Universidade
Estadual de LondRina

ANA LUIZA MACHADO WUNDERLICH

AGOES DA COLECISTOCININA E DO
LIPOPOLISSACARIDEO NA INGESTAO ALIMENTAR E
ATIVAGAO NEURONAL EM RATOS ADULTOS
SUBMETIDOS A ALTERAGOES NUTRICIONAIS POS-
NATAIS POR MANIPULAGAO DO TAMANHO DA NINHADA

Londrina
2023



ANA LUIZA MACHADO WUNDERLICH

ACOES DA COLECISTOCININA E DO
LIPOPOLISSACARIDEO NA INGESTAO ALIMENTARE
ATIVACAO NEURONAL EM RATOS ADULTOS
SUBMETIDOS A ALTERACOES NUTRICIONAIS POS-
NATAIS POR MANIPULACAO DO TAMANHO DA NINHADA

Tese apresentada ao Programa de Poés-
graduacdao em Ciéncias Fisiologicas da
Universidade Estadual de Londrina - UEL, como

requisito parcial para a obtencédo do titulo de
Doutor.

Orientador: Prof. Dr. Ernane Torres Uchoa

Londrina
2023



Wunderlich, Ana Luiza Machado.
A(:('JES DA COLECISTOCININA E DO LIPOPOLISSACARIDED NA
INGESTAO ALIMENTAR E ATIVACAD NEURONAL EM RATOS ADULTOS
SUBMETIDOS A ALTERA{;:C:ES NUTRICIONAIS POS-MATAIS POR
MANIPULACAOQ DO TAMANHO DA NINHADA |/ Ana Luiza Machado
Wunderich. - Londrina, 2023,
156 f.

Orientador: Ernane Torres Uchda.

Tese (Doutorado em Ciéncias Fisiologleas) - Universidade Estadual de
Londrina, Centro de Ciéncias Biologicas, Programa de Pos-Graduagio em
Ciéncias Fislologicas, 2023.

Inclui bibliografia.

1. Saciedade - Tese. 2. Inflamagio - Tese. 3, Nicleo do Tralo Solitario - Tese.

4. Micleo Paraventricular do Hipotdlamo - Tese. | Uchds, Emane Torres. Il

Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Biologicas. Programa de
Pas-Graduagao em Cigncias Fisioldgicas. |1l. Thulo.

CDuU 12




ANA LUIZA MACHADO WUNDERLICH

AGOES DA COLECISTOCININA E DO
LIPOPOLISSACARIDEO NA INGESTAO ALIMENTAR E
ATIVAGAO NEURONAL EM RATOS ADULTOS
SUBMETIDOS A ALTERAGOES NUTRICIONAIS POS-
NATAIS POR MANIPULAGAO DO TAMANHO DA NINHADA

Tese apresentada ao Programa de Pos-
graduagcdo em Ciéncias Fisiolégicas da
Universidade Estadual de Londrina - UEL,
como requisito parcial para a obtengdo do
titulo de Doutor.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Orientador: Prof. Dr. Ernane T. Uchda
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof.2 Dr.2 Andressa de Freitas M. Dionisio
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof.2 Dr.2 Sabrina Grassiolli
Universidade Estadual do Oeste do Parana -
UNIOESTE

Prof. Dr. Alexandre Giusti Paiva
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL

Prof.2 Dr.2 Beatriz de Carvalho Borges
University of Michigan

Londrina, 28 de fevereiro de 2023.



Dedico este trabalho a todos os que me
ensinaram, me apoiaram e sustentaram (e

suportaram) durante esses quatro anos.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer publicamente, em primeiro lugar, a Deus, meu
Pai Celestial que me deu tudo o que eu precisava para a realizagéo deste doutorado.
Ele colocou em minha vida dons, pessoas e circunstancias essenciais para que tudo
acontecesse de acordo com a vontade dEle e eu chegasse onde estou hoje. “Todo

louvor a Ti, aquele que tudo em mim realizou.”

Agradego pela vida, amor e apoio incondicional do meu marido,
Fernando, meus pais, minha irma e cunhado, meu sobrinho que com trés anos alegra
a minha vida e minhas madrinhas. Saber que eles estavam sempre ao meu lado,

acreditando em mim, me motivava quando eu estava desanimada.

Agradego imensamente as minhas amigas de laboratério, por todo
ensinamento técnico e pessoal que me passaram nesses Ultimos anos. Com vocés

eu aprendi os reais frutos do doutorado, a amizade e a humildade.

Agradeco ao meu orientador, por ter crescido junto comigo durante o
meu doutorado. Me incentivando, acalmando, e me ensinando a ser melhor. Rogo a

Deus para que eu possa, um dia, ser uma professora e orientadora como ele.

Por fim, mas ndao menos importante, agradeco aos professores e
colegas de laborat6rios parceiros, que me abriram as portas para melhorar a qualidade
desse trabalho. E aos professores que compdem a banca examinadora, agradeco
pelo sim, pelo tempo desprendido para a leitura deste trabalho e pelo dom da

sabedoria que compartilhardo comigo.



Como um pai, Ele nos livra
Sabe bem quao fragil somos
Nos sustenta gentilmente e
Resgata dos inimigos.

H. F. Lyte, 1834



WUNDERLICH, Ana Luiza Machado. Ac¢des da colecistocinina e do
lipopolissacarideo na ingestao alimentar e ativagciao neuronal em ratos adultos
submetidos a alteragbes nutricionais pos-natais por manipulagao do tamanho
da ninhada. 2023. 160 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Fisiolégicas) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2023.

