Fig.13
D). A redugao do tamanho da ninhada promoveu diminui¢do na expressao de
PI3K/Vinculina em comparagdao com os respectivos animais NL. Nao houve

interacao entre os grupos e o tamanho da ninhada na expressao de
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pIRIR

IRS2/Vinculina

Serd73pAKT/AKT

SerdT3p AKT/AKT [F(2; 50)=1,41, p=0,25], sem efeitos do tamanho da ninhada
[F(1;50)=1,71, p=0,20] e grupos [F(2 ; 50)=1,21, p=0,31] (Fig.13 E). Nao
observou-se interagéo entre os grupos e tamanho da ninhada na expressao de
Glut 2/Vinculina [F(2;49)=0,19, p=0,83], sem efeitos do tamanho da ninhada
[F(1;49)=0,99, p=0,33] e grupos [F(2;49)=1,19, p=0,31] (Fig.13 F).
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Fig. 13. Expressao hepatica do receptor de insulina (IR) (A), substrato do receptor de
insulina (IRS) 1(B), substrato do receptor de insulina (IRS) 2 (C), PI3Kp110 (D),
Sert3p AKT/AKT (E) e GLUT2 (F) de ratos de ninhadas normais (NL) e reduzidas (SL) no
DPN 74: sham; ADX; ADX+B. Os dados sado expressos como média + EPM. *p < 0,05;
#p < 0,05 SL versus NL; B= corticosterona (n = 13).
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Efeitos da adrenalectomia e tratamento com glicocorticoide no
metabolismo lipidico do figado de ratos adultos com supernutricdo na
lactagao:

Nao houve interagéo entre os grupos e o tamanho da ninhada em relagao
ao conteudo de triacilglicerdis hepaticos [F(2;52)=0,27, p=0,76], com efeitos do
tamanho da ninhada [F(1;52)=48,73, p<0,001] e grupos [ F(2;52)=12,73,
p<0,001]. Os animais SL apresentaram maior (p<0,05) teor de TAG hepaticos do
que os animais NL. A ADX promoveu reduc¢ao (p<0,05) no TAG hepaticos e o
tratamento com corticosterona reverteu essa resposta em ambas as ninhadas
(Fig. 14 A).

Notamos que ndo houve interacdo entre os grupos e o tamanho da
ninhada na expressao de p-ACC/ACC [F(2;45)=1,60, p=0,21], sem efeitos do
tamanho da ninhada [F(1;45)=0,0003, p=0,99 ] e com efeitos de grupos
[F(2;45)=2,49, p= 0,21] (Fig. 14 B). Nao foi observada interacao entre os grupos
e o tamanho da ninhada na expressao de FASN/Vinculina [F(2;47)=0,24,
p=0,79], com efeitos do tamanho da ninhada [F(1;47)=7,01, p=0,011] e grupos
[F(2;47)=6,82, p=0,003]. A redugédo do tamanho da ninhada promoveu aumento
na expressdao de FASN/Vinculina em comparagdo com animais NL. A
adrenalectomia promoveu redugdo na expressdao de FASN/Vinculina e o
tratamento com corticosterona foi capaz de reverter essa reposta em ambas as
ninhadas (Fig. 14 C).

Nao houve interacdo entre os grupos e o tamanho da ninhada na
expressao de DGAT2/Vinculina [F(2;50)=0,06, p=0,94], sem efeitos do tamanho
da ninhada [F(1;50)=1,92, p=0,17] e grupos [F(2;50)=0,06, p= 0,94] (Fig. 14 D).
Também nao ocorreu interagdo entre os grupos e tamanho da ninhada em
APOB100/Vinculina [F(2;50)=1,22, p=0,30], sem efeitos do tamanho da ninhada
[F(1;50)=2,96, p=0,092] e grupos [F(2;50)=0,53, p= 0,59] (Fig. 14 E). Em relagao
a 11p-HSD1, nao observamos interacao entre os grupos e tamanho da ninhada
[F(2; 50)=0,05, p=0,95], com efeitos do tamanho da ninhada [F(1; 50)=6,27,
p=0,02 ] e sem efeitos de grupos [F(2;50)=1,64, p=0,20] (Fig. 6 A). Todos os
animais SL apresentaram diminuicdo da expressao de 11B3-HSD1, em

comparagao com os respctivos animais NL (Fig. 14 F).
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Fig. 14. Triglicérides hepaticos (mg/mg de figado) (A), expressao hepatica da enzima
acido graxo sintase (FASN) (B), acetil-CoA carboxilase (p-ACC/ACC) (C), diacilglicerol
aciltransferase (DGAT) 2 (D), Apo B100 (E) e 11B-hidroxiesteroide desidrogenase 1
(11B8-HSD1) (F) de ratos de ninhadas normais (NL) e reduzidas (SL) no DPN 74: sham;
ADX; ADX+B. Os dados sao expressos como média £+ EPM. *p < 0,05; #p < 0,05 SL

versus NL; B= corticosterona (n = 13).

3.2.4. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo investigar a contribuicdo dos
glicocorticoides nas fungdes metabdlicas e lipidicas do figado em ratos Wistar
adultos com supernutricao lactacional. Para isso, utilizamos como ferramentas
para atingirmos nossos objetivos, a avaliagdo dos efeitos da ADX e do
tratamento com corticosterona nesses animais. Este estudo é pioneiro em
demonstrar que a ADX atenuou as alteragcdes plasmaticas e hepaticas
observadas apoés a supernutricdo na lactacao, e o tratamento com corticosterona
foi capaz de reverter a maioria dos efeitos induzidos pela ADX, indicando que os
glicocorticoides circulantes contribuem para o prejuizo nas fungbes hepaticas e
alteragdes bioquimicas induzidas pela obesidade durante a infancia em ratos
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adultos.

Existem diferentes modelos que podem ser utilizados a fim de se alcangar
a obesidade em roedores, dentre as opgdes, o0 método de reducédo do tamanho
da ninhada tem ganhado bastante destaque para a observagdo das
consequéncias da superalimentagao neonatal precoce (Plagemann et al., 1999a;
Plagemann et al., 1999b). Nesse modelo, ocorre uma diminuigdo da competicéo
pelo leite materno durante o periodo de amamentacao, aliado ao fato de que
varios autores afirmam que a composic¢ao do leite materno é modificada também,
apresentando assim maior concentragao de lipideos e principalmente aumento
de TAG (Cunha et al., 2009 ; Moreira et al., 2009; Sefcikova et al., 2011).

Segundo varios autores, o método de redugdo do tamanho da ninhada
programa o excesso de peso na idade adulta (Rodrigues et al., 2009; Rodrigues
et al., 2011; Ferretti et al., 2011; Plagemann et al., 1992; Boullu-Ciocca et al.,
2005 ; Conceigao et a., 2011). O aumento do ganho de peso corporal, bem como
alteracao do perfil lipidico em animais SL vao ao encontro a dados da literatura
que apontam que animais advindos de ninhadas reduzidas apresentam
alteragdes relacionadas a obesidade que persistem até a idade adulta, como o
maior ganho de peso corporal, acompanhado da maior concentra¢d de AGL (Bei
et al. 2015) e colesterol total (Hahn, 1984; Enes-Marques et al., 2020), sem
alteragdes nos triglicérideos plasmaticos (Conceigao et al. 2013, Rodrigues et
al., 2007).