RESUMO

A programacao metabdlica pode ser induzida pela redugdo ou aumento do tamanho
da ninhada, o que leva a super ou subnutricdo neonatal, respectivamente. Alteracdes
na nutricdo no periodo neonatal podem desafiar alguns processos regulatérios na
idade adulta, como o efeito hipofagico da colecistocinina (CCK) e as respostas
fisiolégicas a inflamacgao sistémica induzida pelo lipopolissacarideo (LPS). O objetivo
deste estudo foi investigar os efeitos a longo prazo da super e da subnutricdo pos-
natal na resposta anorexigena da CCK e do LPS em ratos. Os animais foram criados
em ninhadas reduzidas (SL, 3 filhotes por matriz), normais (NL, 10 filhotes por matriz)
ou expandidas (LL, 16 filhotes por matriz). No dia p6s-natal 60, os ratos foram tratados
por via intraperitoneal (IP) com solugéo veiculo (salina 0,9%) ou CCK (10 pg/Kg) ou
LPS (500 ug/Kg) e avaliados quantos a ingestao alimentar e expressao de c-Fos na
area postrema (AP), no nucleo do trato solitario (NTS) e nos nucleos paraventricular
(PVN), arqueado (ARC), ventromedial (VMH) e dorsomedial (DMH) do hipotalamo. Os
ratos supernutridos (SL) apresentaram aumento no ganho de peso corporal, o qual
estava inversamente correlacionado com a ativagao neuronal dos neurdnios do PaPo
(subnucleo posterior da regiao parvocelular do PVN), VMH e DMH, enquanto ratos
subnutridos (LL) apresentaram menor peso corporal, correlacionado inversamente
com a ativagado neuronal aumentada apenas no PaPo. Ratos SL nao apresentaram a
resposta anorexigena e tiveram menor ativacao neuronal no NTS e PVN induzidas
pela CCK. Animais LL exibiram hipofagia e ativacdo de neurdnios na AP, no NTS e
PVN preservadas em resposta a CCK. A injecao de CCK nao desencadeou efeito na
imunorreatividade ao c-Fos no ARC, no VMH e no DMH em nenhuma ninhada. A
administracao periférica de LPS reduziu a ingestao alimentar e induziu o0 aumento na
ativacao neuronal no tronco encefalico, no PVN e no ARC e levou a diminuicdo no
numero de neurdnios imunorreativos ao c-Fos no DMH em animais NL e LL. Ratos
supernutridos apresentaram resposta hipofagica reduzida, menor ativagcao neuronal
no NTS e PVN e auséncia de resposta no DMH induzida pelo LPS. Esses resultados
indicam que a supernutricao neonatal reduz a ativagao neuronal mediada por CCK e
LPS no tronco encefalico e em nucleos hipotalamicos, comprometendo a agao
anorexigena dessas moléculas. No entanto, essas respostas nao foram alteradas pela
subnutricdo neonatal. Assim, os dados sugerem que o suprimento excessivo ou
insuficiente de nutrientes durante a lactacdo apresenta efeitos divergentes na
programacao da saciedade CCK e na sinalizagdo anorexigena mediada pelo LPS em
ratos adultos.

Palavras-chave: Saciedade. Inflamagdo. Nuacleo do trato solitario. Nucleo
paraventricular do hipotalamo. Hipofagia.



WUNDERLICH, Ana Luiza Machado. Effects of cholecystokinin and
lipopolysaccharide on food intake and neuronal activation in adult rats that
submitted to postnatal nutritional alterations by manipulation of litter size. 2023.
160pp. Thesis (Doctorate’s degree in Physiological Sciences) — State University of
Londrina, Londrina, 2023.

ABSTRACT

Metabolic programming may be induced by reduction or enhancement of litter size,
which lead to neonatal over or undernutrition, respectively. Changes in neonatal
nutrition can challenge some regulatory processes in adulthood, such as the
hypophagic effect of cholecystokinin (CCK) and physiological responses to systemic
inflammation induced by lipopolysaccharide (LPS). The aim of this study was to
investigate the long-term effects of postnatal over- and undernutrition on the
anorexigenic function of CCK and LPS. Animals were raised in small (SL, 3 pups per
dam), normal (NL, 10 pups per dam), or large litters (LL, 16 pups per dam). On
postnatal day 60, male rats were intraperitoneally (IP) treated with vehicle (0.9% saline)
or CCK (10 pg/Kg) or LPS (500 pg/Kg) for the evaluation of food intake and c-Fos
expression in the area postrema (AP), nucleus of solitary tract (NTS), and
paraventricular (PVN), arcuate (ARC), ventromedial (VMH), and dorsomedial (DMH)
nuclei of the hypothalamus. Overnourished rats (SL) showed increased body weight
gain that was inversely correlated with neuronal activation of PaPo (posterior
parvocellular subdivision of PVN), VMH, and DMH, whereas undernourished rats (LL)
had lower body weight, inversely correlated with increased neuronal activation of PaPo
only. SL rats did not show the anorexigenic response and had lower neuron activation
in the NTS and PVN induced by CCK. LL exhibited preserved hypophagia and neuron
activation in the AP, NTS, and PVN in response to CCK. CCK showed no effect in c-
Fos immunoreactivity in the ARC, VMH, and DMH in any litter. Peripheral LPS reduced
food intake and induced an increase in neuronal activation in the brainsteam, PVN,
and ARC and a decrease in the number of c-Fos-ir neurons in the DMH in NL and LL
animals. Overnourished rats showed a reduced hypophagic response, lower neuron
activation in the NTS and PVN, and no response in the DMH induced by LPS. These
results indicate that neonatal overnutrition impairs CCK- and LPS-mediated neuron
activation in the brainstem and in hypothalamic nuclei. However, these responses were
not disrupted by neonatal undernutrition. Thus, data suggest that an excess or poor
supply of nutrients during lactation display divergent effects on programming CCK
satiation signaling and on LPS-mediated anorexia in male adult rats.