Estudos observaram que apdés o desmame de ratos e camundongos de
ninhadas reduzidas houve o aumento no tecido adiposo branco visceral,
acompanhado do aumento na superficie do adipécito (Boullu-Ciocca et al., 2005;
2008; Hou et al., 2011). O tecido adiposo subcutaneo desses animais também
aumenta durante a adolescéncia, porém na vida adulta o mesmo nao ocorre,
indicando que o maior peso corporal e peso do tecido adiposo sdo devidos
principalmente ao aumento da massa de tecido adiposo visceral (Wiedmer et al.,
2002), corroborando com nossos achados de aumento do tecido adiposo branco
epididimal e retroperitoneal nos animais SL. O maior teor de tecido adiposo
branco visceral no desmame e posteriormente foi associado a maiores
quantidades da enzima FASN, enzima que catalisa a sintese de novo acidos
graxos (DNL) e as atividades lipogénicas no tecido adiposo retroperitoneal
(Balonan & Sheng, 2000). Curiosamente, além da dislipidemia, animais adultos
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com obesidade induzida durante a lactacdo do presente estudo também
apresentavam aumento do conteudo hepatico de TAG, acompanhado do
aumento da DNL, evidenciado pela maior expressédo de FASN no figado, estando
de acordo com estudos anteriores (Ribas-Aulinas et al., 2021; Yang et al., 2018;
Duff e Snell, 1982). Sabe-se que a obesidade esta associada a DHGNA, uma
vez que a capacidade de expansao dos adipécitos € limitada, de modo que o
excesso de lipideos € armazenado em tecidos ectépicos, como o musculo e o
figado, sendo nos hepatdcitos principalmente na forma de TAG (Godoy-Matos et
al., 2020). De fato, o aumento do conteudo hepatico de TAG, da concentragéo
plasmatica de TAG e AGL, podem ser atribuidos ao aumento da expressao da
FASN no figado dos animais SL, podendo entdo ser responsavel pelo aumento
da sintese de acidos graxos e, consequentemente, da via da DNL nesses
animais com obesidade.

Além do maior ganho de peso corporal, do depdsito de TAB, demonstrado
pelo aumento do peso do TAB e da area dos seus adipocitos e comprometimento
do perfil lipidico, os animais SL também apresentaram maior concentracédo de
glicocorticoides circulantes, conforme ja demonstrado anteriormente (Souza et
al. 2022; Hou et al., 2011). Sabe- se que animais com obesidade em diferentes
modelos experimentais tém maiores concentracbes de  glicocorticoides
circulantes (Mantha et al., 1999; Tokuyama e Himms-Hagen, 1989; Freedman et
al. 1986), e que a remocao deles por meio da ADX é capaz de atenuar ou
prevenir o desenvolvimento da obesidade (Romsos,1991; Tokuyama e Himms-
Hagen 1989; Freedman et al. 1986), apontando os glicocorticoides como
possiveis mediadores da obesidade nesses modelos experimentais. Nesse
sentido, o papel dos glicocorticoides como importante modulador do balango
energético na obesidade induzida pela supernutrigdo neonatal também foi
demonstrado no presente trabalho, pois observamos que a ADX foi capaz de
reduzir o ganho de peso corporal, a ingestao alimentar, bem como a adiposidade,
evidenciada pela redugao do peso do TAB e da area dos adipdcitos, além de
induzir uma melhora no perfil lipidico, com redugéo de AGL, TAG, colesterol total
e LDL, reduzir o conteudo de TAG, bem como a expressao de FASN no figado
dos animais SL, e o tratamento com corticosterona restaurou a maioria dessas
alteragdes induzidas pela ADX.

A reducao do ganho de peso corporal, do depdsito de TAB e do perfil
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lipidico plasmatico de animais adultos com obesidade neonatal, devido a ADX,
esta de acordo com atenuacao ou mesmo reversao nos parametros metabdlicos
observados em outros modelos de obesidade promovidos pela ADX (Alarrayed
etal, 1992; Yilmaz et al., 2002; Kibenge e Chan, 2001; Mantha et al., 1999). Além
disso, a diminuicdo do conteudo de TAG e da expressdo da FASN no figado
induzida pela ADX pode ser explicada pelos efeitos estimulatérios bem
estabelecidos dos glicocorticoides, tanto no acumulo de lipideos e TAG no figado
(Suzuki e Mizugashira, 1979) quanto na expressao de enzimas-chave da DNL
no figado, como a FASN (Wang et al., 2004; Lee et al.,2011). Assim, € sugestivo
que a maior concentragédo de glicocorticoides circulantes nos animais SL pode
ter efeitos permissivos na expressao de FASN e, consequentemente, na DNL e
acumulo de TAG no figado, uma vez que a ADX foi capaz de atenuar esses
parametros no presente trabalho, e que os glicocorticoides sao conhecidos por
induzir a expressao da FASN e promover o aumento da DNL (Wang et al., 2004;
Lee et al.,2011), bem como acumulo do conteudo de TAG no figado (Suzuki e
Mizugashira, 1979). Além disso, estudos in vitro mostraram que tanto o acumulo
de lipideos quanto o conteudo de TAG nas células HepG2 foram
significativamente aumentados pelo tratamento com glicocorticoides por meio do
aumento de DNL (Yang et al., 2018). Assim, a falta de efeitos da reducéo do
tamanho da ninhada e da adrenalectomia em outras moléculas envolvidas no
metabolismo lipidico hepatico indica que provavelmente a FASN é a molécula
chave que medeia a regulacdo positiva induzida pelos glicocorticoides na DNL e
no acumulo de TAG no figado em ratos adultos com obesidade infantil.

A partir dos dados do ipGTT e da ASG do ipGTT, observamos que o0s
animais SL apresentam intolerancia a glicose na idade adulta. Apesar da insulina
plasmatica ndo ter sido medida, sabe-se que animais oriundos de ninhadas
reduzidas apresentam maiores concentragdes plasmaticas de insulina
(Conceigao et al. 2013, Liu et al. 2013, Hou et al., 2011), e que a insulina regula
o0 metabolismo da glicose nos hepatdcitos, estimulando a glicdlise e a sintese de
glicogénio e inibindo a gliconeogénese (Titchenell et al., 2017). Além disso, atua
no metabolismo lipidico, estimulando DNL principalmente pela regulagao positiva
do fator de transcrigdo da proteina de ligagao do elemento regulador de esterol
(SREBP)-1c para expressao de ACC e FAS (Csaki e Reue., 2010; Horton tal.,
2002), importantes para a sintese de acidos graxos e biossintese de lipideos.
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Para isso, a insulina se liga ao seu receptor, o receptor de insulina (IR) na
membrana, um receptor com atividade tirosina quinase que se autofosforila na
superficie interna da célula apos a ligagdo da insulina e, assim, ativa sua
atividade tirosina quinase, resultando na fosforilagdo de proteinas substratos do
receptor de insulina (IRS) em residuos de tirosina, que podem ativar a
fosfaditilinositol-3-quinase (PI3K). PI3K é um dimero composto por uma
subunidade catalitica (p110) e outra regulatoria (p85), e as proteinas-alvo de PI3-
K sdo a AKT e a protetina quinase C (Barker et al.,1992; Lietzke et al.,200; Czech
e Corvera , 1999). Nesse contexto, a redugédo da expressao de PI3K no figado
de animais adultos com supernutricdo neonatal observada no presente trabalho
esta de acordo com o comprometimento da via hepatica da PI3K em animais
com superalimentagdao neonatal durante a idade adulta, como demonstrado em
estudos anteriores (Huang et al., 2021; Conceigao et al., 2013). Apesar das
outras moléculas desta via terem se mantido inalteradas no presente estudo,
estes dados sugerem uma interrupgéo parcial da via de sinalizagdo da insulina
no figado de ratos adultos com supernutricdo neonatal.

Esta bem estabelecido que o GLUT2 no figado é responsavel pelo influxo
de glicose no periodo pds-prandial e pelo efluxo de glicose nos periodos pés-
absortivos e de jejum (Chadt et al., 2020). Além da via de sinalizagdo da insulina,
a auséncia de alteragdes na expressao de GLUT 2 no figado, seja pela reducao
do tamanho da ninhada ou pela adrenalectomia, também aponta que o aumento
da DNL observado nos animais SL ndo esta relacionado a utilizagdo de glicose
induzida pela insulina no figado, uma vez que a via PI3BK-AKT neste tecido ndo
esta aumentada em animais com obesidade infantil. Por outro lado, a diminuicdo
da expressao de IRS2 no figado apds ADX poderia justificar, pelo menos em
parte, a redugéo da expressédo de FASN e do conteudo de TAG no figado, uma
vez que o IRS2 no figado tem sido apontado como importante mediador da
sintese de lipideos e da DNL no figado (Eckstein et al ., 2017).

Sabe-se que a 11B3-HSD1esta presente no reticulo endoplasmatico e é
amplamente expressa no figado e no tecido adiposo, sendo responsavel por
amplificar a agéo local dos glicocorticoides, convertendo a cortisona inativa em
cortisol ativo (corticosterona) (Bujalska, et al., 1997; Jamieson, et al., 1995;
Masuzaki, et al., 2001). A maioria dos modelos animais de obesidade mostra que
a expressao e/ou atividade hepatica de 11-HSD1 permanece inalterada (Morton
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et al., 2004) ou reduzida (Drake et al., 2005). Apesar de Yang et al (2018) terem
relatado que a redugao do tamanho da ninhada induzida pela superalimentacao
pos-natal leva ao aumento da expressdo do RNAm de 113-HSD1 no figado de
ratos adultos, os dados deste trabalho indicam o oposto, uma vez que
observamos que a expressdo hepatica da enzima 11B-HSD1 é regulada
negativamente pela supernutricdo neonatal. Consequentemente, € provavel que
o0 acumulo hepatico de lipideos, levando a um risco aumentado de DHGNA
durante a idade adulta em animais com supernutricdo na lactagdo, possa ser
atribuido ao aumento de glicocorticoides circulantes, ao invés da superexposigao
aos glicocorticoides por meio da regulagédo positiva da 113-HSD1 no figado.
Essa redugcdo na 11B-HSD1 hepatica pode ser responsavel pelo
comprometimento parcial da via de sinalizagao da insulina no figado no presente
estudo, uma vez que a superexpressdo de 11B3-HSD1 no figado de
camundongos resulta em resisténcia a insulina (Masuzaki et al., 2001; Peterson
et al., 2004).

Em resumo, as disfungdes metabdlicas e hepaticas em ratos adultos com
supernutricdo neonatal foram atenuadas pela ADX, e o tratamento com
corticosterona restaurou a maioria das respostas promovidas pela ADX. Em
conjunto, esses dados mostram que, como em outros modelos de obesidade, na
obesidade infantil, os glicocorticoides também tém efeitos permissivos em induzir
hiperlipidemia e acumulo de TAG no figado, provavelmente por estimular uma
das principais enzimas da DNL, a FASN. Em conclusdo, o papel dos
glicocorticoides nas altera¢gdes metabdlicas observadas na obesidade deve ser
considerado e possivelmente alvo de intervengdes na obesidade e na sindrome

metabdlica.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo pretendeu verificar se a supernutricao lactacional altera
a responsividade aos efeitos do tratamento prolongado com glicocorticoide na
homeostase energética bem como no eixo HPA. Além disso, analisar se a ADX
altera os efeitos promovidos pela obesidade infantil nos parametros ponderais,
bioquimicos e vias metabdlicas da insulina e de lipideos no figado.

Em resumo, este estudo foi pioneiro em demonstrar que ratos adultos de
ninhadas SL apresentam:

v’ hiperatividade do eixo HHA,;

v" menor expressdo de MR no PVN;

v’ ndo apresentam respostas aos glicocorticoides no balango
energético e feedback negativo classico do HHA,;

Observamos ainda que a ADX foi capaz de atenuar as disfungdes
metabdlicas e hepaticas de ratos adultos com supernutricio neonatal e que o
tratamento com corticosterona restaurou a maioria das respostas promovidas
pela ADX nos:

v/ parametros ponderais e bioquimicos;
v" hiperlipidemia e acimulo de TAG no figado;

v" maior expressao da FASN;

A hipotese do presente era de que animais obesos fossem mais
susceptiveis aos efeitos anabdlicos e resistentes ao feedback negativo dos dos
glicocorticoides que os de ninhada normal, e que ADX seria capaz de reduzir os
efeitos metabdlicos induzidos pela obesidade por meio do método de
manipulacdo do tamanho da ninhada. Dessa forma, a obesidade infantil reduziu
tanto os efeitos dos glicocorticoies exdgenos na homeostase energética quanto
no eixo HHA, e os glicocorticoides contribuem para as alteragées metabdlicas e
hepaticas induzidas pela obesidade infantil na vida adulta. Por meio desse
estudo conseguimos confirmar a importancia dos glicocorticoides no quadro de
obesidade infantil, no prejuizo das funcdes hepaticas e metabdlicas.

Em conclusdo, ao analisarmos a obesidade como um grande problema de

saude publica, devemos levar em consideragcdo o relevante papel dos
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glicocorticoides e assim, engloba-los como alvo de estudos e possiveis

intervencgdes.
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6. ANEXOS

6.1. ANEXO A - Cépia do parecer da Comissio de Etica no Uso de Animais
da UEL

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 60/2019 Londrina, 24 de abril de 2019.
Prezado (a) professor (a)

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado: “Supernutri¢io pés-natal por reducio da
ninhada: efeitos nos parimetros metabélicos e reprodutivos em fémeas e participacgio dos glicocorticoides
nas alteracdes metabélicas em machos" protocolo CEUA n°® 3457.2019.11 sob a responsabilidade de Ernane
Torres Uchda, que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado
pela Comissio de Ftica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL), em
24/04/2019.

Este projeto tem por objetivo avaliar os efeifos da manipulagio do tamanho da ninhada no
desenvolvimento sexual, metabolico ¢ comportamento reprodutivo de fémeas e de suas proles, ¢ avaliar os
efeitos da adrenalectomia e do tratamento prolongado com corticosterona nas respostas induzidas pelo método de
manipulagdo do tamanho da ninhada na homeostase energética em machos. Grau de Invasividade: 3

Finalidade () Ensino  ( x) Pesquisa cientifica

Vigéncia da autorizagdo 01/06/2019 a 31/05/2022

Espécie/ linhagem/ raga Rato heterogénico / Wistar

N° de animais Matrizes: 80 machos e 60 fémeas oriundos do Biotério
Central do CCB

Prole estimada - 1* geragdo: 300 machos e 300 fémeas
Prole estimada - 2 * geragdo: 100 machos e 100 fémeas
Total: 940 animais

Peso/ Idade Matrizes adultas: 210-230g

Prole estimada - 1°* geragdo: 60 a 90 dias

Prole estimada - 2 ° gera¢do: 60 dias

Sexo 480 Machos ¢ 460 fémeas )

Origem Biotério Central do CCB da Universidade Estadual de
Londrina

Amostras a serem coletadas Sangue, cérebro, tecido adiposo, swab vaginal e adrenais

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental aprovado,
deve-se submeter o novo protocolo a apreciagdo da CEUA/UEL anteriormente a execugdo das modificagdes.

Coloco-me a disposi¢do para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessarios. Sem mais para
0 momento, subscrevo-me, cordialmente.

Wlwwas &Wo(/w % o
Profa. Dra. Maria Fernanda Rodrigues Graciano
Coordenadora da CEUA/UEL

Prof* Dr* Maria Fernanda
- Rodrigwes Graciano
Ilmo.(a) Sr.(a) C"‘"denado&u d: Comissdo de
& 5 = ~ Ediea no Uso de Animais
Prof. (a) Dr (a). Ernane Torres Uchda Universidade Estadual de Londrina
Responsavel pelo projeto renamuebr /(13 3371-5454

Departamento de Ciéncias Fisiologicas/CCB

C/C para a Chefia do Depto. de Ciéncias Fisiologicas/CCB
C/C para a Diregdo de Centro do CCB

C/C para o Biotério Central/CCB
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6.2. ANEXO B - Artigo referente ao Estudo 1: “Lactation overnutrition-
induced obesity impairs effects of exogenous corticosterone on energy
homeostasis and hypothalamic-pituitary-adrenal axis in male rats”. Life

Sciences. 2022 Sep 1;304:120721. doi: 10.1016/j.1fs.2022.120721.
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6.3. ANEXO C - Artigo referente a parte do Estudo 2: “Glucocorticoids
contribute to metabolic and liver impairments induced by lactation
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Abstract

Introduction: Lactation overnutrition is a programming agent of energy
metabolism, and litter size reduction leads to the early development of obesity, which
persists until adulthood. Liver metabolism is disrupted by obesity, and increased levels
of circulating glucocorticoids are pointed as a possible mediator for the obesity
development, since bilateral adrenalectomy (ADX) can reduce obesity in different models
of obesity.