Key-words: Satiety. Inflammation. Nucleus of solitary tract. Paraventricular nucleus of
hypothalamus. Hypophagia.
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1 INTRODUGAO

A ciéncia contemporanea tem investido grande esforco para
desvendar padrdes fisiolégicos e comportamentais vitais aos mamiferos. Isso porque
a regulacao ideal de parametros chave do organismo, como a regulagdo energética,
€ crucial para a manutencdo da saude. Adquirir e aperfeicoar o conhecimento é
especialmente pertinente nos dias atuais, tendo em vista que o estilo de vida moderno
tem contribuido com o desenvolvimento de varias desordens associadas ao
desequilibrio da homeostase. Por exemplo, a prevaléncia do Diabetes Mellitus no
mundo dobrou nos ultimos 20 anos, e esse numero continua a subir. E, atualmente, o
unico tratamento efetivo para o ultimo estagio da doenca é o tratamento com insulina,
0 que mostra a urgente necessidade de compreender como o cérebro modifica a
fisiologia a fim de identificar vias terapéuticas alternativas (KHODAI; LUCKMAN,
2021).

Neste contexto, as pesquisas recentes tém se preocupado em
desvendar as conexdes neurais a fim de facilitar o desenvolvimento dessas novas
terapias para as doengas humanas. Uma das areas em crescimento nos ultimos anos
€ a identificacao de vias neuronais que controlam a ingestdo alimentar (SOHN;
ELMQUIST; WILLIAMS, 2013), visto que as adaptacbes comportamentais
especificas, como a modulacdo da ingestao alimentar, sdo imprescindiveis para a
homeostase da glicose, do peso corporal, bem como para o desenvolvimento e fungao
do sistema imunol6gico. Ademais, o comportamento alimentar € de suma importancia
para a manutencdo do equilibrio individual e coletivo na sociedade (KHODAI,
LUCKMAN, 2021). E justamente em virtude desse papel central da alimentacao em
comunidade e aos principais efeitos sobre a saude associados aos transtornos
alimentares de obesidade e desnutricdo, uma atencdo consideravel tem sido
direcionada ao controle da ingestao alimentar (STERNSON; EISELT, 2017). Os
circuitos neuronais envolvidos nesse controle sao complexos e muitas vezes
interligados, o que torna seu estudo dificil, porém necessario (KHODAI; LUCKMAN,
2021).
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2 DESENVOLVIMENTO

A alimentacdo é um conjunto inato, porém intrincado, de acdes
fisioldgicas, sensoriais e motoras que culminam no equilibrio calérico (LI et al., 2019).
O controle da ingestao alimentar envolve a regulagéo a curto e a longo prazo. A
primeira determina o inicio e o término de uma refeicao (fome e saciacao), bem como
o intervalo entre as refeicdes (saciedade), e a segunda mantém a estabilidade das
reservas energéticas e, consequentemente, do peso corporal (CUMMINGS;
OVERDUIN, 2007; MMI, 2017; REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011).
Dentre os sinais envolvidos na regulacao a curto prazo da ingestdo alimentar estao
horménios produzidos pelo trato gastrointestinal (TGl), sinais de fome ou de
saciedade, como a grelina, a colecistocinina (CCK), o peptideo semelhante ao
glucagon 1 (GLP-1), entre outros. Os sinais de saciedade s&o transmitidos
primariamente ao Nucleo do Trato Solitario (NTS) do tronco encefalico (Fig. 1) (MMI,
2017), que por sua vez favorecem a ativagao de vias hipotalamicas (CURI; ARAUJO
FILHO, 2009). Os sinais envolvidos na regulacao a longo prazo sdo horménios que
sinalizam ao Sistema Nervoso Central (SNC), mais especificamente ao hipotalamo, o
estado da reserva de tecido adiposo branco (TAB) corporal. No hipotalamo, estas
informacgdes de curto e longo prazo sao integradas e transmitidas para os diversos
nucleos (Fig. 1) (SCHWARTZ et al., 2000) a fim de iniciar respostas apropriadas para
manter a homeostase energética (BOURET, 2012; GROVE et al., 2005).
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Figura 1 — Principais vias de regulagao da alimentagao e balanc¢o

energético.
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Os esquemas simplificados ilustram as possiveis redes neurais que transmitem sinais metabdlicos da
periferia para o cérebro. Os efeitos regulatérios dos horménios e nutrientes periféricos envolvem uma
rede neuronal complexa, distribuida e interconectada envolvendo neurbnios no prosencéfalo,
mesencéfalo e rombencéfalo. ARC, Nucleo Arqueado do Hipotalamo; DMH, Nucleo Dorsomedial do
Hipotalamo; PVN, Nucleo Paraventricular do Hipotalamo; VMH, Nucleo Ventromedial do Hipotalamo;
LHA, Area Hipotalamica Lateral: VTA, area Tegmental Ventral; NTS, Nucleo do Trato Solitario; CCK,
colecistocinina; PYY, neuropeptideo YY; GLP-1, peptideo semelhante ao glucagon 1; Gl,
gastrointestinal.

Fonte: BOURET; LEVIN; OZANNE, 2015.

2.1 SINAIS PERIFERICOS

Considerando que a ingestao de energia é ajustada de acordo com
as mudancas nas necessidades energéticas, a frequéncia com que as refeicdes sao
feitas, o tamanho das refeicbes, ou ambos, devem ser regulados por sinais
relacionados com as mudangas nos estoques de energia corporal do organismo
(BARSH; SCHWARTZ, 2002)