Methods: This study aimed to evaluate the effects of glucocorticoids on metabolic
changes and liver lipogenesis and insulin pathway induced by lactation overnutrition. For
this, on the postnatal day 3 (PND), 3 pups (small litter - SL) or 10 pups (normal litter -
NL) were kept with each dam. On PND 60, male Wistar rats underwent bilateral
adrenalectomy (ADX) or fictitious surgery (sham), and half of ADX animals received
corticosterone (CORT- 25 mg/L) diluted in the drinking fluid. On PND 74, the animals
were euthanized by decapitation for trunk blood collection, and liver dissection and
storage.

Results and Discussion: SL rats presented increased corticosterone, free fatty
acids, total and LDL-cholesterol plasma levels, without changes in triglycerides (TG) and
HDL-cholesterol. The SL group also showed increased content of liver TG, and
expression of fatty acid synthase (FASN), but decreased expression of PI3K,i10 in the
liver, compared to NL rats. In the SL group, the ADX decreased plasma levels of
corticosterone, FFA, TG and HDL cholesterol, liver TG, and liver expression of FASN,
and IRS2, compared to sham animals. In SL animals, CORT treatment increased plasma
levels of TG and HDL cholesterol, liver TG, and expression of FASN, IRS1, and IRS2,
compared with the ADX group. In summary, the ADX attenuated plasma and liver
changes observed after lactation overnutrition, and CORT treatment could reverse most
ADX-induced effects.

Conclusion: Thus, increased circulating glucocorticoids are likely to play a
pivotal role in liver and plasma impairments induced by lactation overnutrition in male

rats.

Keywords: adrenalectomy, corticosterone, litter size reduction, triglycerides,
obesity.
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1. Introduction

The nutritional or hormonal setting during fetal and/or postnatal periods plays an
important modulatory role. It is known that the development of several organs is not
completed at birth and it often continues during the lactation period (Ellsworth et al.,
2018). So, this window may be considered a vulnerable time for offspring, once the
systems are plastic and sensitive to changes in the environment, which will result in
effects on adult life, as well-established by the “Developmental origins of health and
disease” (DOHaD) concept (Barker, 1998).

Food intake during the neonatal period is a relevant factor for the development of
obesity in adulthood (Fiorotto et al., 1991). In this context, the litter size reduction method
in rodents is an important tool to observe the long-term effects of lactation overnutrition
as demonstrated for the first time by Kennedy in 1957 (Plagemann, 2006). This method
consists of allocating the pups in smaller litters (SL), with 3 pups/dam compared with the
control with 10 pups/dam. Then, the animals from SL develop earlier obesity which
persists until adulthood (Plagemann 2006; Spencer 2013).

One of the comorbidities of obesity is triglycerides (TG) accumulation in the liver
which occurs from an imbalance between lipid input, as fatty acid uptake and de novo
lipogenesis (DNL), and lipid output as very low-density lipoprotein (VLDL) (Donnelly
et al., 2005; Doege et al., 2006; Bradburry et al., 2006). Under physiological conditions,
the concentration of hepatic TG is low, since the liver is not a fat storage organ. Therefore,
in a condition of excess of carbohydrates, the liver produces fatty acids by DNL and
exports triglyceride as VLDL (Donnelly et al., 2005; Doege et al., 2006; Bradburry et al.,
2006; Nestel et al., 1962; Cohen et al., 2011).

Obesity is associated TG accumulation in the liver, once the lipid storage capacity
of an expanded adipose tissue is limited, and the excess of lipids, and TG are stored in
hepatocytes. The sources of TG in the liver are increased lipolysis (approximately 60%)
and DNL in the liver (25%) (Donnelly et al., 2005). In this context, the DNL consists in
synthesizing non-esterified fatty acids from glucose. For this, glucose is converted to
acetyl-CoA through glycolysis, and acetyl-CoA is then converted to malonyl-CoA by
acetyl-CoA carboxylase (ACC). Fatty acid synthase enzyme (FASN) catalyzes the
formation of palmitic acid from malonyl-CoA and acetyl-CoA. Palmitic acid is then
elongated and desaturated to generate monounsaturated fatty acids, which are the major
fatty acid constituents of TG. Acyl-CoAs are esterified to form diacylglycerol, which is
esterified to another acyl-CoA molecule to form triglyceride by the acyl-CoA
diacylglycerol acyltransferase (DGAT), which seems to be especially important for
VLDL production (Wurie et al.,2012; Heeren and Scheja, 2021). Another important
molecule in DNL is the Apolipoprotein B100 (Apo B100), which is synthesized by
hepatocytes and has a unique feature of the ApoB molecule the ability to interact with
lipid species (phospholipids, cholesterol, TG, and cholesteryl esters) used to arrangement
of VLDL (Rutledge et al., 2009).

Lipid accumulation in the liver has a relationship with fetal and neonatal
programming impairment in liver lipid metabolism (Oben et al., 2010). Animals with
childhood obesity present metabolic liver dysfunctions such as TG accumulation (Oben
et al., 2010), increased circulating free fatty acids, hyperinsulinemia, impairment of the
insulin signaling pathway in the liver and skeletal muscle, in addition to a higher
concentration of circulating glucocorticoids (Hou et al., 2011), once that hypothalamic-
pituitary-adrenal axis (HPA) of these animals matured more quickly (Spencer & Tilbrook,
2009; Boullu-ciocca et al., 2005). According to the literature, adrenal glucocorticoids
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have an important role in energy homeostasis. Glucocorticoids are known to increase
appetite and body weight in humans and rodents (Tataranni et al., 1996, Zakrzewska et
al., 1999), and their excess can increase central adiposity, as seen in Cushing's syndrome
(Rebuffé-Scrive et al., 1988). Different models of obesity have increased plasma
concentrations of glucocorticoids, and conversely, bilateral removal of the adrenal glands,
adrenalectomy (ADX), can attenuate or prevent the development of obesity (Bruce et al.,
1982; Yukimura et al., 1978; Dubuc & Wilden, 1986; Romsos, D. R.,1991). Within lipid
metabolism, glucocorticoids act in the synthesis and oxidation of fatty acids, the
esterification of fatty acids to triglyceride and phospholipid, and the outward hepatic
transport of lipoprotein lipids (Klausner and Heimberg, 1957).

Thus, it is known that: 1) glucocorticoids are pointed as possible mediators for
obesity development and its comorbidities in different experimental models; 2) animals
with obesity due to litter reduction show metabolic liver dysfunctions and increased
circulating glucocorticoids; 3) the litter size reduction method is a model that leads to
obesity and its comorbidities; 4) ADX reverses several anabolic effects in models of
obesity. Therefore, this study hypothesized that glucocorticoids contribute to
dyslipidemia and metabolic liver dysfunctions in adult male rats induced by neonatal
obesity. For the investigation of this hypothesis, the current work aimed to evaluate the
effects of ADX on biometric parameters, plasma lipid profile, lipid metabolism and
insulin signaling pathway in the liver in adult male animals reared in small litters.

2. Material and Methods

Animals.