Dentre os sinais periféricos envolvidos na regulagao a longo prazo, a
leptina € considerada o mais importante. A leptina € um produto do gene ob e tanto
em humanos quanto em roedores é produzida pelo TAB em propor¢cao ao contetudo
de lipideos acumulados nesse tecido (REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL,
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2011). Neste contexto, a expressao génica e as concentragdes plasmaticas de leptina
em roedores € em humanos diminuem quando o balangco energético se encontra
negativo, a fim de desencadear agdes imediatas para restaurar as reservas
energéticas. A leptina secretada € transportada ao SNC pela barreira
hematoencefalica (BHE) por meio de um sistema de transporte saturavel (MMI, 2017)
e suas acgdes sao mediadas pelo receptor de leptina (Ob-R), que pertence a familia
de receptores de citocina tipo 1. Esse receptor € altamente expresso no Nucleo
Arqueado do Hipotalamo (ARC) e em outros nucleos hipotaldmicos (MMI, 2017;
REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011). No ARC, a expressao do Ob-R é
mais difundida nas popula¢gées neuronais que expressam Neuropeptideo Y (NPY) e
Proopiomelanocortina (POMC), conhecidos por participarem na regulacdo
hipotaldamica do balangco energético (SAWCHENKO, 1998). A ativagdo desses
receptores esta relacionada aos efeitos centrais da leptina, que incluem diminuicéo da
ingestao alimentar e do ganho de peso corporal e aumento do gasto energético
(REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011)

Semelhante a leptina, a insulina produzida pelas células B do
pancreas, circula no plasma em concentragdes proporcionais ao TAB (BARSH;
SCHWARTZ, 2002) e é responsavel por controlar a disponibilidade de glicose no
sangue. Aléem da funcéo classica na regulacao do metabolismo da glicose, a insulina
também atua como um sinal de curto e longo prazo da ingestao alimentar, sendo
liberada apés mudangas agudas nos niveis de energia, como no periodo pés-prandial
(REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011). Em contraste com seus efeitos
anabdlicos sobre tecidos periféricos, a acao da insulina no hipotalamo produz efeitos
catabdlicos (VAN DE SANDE-LEE; VELLOSO, 2012). Os receptores de insulina (IR)
sédo encontrados no cérebro e a infusédo intracerebroventricular (icv) de insulina em
roedores e outros mamiferos se mostrou eficaz na reducao da ingestao alimentar e
no aumento do gasto de energia (BARSH; SCHWARTZ, 2002; REMMERS,;
DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011). Como os receptores de insulina estdo
concentrados no ARC, e a insulina administrada via icv bloqueia os aumentos de RNA
mensageiro (RNAm) de neuropetideos orexigenos induzidos pelo jejum neste nucleo
hipotalamico, acredita-se que tanto a insulina quanto a leptina fornecam informacao
inibitéria para os neurbnios orexigenos do ARC em proporgdo aos estoques de
lipideos no TAB (BARSH; SCHWARTZ, 2002).
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Além do sinal de adiposidade fornecido pela leptina e pela insulina, os
sinais de longo prazo relacionados ao estoque de TAB devem ser integrados aos
sinais de curto prazo relacionados ao TGl para o término da refeicdo, de forma que o
encerramento de uma refeicdo se dé nao apenas porque os estoques de energia
corporal foram repostos, mas também porque ha sinais que indicam o estado de
saciedade (BARSH; SCHWARTZ, 2002). Neste contexto, os sinais periféricos
envolvidos na regulacao a curto prazo do inicio e término da refei¢do sao produzidos
em diferentes regides do TGl e possuem papel fundamental na transmissdo de
informacdes vias fibras aferentes vagais para o tronco cerebral. Tais sinais transmitem
informagdes como distensao gastrica, concentragcdes de hormdnios e nutrientes. Por
exemplo, o peptideo grelina € secretado pelo estbmago durante periodos de jejum,
aumentando a sensacgéo de fome quando infundido em humanos. Outros peptideos,
incluindo os horménios CCK, GLP-1, o peptidio YY (PYY) entre outros, sao liberados
pelo intestino durante a refeicdo e auxiliam a diminuir a ingestao alimentar ao agirem
como fator de saciedade apds a refeicao (SILVERTHORN, 2017). A seguir, sera
explorado o papel da CCK na mediacao da saciedade.

2.1.1 Colecistocinina

A colecistocinina (CCK) € um horménio polipeptidico secretado pelas
células | enteroenddcrinas na presenca de acidos graxos € aminoacidos provenientes
da alimentagao (BARSH; SCHWARTZ, 2002; CURI; ARAUJO FILHO, 2009). Por meio
de seus receptores acoplados a proteina G quinase, CCK-1R e CCK-2R, distribuidos
no estbmago, células acinares pancreaticas e vesicula biliar, a CCK inibe o
esvaziamento gastrico e estimula a secrecao de enzimas pancreaticas e contracao
biliar (CURI; ARAUJO FILHO, 2009; DOCKRAY, 2012). Além disso, via receptores
expressos no SNC e periférico, ela atua como mediadora da saciedade e reduz a
ingestao alimentar ao diminuir o tamanho da refeicdo em roedores e humanos (GIBBS
et al., 1973; KISSILEFF et al., 1981). A CCK secretada pelo TGI atinge a circulagcao
plasmatica e sua concentragcao sérica sobe rapidamente apés a refeigao, atingindo o
pico dentro de 15 minutos (MMI, 2017). A rapida acéo da CCK na redugao da ingestao
alimentar envolve a ativacdo de receptores CCK-1R nos terminais axonais de
neurdnios vagais aferentes que terminam no nucleo do trato solitario (NTS) no tronco
encefalico (DOCKRAY, 2012; FRASER; DAVISON, 1992), que por sua vez se
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conectam com o hipotalamo (Fig. 1) (CURI; ARAUJO FILHO, 2009). Contudo, a agéo
da CCK nao ¢ limitada ao seu efeito paracrino em fibras aferentes vagais periféricas.
Ja foi demonstrado em ratos Sprague-Dawley que, mesmo apés desaferenciagao
vagal cirdrgica, a administracéo periférica de CCK provocou a estimulagdo do NTS
(BAPTISTA; BROWNING; TRAVAGLI, 2007). Sabe-se que neurbénios da area
postrema (AP), um dos 6rgaos circunventriculares situado imediatamente dorsal ao
NTS, respondem a CCK. Esses resultados indicam, entdo, que a CCK apresenta dois
mecanismos distintos para ativar o NTS: ao mesmo tempo que estimula localmente
as fibras aferentes vagais, a CCK livre na corrente sanguinea pode chegar
diretamente a AP, e entao ao NTS, e assim veicular os sinais de saciedade (AIRES,
2018).