Male Wistar rats (n=77) were obtained from the mating of 37 females with males
from the Animal Facility of State University of Londrina (UEL). Of these 37 females, the
pregnancy was confirmed by the presence of sperm on the vaginal smear of 33 females
(89%). The adjustment of the litter size occurred on the postnatal day (PND) 3, with PND
0 considered the day of birth. The lactation overnutrition was induced remaining with
dam 3 pups, 2 males and 1 female to compose the small litter (SL), and the normal litter
(NL) remained with dam 10 pups, 5 males and 5 females (Stopa et al., 2021). The surplus
pups were anesthetized with an association of ketamine (100 mg/kg, 10%, Agener Unido,
Apucarana, Brazil) and xylazine hydrochloride (20 mg/kg, 2%, Anasedan®, Vetbrands,
Jacarei, Brazil) intraperitoneally, and euthanized by decapitation. After weaning, the
dams were also anesthetized with the above-mentioned association of ketamine and
xylazine hydrochloride intraperitoneally, and euthanized by decapitation, the female pups
were used in other experiments and the male pups were used in the current study and were
housed in groups of 3 to 4 rats of the same experimental group in each cage. The animals
were kept in controlled conditions of light (12 h light/dark cycle: 6 am to 6pm/6 pm to 6
am) and temperature (22 + 2 °C), with fluid and feed ad libitum, except for the hours of
feed restriction before the euthanasia. All experiments were performed at the Department
of Physiological Sciences/UEL. The experimental procedures were approved by the
Ethics Committee on Animal Use for experimentation (CEUA number: 3457.2109.11,
Of. Circ. CEUA 60/2019).

Adrenalectomy or fictitious surgery (sham).

Bilateral ADX and sham surgeries were performed under anesthesia with the
association of ketamine (100 mg/kg, Agener Unido) and xylazine hydrochloride (20
mg/kg, Anasedan®, Vetbrands, Jacarei, Brazil, 2%) intraperitoneal, and a single dorsal
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midline incision on the skin and a bilateral small cut through the muscle layer was made.
After the surgery and during the experimental period, ADX animals were given 0,9%
saline with 0.5% ethanol, without corticosterone (ADX) or with corticosterone (B:
corticosterone, Sigma Co., CA) (ADX+B) at the concentration of 25 mg/L (Uchoa et al.,
2009a, b, 2010, 2012). There was about 15% of mortality of animals submitted to ADX
surgery during or after the first days of the procedure. Sham-operated animals underwent
similar surgical procedures without removal of adrenal glands and were given tap water
with 0.5% ethanol to drink.

Experiment protocol.

The evaluation of the weight the animals was performed on PND 3, 7, 10, 14, 17,
and 21 (Stopa et al., 2021). From PND 21, the weaning day, the animals were weighed
every 5 days until PND 60. On PND 60, animals of both litters were submitted to bilateral
adrenalectomy (ADX) or sham surgery (fictitious surgery). After the surgery, the animals
were kept with access to the solution of water containing 0,5% ethanol, or 0,9% NaCl
containing 0,5% ethanol, or 0,9% NaCl containing corticosterone (25mg / L) diluted in
ethanol 0,5% for 14 days, according to the experimental group (NL-sham; SL-sham; NL-
ADX; SL-ADX; NL- ADX+B and SL-ADX+B). All animals were weighed, and the
amount of food ingested was daily evaluated for a period of 14 days. On PND 74, the rats
were weighed, and the nasoanal length was measured, for Lee index determination
(Bernardis and Patterson, 1968), and the animals were kept under food restriction from 8
am to 2 pm and non-anesthetized animals were euthanized by decapitation at 2 pm (Fig.
1). After euthanasia, blood was collected to assess plasma concentrations of
corticosterone, free fatty acids (FFA), TG, total, HDL and LDL cholesterol. The liver was
removed, and the left lobe was stored for TG content and western blotting analyses.

Euthanasia.

For the purpose to avoid hormonal and biochemical changes induced by
anesthesia (Windelov et al 2016; Guarino et al. 2013), the euthanasia was performed by
decapitation in non-anesthetized animals after 6 hours feed restriction, as approved by the
Ethics Committee on Animal Use for experimentation (CEUA number: 3457.2109.11,
Of. Circ. CEUA 60/2019). The blood was immediately collected in heparinized tubes and
centrifuged at 14,000 xg for 20 min at 4 °C to plasma obtention, which was stored at
—20 °C for biochemical analysis.

Measurement of plasma concentration of corticosterone, FFA, TG, total,
HDL, and LDL cholesterol.

The determination of plasma concentrations of total cholesterol, HDL cholesterol
(commercial kits, VIDA biotechnology, MG), LDL cholesterol (commercial kits, Wiener
lab., Argentina), TG (commercial kits, Laborclin, PR) and FFA (Falholt et al., 1973) were
performed by the spectrophotometric method. The Fluorimetric method of Guillemin et
al (1958) was used to determine corticosterone (de Souza et al. 2019; Stopa et al. 2019;
Stopa et al. 2021).

Analysis of liver TG content.

To measure the liver TG content, lipids were extracted from liver samples with
chloroform-methanol by the Folch method (Folch et al., 1957) as previously described
(de Fatima Silva et al., 2022). The TG were determined by enzymatic assay (commercial
kit, Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil) and expressed by mg of TG by 100 mg of the liver.
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Protein expression by Western Blotting in the liver.

Liver samples were homogenized in extraction buffer (135 mM NaCl, 2.7 mM
KCl, 1 mM MgClz, 10 mM EDTA, 5 mM Na4P>07, 10 mM NaF, 1% Triton X-100, 10%
Glycerol, 20 mM Tris, 2 mM PMSF, 2.5 mM Na3;VOs, cOmplete™ tablets, and pH 7.4)
to obtain the total protein fraction. The homogenate was centrifuged (12.000 rpm, 40
minutes, 0 °C), and the total proteins of the supernatant were quantified by the Bradford
method (Bradford, 1976).

In all analyzes, equal amounts of total proteins (35 pug) plus Laemmli buffer
(BioRad, #1610747) were added to 8% polyacrylamide gel, submitted to electrophoresis,
and transferred to nitrocellulose membrane. The membranes were blocked with 4% BSA
diluted in phosphate-buffered saline with 0.1% Tween 20 (PBST) and incubated
overnight (4 °C) with the primary antibody diluted in 4% BSA in PBST, as detailed in
supplementary file. On the next day, membranes were rinsed (4x5 minutes) with PBST,
followed by 75 min incubation with secondary antibody conjugated to peroxidase (rabbit
IgG, Jackson ImmunoResearch, #111-035-003; mouse IgG, Jackson ImmunoResearch,
#115-035-003; or goat IgG, Jackson ImmunoResearch, #305-035-003; all secondaries
1:5000 diluted in 0.1% PBST; room temperature). A new 4 x 5 min 0.1% PBST rinse
protocol was performed and the membranes were incubated for 2 minutes with peroxidase
substrate (Clarity Western ECL, BioRad, #1705061) for chemiluminescence detection
(G:BOX, Syngene™). The density of the blots was analyzed in Image J software
(National Institutes of Health, USA) and expressed in arbitrary units after normalization
by the constitutive protein vinculin. Different targets were obtained from different
membranes, except for the phosphorylated proteins, where after the incubation with the
anti-phospho antibodies, the respective membrane was stripped, blocked, and incubated
with the total antibody for each protein. For each membrane the control blot vinculin was
performed, to assure the sample loading and provide accurate normalization.

Statistical analysis.

The normal distribution and homogeneity of the data were tested by Shapiro-Wilk
test and Levene’s test, respectively, and the results were analyzed by two-way ANOVA,
followed by the Tukey post hoc test. Data are expressed as mean =+ standard error of the
mean (SEM). Differences were considered significant at p<0.05.

3. Results

Adrenalectomy attenuates changes in ponderal, and biochemical parameters
induced by lactation overnutrition by litter size in male rats:

The body weight along the experimental protocol showed no interaction among
days (PND 60 to 74), litter size (NL and SL) and groups (sham, ADX, and ADX+B)
[F(28;924)=0.888, p=0.532], but with effects of days [F(14;53)=63.395, p<0.0001], litter
size [F(1;66)=89.42, p<0.0001] and groups [F(2;66)=3.641, p=0.032]. This body weight
response was integrated into the area under the curve (AUC) of body weight, which
showed no interaction between the groups and litter size on the AUC of body weight
[F(2;66)=0.055, p=0.946], with effects of litter size [F(1;66)=89.6, p<0.0001] and groups
[F(2;66)=3.83, p=0.027]. SL animals demonstrated an increase in body weight compared
with NL groups. ADX animals reduced body weight compared with the sham group and
the treatment with corticosterone increased body weight, compared with the ADX group
in both litters (Fig. 2.A, B).
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An interaction was observed between groups and litter size on food intake
[F(2;68)=5.88, p=0.004]. Food intake of SL animals of sham and ADX+B groups was
lower than shown in NL groups. ADX groups in both litters showed a reduction in food
intake, compared with sham animals, and treatment with corticosterone reversed ADX
effects in NL animals (Fig. 2.C). No interaction was observed between groups and litter
size on fluid intake [F(2;68)=1.31, p=0.28], without effects of litter size [F(1;68)=2.05,
p=0.16] and groups [F(2;68)=15.33, p<0.001]. ADX + B groups in both litters showed
increased fluid intake compared with ADX and sham animals (Fig. 2.D).

No interaction was observed between the groups and litter size on the weights of
epididymal [F(2;66)=0.394, p=0.676] and retroperitoneal [F(2;67)=0.668, p=0.516]
adipose tissues, with effects of litter size for epididymal [F(1;66)=11.46, p<0.001] and
retroperitoneal depots [F(1;67)=12.2, p<0.001], as well as with effects of groups for
epididymal [F(2;66)=23.6, p<0.0001] and retroperitoneal depots [F(2;67)=27.3,
p<0.0001]. SL animals showed increased weights of both fat depots compared with NL
groups. ADX animals reduced the weights of epididymal and retroperitoneal adipose
tissues compared with the sham group and the treatment with corticosterone increased the
weight of these fat depots, compared with the ADX group in both litters (Fig. 2.E, F). No
interaction was observed between the groups and litter size on Lee index [F(2;68)=0.09,
p=0.914], with no effects of litter size [F(1;68)=0.015, p=0.903] and with effects of
groups [F(2;68)=4.11, p=0.021]. ADX groups in both litters demonstrated a decrease in
the Lee index compared with their respective sham animals (Fig. 2.G).

There was an interaction between groups and litter size on FFA [F(2;57)=5.59,
p=0.006] and TG [F(2;59)=3.29, p=0.044] plasma levels. In sham animals, SL induced
an increase in FFA plasma levels, and ADX reduced this response, without the effects of
corticosterone treatment. ADX reduced plasma levels of TG and corticosterone treatment
reversed this response in both litters, but TG levels were lower in ADX+B animals of SL
than ADX-SL and ADX+B-NL groups. (Fig. 3.A and B).

An interaction was observed between groups and litter size (NL and SL) on
plasma levels of total [F(2;56)=5.54, p=0.006] and LDL cholesterol [F(2;58)=5.52,
p=0.006], without interaction in HDL cholesterol [F(1;61)=2.22, p=0.117]. The reduction
the litter size promoted higher plasma levels of total and LDL cholesterol in the sham
group compared to NL-sham animals. In the NL group, the treatment with corticosterone
in ADX group induced higher concentrations of total and LDL cholesterol than in sham
and ADX group (Fig. 3.C and D). Plasma levels of HDL cholesterol showed effects of
the group [F(2;61)=19.72, p<0.001], without effects of the litter size [F(1;61)=0.7,
p=0.407]. ADX reduced (p<0.001) HDL plasma levels, compared to the sham group, and
corticosterone treatment reversed (p<0.001) this effect in both litters (Fig. 3.E).

Interaction was not observed between group and litter size on the plasma
concentrations of corticosterone [F (2;47)=5.16, p=0.009)]. Reduction of the litter size
induced higher (p<0.05) plasma concentrations of corticosterone in sham animals
compared to their respective NL animals. Adrenalectomy reduced (p<0.05) plasma
concentration of corticosterone in both litters and treatment with corticosterone enhanced
the plasma concentration of corticosterone only in NL animals, without effects in SL
animals (Fig. 3.F).

Effects of adrenalectomy and treatment with glucocorticoid on liver insulin
signaling pathway of adult male rats with lactation overnutrition:

No interaction was observed between the groups and litter size on pIR/IR
[F(2;50)=1.08, p=0.35], with no effects of litter size [F(1;50)=2.56, p=0.12] and groups
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[F(2; 50)=0.18, p=0.84] (Fig.4 A). There was also no interaction between the groups and
litter size (NL and SL) on IRS1 [F(2;50)=1.00, p=0.37], with no effects of litter size
[F(1;50)=0.32, p=0.57] and with effects of groups [F(2;50)=4.67, p=0.014] (Fig.4 B).
Treatment with corticosterone in ADX animals promoted higher expression of IRS1 in
the liver of both litters. Interaction was not observed between the groups and litter size
(NL and SL) on IRS2 [F(2;50)=0.13, p=0.88], with no effects of litter size [F(1;50)=2.55,
p=0.12] and with effects of groups [F(2;50)=12.59, p< 0.001]. ADX animals of both
litters showed a decrease in expression of IRS2, compared to sham, and treatment with
corticosterone reversed this response (Fig.4 C).

Interaction was not observed between the groups and litter size on >#"*p AKT/AKT
[F(2; 50)=1.41, p=0.25], with no effects of litter size [F(1;50)=1.71, p=0.20] and groups
[F(2; 50)=1.21, p=0.31] (Fig.4 D). There was no interaction between the groups and litter
size on p110sPI3K [F(2;47)=1.72, p=0.19], with effects of litter size [F(1;47)=15.76,
p<0.001] and with no effects of groups [F(2;47)=0.88, p=0.42] (Fig.4 E). The reduction
of the litter size promoted a decrease in the expression of ,110.PI3K compared with NL
animals. No interaction was also between the groups and litter size on GLUT 2
[F(2;49)=0.19, p=0.83], without effects of litter size [F(1;49)=0.99, p=0.33] and groups
[F(2;49)=1.19, p=0.31] (Fig.4 F).

Effects of adrenalectomy and treatment with glucocorticoid on lipid metabolism in
the liver of adult male rats with lactation overnutrition:

No interaction was observed between the groups and litter size on liver TG
[F(2;52)=0.27, p=0.76], with effects of litter size [F(1;52)=48.73, p<0.001] and groups
[F(2;52)=12.73, p<0.001]. SL groups presented higher (p<0.05) liver TG content than NL
animals. ADX promoted reduction (p<0.05) in liver TG content and the treatment with
corticosterone reversed this response in both litters (Fig. 5 A).

There was no interaction between the groups and litter size on p-ACC/ACC
[F(2;45)=1.60, p=0.21], with no effects of litter size [F(1;45)=0.0003, p=0.99] and with
effects of groups [F(2;45)=2.49, p=0.21] (Fig. 5 B). No interaction was observed between
the groups and litter size (NL and SL) on FASN [F(2;47)=0.24, p=0.79], with effects of
litter size [F(1;47)=7.01, p=0.011] and groups [F(2;47)=6.82, p=0.003] (Fig. 5 C). The
reduction of the litter size promoted an increase of FASN expression, compared with NL
animals, while the adrenalectomy reduced the FASN expression, and the treatment with
corticosterone reverted this parameter in both litters.

Additionally, there was no interaction between the groups and litter size (NL and
SL) on DGAT2 [F(2;50)=0.06, p=0.94], with no effects of litter size [F(1;50)=1.92,
p=0.17] and groups [F(2;50)=0.06, p=0.94] (Fig. 5 D). Also, no interaction was observed
between the groups and litter size (NL and SL) on APOBI100 [F(2;50)=1.22, p=0.30],
with no effects of litter size [F(1;50)=2.96, p=0.092] and groups [F(2;50)=0.53, p=0.59]
(Fig. SE).