O NTS é uma area importante do tronco encefalico que processa
informacdes relacionadas a saciedade. Sinais humorais relacionados a adiposidade
que atuam no ARC podem gerar sinais que sao transmitidos por projecoes
descendentes para areas do romboencéfalo, como o NTS. Dessa forma, a resposta
dos neurdnios do NTS aos sinais de saciedade pode ser aumentada ou atenuada de
acordo com o estado nutricional do animal (BARSH; SCHWARTZ, 2002). Suporte para
essa teoria decorre de descobertas de que a leptina é capaz de determinar a
maghnitude da estimulagcdo da CCK em neurénios aferentes vagais. Em concordancia,
ja foi demonstrado que animais obesos com resisténcia vagal a leptina apresentam
menor responsividade a CCK acompanhada de menor ativagao de neurénios do NTS
(DOCKRAY, 2012; STEINERT et al., 2017). Inversamente, a deficiéncia de leptina
induzida por privagao alimentar se mostrou capaz de atenuar a habilidade da CCK
sistémica em suprimir o consumo alimentar (MANISCALCO; RINAMAN, 2013).

A ativacao de neurdnios vagais aferentes induzida pela CCK leva a
ativacao de neurdnios de segunda ordem no NTS que expressam tirona hidroxilase,
dopamina beta hidroxilase (DBH), proopiomelanocortina (POMC) e pré-pré-glucagon,
que se projetam para uma variedade de locais relacionados ao sistema de
recompensa e ingestao, incluindo o hipotalamo (CAWTHON; DE LA SERRE, 2021).
Além desses, ja foi observado que neurdnios noradrenérgicos A2 e 0s que expressam

GLP-1 no NTS apresentam imunorreatividade a proteina c-Fos' apos altas doses de

T A proteina c-Fos é um proto-oncogene codificada pelo gene Fos e atua como marcador da resposta
imediata envolvida na proliferagéo e diferenciagao celular apos estimulos extracelulares. Algumas das
propriedades do tecido nervoso incluem a capacidade de perceber mudangas externas, que podem
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CCK. Sabe-se que essas duas populagcdées neuronais também se projetam para o
hipotalamo, especificamente para a subdivisao medial da regido parvocelular (PaMP)
do Nucleo Paraventricular do Hipotalamo (PVN) (MANISCALCO; RINAMAN, 2013).
Ou seja, a CCK exdgena recruta neurdnios A2 que inibem a ingestao alimentar via
projecdes locais no tronco encefalico, enquanto também recruta neurdnios A2, além
dos DBH, POMC, entre outros, que se projetam para nucleos do hipotalamo para
induzir a ativagdo neuroendécrina. Desta forma, a ativagdo mediada por CCK dos
neurdnios do NTS promove anorexia reversivel e atenua o impulso homeostatico para
se alimentar mesmo diante de um balangco energético negativo acentuado,
promovendo alivio do desconforto do déficit de energia, mimetizando a fase pés-
prandial (CAWTHON; DE LA SERRE, 2021; D’AGOSTINO et al., 2016).

Além das acgbes gastrointestinais e de saciedade da CCK, ja foi
observado o aumento nas concentragcbes plasmaticas de CCK em ratos,
camundongos e porcos submetidos a modelos experimentais de endotoxemia e
inflamacéao intestinal (SAIA et al., 2013; WEILAND et al., 2005; YANG; GAAFAR;
BOTTOMS, 1990). Neste sentido, Saia et al. (2020) mostraram que o tratamento
prévio com CCK em dose unica foi capaz de modular negativamente a resposta
inflamatéria da mucosa do célon intestinal e manteve a integridade do epitélio
intestinal frente ao estimulo inflamatério. Ainda, a CCK, via CCK-1R, inibiu a
expressao da enzima o6xido nitrico sintase induzida (iNOS), estimulada por insulto
inflamatério em macrofagos peritoneais, ao modificar as vias de sinalizagao
intracelular (SAIA et al., 2014), sugerindo, entdo, um papel da CCK em processos

imunorregulatérios, como serao abordados mais adiante neste trabalho.

2.2 REGULAGAO HIPOTALAMICA

Em vertebrados, o SNC faz a mediacdo de uma ampla gama de
respostas autondmicas, enddcrinas e comportamentais que mantém a homeostase, e
diversos estudos indicam que o hipotalamo, em particular, desempenha um
importante papel na coordenacdo de tais respostas (SWANSON; SAWCHENKO,

modular a fungéo celular por meio da regulagcéo da expressdo génica, que, por sua vez, modificara o
fendtipo da célula em questdo. O primeiro conjunto de genes ativados por sinais externos sdo aqueles
que nao requerem sintese de proteina de novo, como o Fos. Assim, o c-Fos é atualmente usado como
um marcador de atividade neuronal (HERRERA; ROBERTSON, 1996; KOVACS, 1998; VELAZQUEZ;
CAPUTTO; BOUSSIN, 2015).
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1983). O hipotalamo foi identificado pela primeira vez como uma regiao distinta do
diencéfalo por His, em 1893. No inicio do século XX, Ranson e Hess demonstraram
que lesbes ou estimulos elétricos localizados em regides especificas do hipotalamo
tiveram repercussdes importantes em comportamentos como ingestao alimentar e
hidrica, comportamento reprodutivo, respostas termorreguladoras e outras (STERN,
2011)

O hipotalamo consiste em varios nucleos distintos, como o Nucleo
Arqueado (ARC) e os Nucleos Paraventricular (PVN), Ventromedial (VMH) e
Dorsomedial (DMH) do hipotalamo e Area Hipotalamica Lateral (LHA) (Fig. 1). Esses
nucleos possuem neurbnios que expressam neuropeptideos especificos que
desempenham fungbes diferentes na manutencdo homeostatica (REMMERS;
DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011), podendo ser caracterizados como orexigenos
ou anorexigenos ao estimularem ou inibirem o consumo alimentar, respectivamente
(CHEE; COLMERS, 2008), como explorado a seguir.

2.2.1 Nucleo Arqueado do Hipotalamo

O ARC contém duas populagbes neuronais que estdo fortemente
envolvidas na regulacao do balanco energético. Essas duas populacbes de neurénios
expressam neuropeptideos diferentes (REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL,
2011). Um subconjunto de neurénios na subdivisdo medial do ARC expressa os
peptideos orexigenos NPY e proteina relacionada ao Agouti (AgRP). Ja o subconjunto
de neurénios localizados no ARC lateral expressa os peptideos anorexigenos
conhecidos como melanocortina, que sao codificados pelo gene pré-pré-hormdnio
proopiomelanocortina (POMC), e o transcrito regulado por cocaina e anfetamina
(CART); esses neurbnios sdao chamados de neurénios POMC (CHEE; COLMERS,
2008). Essas duas populagdes neuronais expressam receptores para sinalizadores
periféricos, inclusive os receptores de leptina, insulina e grelina e se projetam
amplamente pelo hipotalamo e outras regides cerebrais (REMMERS; DELEMARRE-
VAN DE WAAL, 2011). Desta forma, as populagbes neuronais que contém
POMC/CART e NPY/AgRP no ARC séao considerados neurénios de primeira ordem
gue iniciam e orquestram as respostas do organismo (BARSH; SCHWARTZ, 2002).

O NPY é o neurotransmissor mais abundante no cérebro. Suas

concentragdes hipotalamicas aumentam durante o jejum e diminuem apéds a refeicdo
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(MMI, 2017). O NPY integra uma ampla familia de peptideos que inclui o peptideo YY
e o polipeptidio pancreatico (PP), cujos efeitos sdo mediados por receptores
nomeados de Y1 a Ys (SUZUKI et al., 2010) e acoplados a proteina Gi, cuja ativagao
diminui a produgao de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) (SOHN; ELMQUIST;
WILLIAMS, 2013). Os efeitos orexigenos do NPY sao mediados pela estimulagéao dos
receptores hipotaldmicos Y1R e YsR, combinada com a inibicdo local de neurdnios
POMC e CART (MMI, 2017; SUZUKI et al., 2010), induzida tanto por mecanismos pré-
sinapticos quanto poés-sinapticos (SOHN; ELMQUIST; WILLIAMS, 2013).

O horménio estimulante dos alfa-melanécitos (a-MSH) € um dos
varios peptideos derivados da POMC, assim nomeada porque também da origem ao
horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e B-endorfina (BARSH; SCHWARTZ, 2002). O
o-MSH e o ACTH, coletivamente conhecidos como melanocortinas, ativam a mesma
familia de receptores de melanocortina (MC-R) (BARSH; SCHWARTZ, 2002)
acoplados a proteina Gs, cuja estimulacao leva ao aumento na producao intracelular
de AMPc (SOHN; ELMQUIST; WILLIAMS, 2013). Dentre os cinco tipos de MC-R, dois
séo expressos no cérebro, o MC4-R e o MC-3R (MMI, 2017). A partir da ativagcao do
complexo receptor-proteina G, as melanocortinas ativam neurénios do PVN,
promovendo a diminuigao do consumo alimentar, e do tronco encefalico, participando
no aumento do gasto energético (SOHN; ELMQUIST; WILLIAMS, 2013). Em
concordancia, Hwa et al. (2001) mostraram que a administracao central de agonista
de MC-R induziu a perda de peso corporal de animais Zucker obesos e seus controles
ao estimular o gasto energético e promover a utilizacdo de estoques lipidicos
corporais, somados aos efeitos inibitdérios sobre a ingestao alimentar.

Curiosamente, a acéo do a-MSH é antagonizada pelo AgRP, o qual
foi identificado com base em sua similaridade de sequéncia com a proteina Agouti
(REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011). A proteina Agouti € uma molécula
de sinalizagao paracrina cujas agdes sao limitadas a pele, onde se liga ao MC1-R e
afeta a pigmentacéo da pelagem (OLLMANN et al., 1997). No modelo animal de
camundongos que carregam uma mutagcdo dominante no gene da cor da pelagem
Agouti conhecido como Ay, ocorre a ubiquitinacao da proteina Agouti, o que lhe
permite sinalizar através do MC4-R (BARSH et al., 1999). Contudo, sendo um agonista
inverso? dos receptores de a-MSH (MC4-R e MC3-R) (BARSH et al., 1999; OLLMANN

2 O agonista inverso é definido como um ligante com a capacidade de estabilizar a conformacéo inativa
de um receptor (NIJENHUIS; OOSTEROM; ADAN, 2001).
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et al., 1997), o acoplamento da proteina Agouti diminui a concentracao intracelular de
AMPc. Desta forma, em decorréncia da inibicao da funcdo dos MC1-R e MC4-R
(BARSH; SCHWARTZ, 2002), os animais Ay apresentam alteragdo na cor da pelagem
e obesidade severa (OLLMANN et al., 1997), além de hiperinsulinemia e hiperglicemia
(HUSZAR et al., 1997). Esse modelo de mutagdo genética possibilitou outras
descobertas relacionadas ao AgRP. Este também €& um agonista inverso dos
receptores de melanocortina (MC3-R e MC4-R) expresso no hipotalamo e, desta
maneira, atua estimulando o consumo alimentar e o ganho de peso corporal (MMI,
2017). Além disso, a administracao créonica de AgRP via icv diminuiu o gasto
energético e a termogénese do tecido adiposo marrom (TAM) (SMALL et al., 2003).
Semelhante ao NPY, os valores de AQRP aumentam durante o jejum e sao diminuidos
pela acao da leptina (KORNER et al., 2001; TAKAHASHI; CONE, 2005). Além de inibir
os receptores de melanocortina, os neurénios AgRP também podem ativar os
receptores de NPY, sendo, portanto, unicamente capazes de aumentar o consumo
alimentar (BARSH; SCHWARTZ, 2002).