Finally, no interaction was observed between the groups and litter size (NL and SL)
on 110 hydroxysteroid dehydrogenase 1 (11BHSD1) [F(2; 50)=0.05, p=0.95], with effects
of litter size [F(1; 50)=6.27, p=0.02] and without effects of groups [F(2;50)=1.64,
p=0.20] (Fig. 6 A). All SL animals showed decreased 11BHSD1 expression compared
with NL groups (Fig. 5 F).

4. Discussion
The present study aimed to investigate the glucocorticoids’ contribution to
metabolic and lipidic liver functions in adult male Wistar rats with lactation overnutrition.
For this purpose, the effects of ADX and the treatment with corticosterone were analyzed
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as tools to reach these goals. Indeed, this study is the pioneer to show that ADX attenuated
plasma and liver changes observed after lactation overnutrition, and corticosterone
treatment reversed most of the ADX-induced effects, indicating that circulating
glucocorticoids contribute to liver and plasma impairments induced by childhood obesity
in adult male rats.

There are different models to achieve obesity in rodents, and one of them is to
observe the consequences of early neonatal overfeeding using the litter size reduction
method (Plagemann et al., 1999a; Plagemann et al., 1999b). In this model, there is a
decrease in competition for milk during the breastfeeding period and thus, several authors
also affirm that the composition of breast milk is modified, presenting a higher
concentration of lipids, mainly an increase in TG (Cunha et al., 2009; Moreira et al., 2009;
Sefcikova et al., 2011).

The litter size reduction method programs overweight in adulthood according to
several data (Rodrigues et al., 2009; Rodrigues et al., 2011; Ferretti et al., 2011;
Plagemann et al., 1992; Boullu-Ciocca et al., 2005; Conceigao et a., 2011). The increased
body weight, adiposity and the impairment of lipidic profile in SL animals corroborates
with the literature, where animals reared in small litters present obesity-related changes
that persist until adulthood, as higher body weight, accompanied by higher circulating
free fatty acids (FFA) (Bei et al. 2015) and total cholesterol, as well as fat depots (Hahn,
1984; Enes-Marques et al., 2020), without changes in plasma TG (Conceicdo et al. 2013,
Rodrigues et al., 2007).

Interestingly, besides dyslipidemia, adult animals with childhood obesity also
presented lipid accumulation in the liver, observed by increased liver TG content,
accompanied by increased DNL, seen by enhanced expression of FASN in the liver,
following previous studies (Ribas-Aulinas et al., 2021; Yang et a., 2018; Duff and Snell,
1982). Indeed, increased content of liver TG, as well as plasma levels of TG and FFA,
might be ascribed to increased expression of FASN in the liver in SL animals, which
could account for increased synthesis of fatty acids and consequently DNL.

In addition to higher body weight gain and impairment in lipidic profile, the SL
animals also had a higher concentration of circulating glucocorticoids, as previously
shown (Souza et al. 2022, Hou et al., 2011). Animals with obesity in different
experimental models have increased levels of circulating glucocorticoids (Mantha et al.,
1999., Tokuyama and Himms-Hagen 1989; Freedman et al. 1986), and removal of them
by adrenalectomy attenuates or prevents the development of obesity (Romsos, D. R.,
1991; Tokuyama and Himms-Hagen, 1989; Freedman et al., 1986), pointing
glucocorticoids as a possible mediator of obesity in these experimental models.
Accordingly, the role of glucocorticoids as an important modulator of energy balance in
obesity induced by early overnutrition was also demonstrated in the current work, where
ADX was able to reduce body weight gain and food intake, to induce an improvement in
lipid profile, with reduction of FFA, TG, total and LDL cholesterol, and to reduce TG
content as well as expression of FASN in the liver of SL animals, and treatment with
corticosterone could restore most of these changes induced by ADX.

ADX-induced reduction of body weight gain and plasma lipid profile in childhood
obesity is following the reversal effect of ADX on metabolic parameters in other obesity
models (Alarrayed et al, 1992; Yilmaz et al., 2002; Kibenge and Chan, 2001; Mantha et
al., 1999). Additionally, the decrease of triglyceride content and FASN expression in the
liver by ADX may be due to the well-established stimulatory effects of glucocorticoids
on both the accumulation of lipids and TG in the liver (Suzuki and Mizugashira, 1979)
and the expression of key enzymes of DNL in the liver, as FASN (Wang et al., 2004; Lee
et al.,2011). It is tempting to suggest that enhanced levels of circulating glucocorticoids
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in SL animals might have permissive effects on FASN expression, and consequently
DNL, and TG accumulation in the liver, since ADX was able to attenuate these
parameters in the present work, and glucocorticoids are known to induce FASN and DNL
(Wang et al., 2004; Lee et al.,2011), and TG content in the liver (Suzuki and Mizugashira,
1979). Conversely, in vitro studies showed that both lipid accumulation and TG content
in HepG2 cells was significantly increased by glucocorticoid treatment by an increase of
DNL (Yang et al.,2018). Thus, the lack of effects of litter size reduction and adrenal
removal on the other molecules involved in lipid metabolism in the liver is likely to
indicate that FASN is a key molecule underlying glucocorticoids-induced up-regulation
of DNL and TG accumulation in the liver on adult male rats with childhood obesity.

Despite plasma insulin was not measured, it is known that animals reared in small
litters present increased concentrations of circulating insulin (Conceigao et al. 2013, Liu
et al. 2013, Hou et al., 2011), and insulin acts in lipid metabolism, stimulating DNL
mainly by upregulating the transcription factor sterol regulatory element binding protein
(SREBP)-1c for expression of ACC and FASN (Csaki and Reue., 2010; Horton t al.,
2002), important for fatty acid synthesis and lipid biosynthesis. In addition to this, insulin
regulates glucose metabolism in the hepatocytes, stimulating glycolysis and synthesis of
glycogen and inhibiting gluconeogenesis (Titchenell et al., 2017). For these outcomes,
insulin binds to its receptor, insulin receptor (IR) in the membrane, a tyrosine kinase
receptor which autophosphorylates itself in the internal surface of the cell upon insulin
binding, and thereby activates its intrinsic tyrosine kinase activity, resulting in
phosphorylation of substrates of insulin receptor (IRS) proteins on tyrosine residues,
which can activate phosphatidylinositol- 3- kinase (PI3K). PI3K is a dimer composed of
a catalytic (p110) and a regulatory (p85) subunit, and the target proteins of PI3-K are Akt
and PKC isoforms (Barker et al.,1992; Lietzke et al.,200; Czech and Corvera, 1999). In
this context, the reduction of the expression of PI3K in the liver of adult animals with
neonatal overnutrition observed in the present work is according to impairment of hepatic
PI3K pathway in neonatal overfed animals in adulthood shown in previous studies
(Huang et al., 2021; Conceigao et al., 2013), despite the other molecules of this pathway
was unchanged in the current data, suggesting a partial disruption of the insulin signaling
pathway in the liver of adult male rats with neonatal overnutrition.

GLUT?2 in the liver is responsible for the influx of glucose in the postprandial
period, and the efflux of glucose in the post-absorptive and fasting periods (Chadt et al.,
2020). In addition to the insulin signaling pathway, the lack of changes in the expression
of GLUT?2 in the liver by either litter size reduction or adrenalectomy also points that
increased DNL observed in SL animals is not related to insulin-induced glucose
utilization in the liver, since PI3K-AKT pathway in this tissue was impaired in animals
with childhood obesity. On the other hand, a decrease of IRS2 expression in the liver
following ADX might underly reduction of FASN expression and TG content in this
tissue, since IRS2 in the liver has been pointed as an important mediator of lipid synthesis
and DNL in the liver (Eckstein et al., 2017).