A maioria dos neurdnios que expressam POMC, co-expressam RNAm
de CART (MM, 2017). O RNAm do CART foi identificado quando a administracao de
cocaina ou anfetamina induziu a expressao deste transcrito no SNC (REMMERS;
DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011). A falta de conhecimento sobre os potenciais
receptores CART dificulta a compreensao dos seus mecanismos de agao, mas sabe-
se que varios nucleos hipotalamicos (BORGES et al., 2007; FARZI et al., 2018; WANG
et al., 2000) expressam esse neuropeptideo. No ARC, a administracao de CART
desencadeia agcbes anorexigéncias e catabdlicas. Curiosamente, na LHA, os efeitos
foram orexigénicos, o que indica que a acdo do CART é dependente de sua
localizagdo (FARZI et al., 2018). Em concordancia, camundongos com obesidade
induzida por dieta hiperlipidica apresentaram diminuicao na expressao de RNAm de
CART no ARC, mas aumentada na LHA em comparacao aos controles (YU et al.,
2008). De maneira semelhante, a anorexia causada por processo inflamatério foi
associada ao aumento na expressao de RNAm de CART no ARC, ao passo que a da
LHA estava diminuida (SERGEYEV; BROBERGER; HOKFELT, 2001). A privacao
alimentar também diminui a expressao de CART no ARC (KRISTENSEN et al., 1998;
MMI, 2017) e a administracéo icv de CART e de anticorpo de CART diminui (AJA et
al., 2001; MMI, 2017; ROHNER-JEANRENAUD et al, 2002) e aumenta

(KRISTENSEN et al.,, 1998) o consumo alimentar de animais, respectivamente.
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Ademais, a ativacao de neurdnios CART do ARC diminui significativamente o gasto
energeético, a locomocao e a temperatura corporal, além de exercer um efeito inibitério
em neurénios orexigénicos deste nucleo (FARZI et al., 2018).

Os neurdnios NPY/AgRP e POMC do ARC formam um circuito local
em que os primeiros enviam sinais inibitérios aos segundos e a regulacéo desses
sinais inibitérios em neurbénios POMC influencia a alimentagcdo e a homeostase
energética (SOHN; ELMQUIST; WILLIAMS, 2013). Ainda, o estado energético, se
alimentado ou em jejum, contribui com esses fluxos sinapticos dos neurénios POMC
e NPY/AgRP. Especificamente, no estado alimentado, a leptina e a insulina inibem os
neurénios NPY/AgRP do ARC. A leptina, via receptores Ob-Rb no ARC, aumenta a
taxa de disparo de neurénios POMC, e ao mesmo tempo, hiperpolariza a membrana
celular de neurénios NPY por meio da ativacdo de canal de potassio sensivel a
adenosina trifosfato (ATP) por via celular dependente de fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K). Essa ativacao inibe os neurdnios NPY e, consequentemente, diminui a
liberagéo local de NPY e/ou do neurotransmissor inibitério acido gama-aminobutirico
(GABA). A reducgéao do ténus inibitério de NPY e GABA dos neurénios NPY do ARC,
desinibe neurénios e vias da POMC, desta forma ativando e aumentando a frequéncia
do potencial de acado desses neurbnios (BARSH; SCHWARTZ, 2002; CHEE;
COLMERS, 2008; SOHN; ELMQUIST; WILLIAMS, 2013) A mesma populagdo
neuronal hiperpolarizada pela leptina também é hiperpolarizada pela insulina (BARSH;
SCHWARTZ, 2002).

Por outro lado, o jejum provoca o aumento nos sinais excitatorios para
os neurénios NPY/AgRP e, consequentemente, nos sinais inibitérios basais para os
neurdénios POMC. Convenientemente, os neurdnios NPY/AgRP exibem um potencial
de membrana em repouso mais despolarizado durante o jejum concomitante com o
aumento na frequéncia do potencial de acdo. Essa dinamica esta de acordo com a
natureza orexigena e anorexigena nos neurdnios NPY/AgRP e das melanocortinas,
respectivamente (SOHN; ELMQUIST; WILLIAMS, 2013), e permite que os neurdnios
do ARC ajam como o sensor neuronal primario para as alteragcées nas reservas de
energia, usando informacdées de ambos os sinais humorais e aferéncias neuronais
para fornecer uma medicao integrada de déficits ou excessos de energia (BARSH;
SCHWARTZ, 2002) para outras areas hipotaldmicas envolvidas no controle da
ingestao alimentar, incluindo o PVN, VMH e DMH (SUZUKI et al., 2010)
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2.2.2 Nucleo Paraventricular do Hipotalamo

O PVN consiste em um nucleo de neurdnios magnocelulares que se
projetam para o lobo posterior da hipofise (neuro-hipéfise), circundado por uma regiéo
parvocelular, cujas populagdes celulares distintas formam proje¢cdes que se destinam
a eminéncia mediana, ou para o tronco encefalico e medula espinal. (SWANSON;
KUYPERS, 1980; SWANSON; SAWCHENKO, 1980). Os neurbnios neuroenddcrinos
parvocelulares estao localizados predominantemente nos subnucleos anterior (PaAP)
e medial (PaMP), e a maior parte dos neurdnios pré-autonédmicos do PVN se localizam
nos subnucleos ventromedial (PaV), posterior (PaPo) e dorsal (PaDC) do PVN (LI et
al., 2019; STERN, 2011; SWANSON; KUYPERS, 1980). Essa distribuicdo de
neurbnios possibilita a participacdo do PVN na coordenagdo das respostas
neuroendocrinas e autonémicas envolvidas no balango energético (LI et al., 2019;
SAWCHENKO, 1998). O PVN ¢ inervado por fibras adrenérgicas e noradrenérgicas
oriundas do tronco encefalico e do complexo vagal dorsal (SWANSON;
SAWCHENKO, 1980) e seu entorno imediato € uma area densamente povoada por
interneurénios GABAérgicos (HERMAN et al., 2002).