The major function of the 11B-HSD1 is to convert inactive cortisone to active
cortisol (corticosterone). This is in the endoplasmic reticulum and widely expressed in
liver and adipose tissue being responsible for amplifying local glucocorticoids action
(Bujalska, et al., 1997; Jamieson, et al., 1995; Masuzaki, et al., 2001). The majority of
obesity animal models show that hepatic 11p- HSD1 expression and/or activity are
unchanged (Morton et al., 2004) or reduced (Drake et al., 2005). Despite Yang et al (2018)
have reported that postnatal overfeeding-induced litter size reduction leads to increased
mRNA expression of 113-HSD1 in the liver of adult male rats, the present data indicate
the opposite, hepatic protein expression of 11B3-HSD1 being down-regulated by neonatal
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overnutrition. Accordingly, likely hepatic lipid accumulation leading to an increased risk
of NAFLD during adulthood in animals with lactation overnutrition may be ascribed to
increased circulating glucocorticoids, rather than glucocorticoids overexposure through
11B-HSD1 up-regulation in the liver. This reduction in liver 11B-HSD1 may account for
partial impairment of the insulin signaling pathway in the liver in the present study, once
overexpression of 11B -HSD1 in the liver in mice results in insulin resistance (Masuzaki
et al., 2001; Peterson et al., 2004).

In spite of recovery of body weight in the SL/ADX+B group without recovery of
food intake was unexpected, it seems to be a specific profile of SL animals to some
challenges, since Marangon et al. (2020) have reported that S animals also showed
changes on body weight gain without changes on food intake. Within this, context, the
lack of corticosteronemia elevation in the SL/ADX+B group, in spite of the highest values
of fluid intake, is likely because SL animals might have been adapted to increased
corticosterone plasma levels, and that the concentration of corticosterone treatment of
25mg/L, which was enough to restore corticosterone plasma levels to NL animals, could
not be sufficient to restore corticosterone levels in SL animals. Accordingly, the treatment
with corticosterone was, at least in part, effective in reversing or attenuating the effects
of ADX even in SL animals, since some parameters have been partially or fully restored
in ADX+B animals. However, it cannot be ruled out the possibility that other hormones
of adrenal glands, as aldosterone, could also participate on these responses. In fact,
replacement with aldosterone+cortiscosterone to ADX rats was more effective in
enhancing food intake and body weight gain than only corticosterone replacement
(Devenport et al., 1983, 1985). Furthermore, aldosterone replacement to ADX animals
restored daily caloric intake, especially lipid intake, and body fat deposition (Devenport
and Devenport, 1982; Tempel and Leibowitz, 1989). Altogether, it is important to point
out that, besides corticosterone, aldosterone is another adrenal hormone important to be
considered in the control of energy balance. Finally, it is important to highlight that a
limitation of the current study was that female animals were included in the analysis; thus,
the present conclusion is only to male rats, since male and female animals may have
different responses.

5. Conclusion

In summary, metabolic and liver dysfunctions in adult male rats induced by
neonatal overnutrition were attenuated by ADX, and the treatment with corticosterone
restored most of them. Altogether, these data show that, likely in other obesity models, in
childhood obesity, glucocorticoids also have permissive effects to induce hyperlipidemia
and TG accumulation in the liver, probably by specific up-regulation of one of the key
enzymes of DNL: FASN. In conclusion, the role of glucocorticoids in the metabolic
impairments in obesity should be considered, and possibly be a target for interventions in
obesity and metabolic syndrome.
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Figure Legends

Fig. 1. Experimental design of protocol. ADX: adrenalectomy; NL: normal litter; SL:
small litter; PND: postnatal day.

Fig. 2. Body weight from PND 60 to 74 (A), AUC of body weight from PND 60 to 74 (B), mean
daily food intake (C) and mean daily fluid intake (mL/100g) from PND 60 to 74 (D), weights of
epididymal (E) and retroperitoneal (F) adipose tissues on PND 74, and Lee Index (g %5 /cm) on
PND 74 (G) of male rats from normal (NL) and small (SL) litters: sham; ADX; ADX+B. Data
were analyzed by two-way Anova, followed by the Tukey post hoc test and expressed as mean +
SEM. *p < 0.05; #p < 0.05 SL versus NL; B= corticosterone (n = 13).

Fig. 3. Plasma concentrations of free fatty acids (a), triglycerides (B), total cholesterol (C), HDL
cholesterol (D), LDL cholesterol (E) and corticosterone (F) of male rats from normal (NL) and
small (SL) litters on PND 74: sham; ADX; ADX+B, from PND 60 to 74. Data were analyzed by
two-way Anova, followed by the Tukey post hoc test and expressed as mean £ SEM. *p < 0.05;
#p < 0.05 SL versus NL; B= corticosterone (n = 13).

Fig. 4. Liver expression of insulin receptor (IR) (A), insulin receptor substrate (IRS) 1(B), insulin
receptor substrate (IRS) 2 (C), PI3Kp110 (D), Serd73pAKT/AKT (E) and GLUT?2 (F) of male
rats from normal (NL) and small (SL) litters on PND 74: sham; ADX; ADX+B. Data are
expressed as mean £ SEM. *p < 0.05; #p < 0.05 SL versus NL; B= corticosterone (n = 13).
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Fig. 5. Liver triglycerides (mg/100 mg of liver) (A), liver expression of fatty acid synthase
(FASN) (B), acetyl-CoA carboxylase (p-ACC/ACC) (C), diacylglycerol acyltransferase (DGAT)
2 (D), Apo B100 (E) and 11 B- Hydroxysteroid dehydrogenase 1 (11 BHSDI) (F) of male rats
from normal (NL) and small (SL) litters on PND 74: sham; ADX; ADX+B. Data are expressed
as mean = SEM. *p < 0.05; #p < 0.05 SL versus NL; B= corticosterone (n = 13).
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 4
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Fig. 5

>

184 #
PO P s— p—
°>’ *
8- 12 _* 1%
2 O 1% o | —
E g 5'—__% -.o .;,
gc: - ..o = E = °
2 64 A ‘e
= B ... ®
E
0 T T T T T T
5\\'5‘“ PO*PQ*"G 5‘&\"“\ PO*P‘O‘F'G
NL SL
41 #
I ]
i *
£ ¥ 1 *
g = o . ! !
r e ° oo e
‘En 1 .T. Io e ol :li—
- o 0| |o : Tﬁ:ﬂ .

Qe

g‘\d‘(\ Po* PO*"%

g‘c\a‘(\ PS)‘,' Po*x%

NL

SL

FASN ‘— R — ——

Vinculin| ——

2.51
*
% 2.0 =
Q
51.5- ve . ¢ o °
S . b 2
Siofele s o0 43 H 01
a | a% C
g . o _|[[Foee
< 0.5 L AL - L ] ®e
[ ]
0.0d— | B '
»©

5‘4\"6\ P‘o* Po*ke

NL

8L

ApoB100 ‘ e TR ™

—~“|

Vinculin‘ O T

e— W— - ‘

Bzo_

o .
215- .

g °

< 104 . [
[-%

g T %
& 54 'L ._+_.
L/ L]

)
plahalese o2,

g‘\.a((\ P‘O*PO**G

Ser79p_Acc‘
ACC =
Vinculin‘
D
2.5
< 2.0 o o .
=) L] b L - LX)
g 151 o ° %
[ ]
R T 5
o toreiyf o | ezt e
8 osde o e beo [ 00
® ° L] L ]
[ ]
Ouc T T L] T T T
o WOF ® o ot e®
NL SL
DGAT2| = - — ]

VINCUIN s g— i ———|

2.5-
I
L20{ *
E @
= 1.5
= . .
o T ®e
o 1.0 *.
g_ ® iL [ ]
T o054 e ® e
® *e
0.0 T

sad

2 PS’*PS)*& 5 P~°*P91~"6

NL

SL

11BHSD1\ W — A T—— ——— ‘

Vinculin

‘

135