O PVN contém varias populagbes neuronais que secretam
mediadores anorexigenos, como o horménio liberador de corticotrofina (CRH), o
horménio liberador de tireotrofina (TRH) e a ocitocina, que atuam diminuindo a
ingestao alimentar e/ou aumentando a taxa metabdlica basal (MMI, 2017). O CRH é
mais conhecido por seu papel no eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal e na resposta ao
estresse, mas ele também esta envolvido na regulacdo do balango energético
(REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011). No cérebro, o CRH exerce suas
acobes via dois receptores, o tipo 1 (CRH1-R) e o tipo 2 alfa (CRH2a-R), e, juntamente
com a urocortina, forma uma rede de vias neuronais capaz de interagir com outros
circuitos que controlam a ingestao alimentar (MMI, 2017). Ja foi demonstrado que a
expressao de CRH no PVN esta diminuida em quadros de privagao alimentar e
aumentada por estimulo da leptina, a-MSH e CART (REMMERS; DELEMARRE-VAN
DE WAAL, 2011).

O TRH é conhecido por seu papel no eixo hipotalamo-hipéfise-tiroide,
no qual estimula a secrecao de horménio tireoestimulante (TSH) pela hipéfise. Pela
estimulagao na tireoide e secrecao de horménio tireoidiano, o TRH atua na diminuicao
do consumo alimentar e no aumento da temperatura corporal (CHOI et al., 2002). Além
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disso, os neurénios TRH nao hipofisiotropicos da subdivisao parvocelular do PVN sao
densamente inervados por terminagdes provenientes do ARC (FEKETE; LECHAN,
2014). Segundo Fekete et al. (2000), ha numerosas varicosidades axonais
imunorreativas ao AgRP e NPY que formam uma comunicag¢do justaposta com
praticamente todos os neurdénios TRH do PVN e estabelecem uma associacao
sinaptica simétrica com essas células, indicando uma fungao inibitéria (FEKETE et al.,
2000). Os neurénios anorexigénicos do ARC também inervam os neurénios TRH do
PVN, porém eles estabelecem menos sinapse do que o observado para os neurdnios
AgRP e NPY (FEKETE; LECHAN, 2014). Por meio dessa comunicagao, a expressao
de TRH é modulada para baixo em resposta ao jejum, NPY e AgRP, e para cima
mediante estimulo da leptina, a-MSH e CART (FEKETE et al., 2000; KIM et al., 2000;
REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011).

A ocitocina também participa na regulagdo do comportamento
alimentar, diminuindo o consumo de alimentos em animais e humanos, aumentando
0 gasto energético e diminuindo a glicemia. De acordo com Herisson et al. (2016), em
roedores, a ocitocina liberada pelo PVN age via receptor de ocitocina no nucleo
acumbens provocando a diminuigao da ingestao alimentar impulsionada pela fome e
pelo sistema de recompensa (MMI, 2017).

Como mencionado, os neurdnios do PVN expressam receptores para
os neurotransmissores do ARC, formando a comunicagdo entre os dois nucleos
(REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011). O NPY inibe diretamente a
atividade de neurénios que expressam o MC4-R no PVN (SOHN; ELMQUIST,;
WILLIAMS, 2013) e também modula a atividade neuronal do PVN indiretamente ao
inibir interneurénios GABAérgicos que fazem sinapse com um grupo de neurdnios
parvocelulares do PVN (BOUDABA; SZABO; TASKER, 1996; LI et al., 2005), com um
perfil de resposta muito semelhante ao da estimulacdo do apetite (PRONCHUK;
BECK-SICKINGER; COLMERS, 2002). Em concordancia, Davidowa, Li e Plagemann
(2002a) observaram que a administragéo de NPY in vitro no PVN de animais controle
estimulou os neurdnios da subdivisao PaMP do PVN. Curiosamente, essa sinalizagcao
do NPY estava reduzida no PaMP de animais com obesidade induzida geneticamente
(PRONCHUK; COLMERS, 2004) ou por superalimentacao precoce, em comparagao
aos seus controles (DAVIDOWA,; LI; PLAGEMANN, 2002a), em virtude de uma
regulacao para baixo de receptores NPY ou de uma diminuicdo no acoplamento entre

receptor e efetor. Isso leva a diminuicao da eficacia da transmissao sinaptica do NPY
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em animais obesos que é consistente com a reducao de sua agao orexigénica no PVN
desses animais (CHEE; COLMERS, 2008). Em contraste aos efeitos do NPY, as
melanocortinas potencializam o sinal GABAérgico no PaMP em cortes cerebrais de
animais controle (PRONCHUK; BECK-SICKINGER; COLMERS, 2002). Ainda, a
administracao de CART intra-PVN em ratos diminuiu a ingestao alimentar induzida
pelo NPY e aumentou a expresséo do gene de proteinas desacopladoras UCP em
tecidos periféricos (WANG et al., 2000).

Em resposta a todos esses sinais aferentes que transportam
informacgdes sobre o estado do ambiente interno, o PVN é capaz de gerar respostas
neuroenddcrinas e autondmicas. As projecoes eferentes do PVN incluem axénios que
se projetam para a neuro-hipéfise, que secretam os neuro-horménios ocitocina e
vasopressina; axénios que se projetam para a eminéncia mediana, onde secretam
uma variedade de horménios hipofisiotréficos que participam no controle dos eixos
hipotalamicos-hipofisarios (STERN, 2011); e projecbes longas e descendentes para
estruturas relacionadas ao sistema auténomo no tronco cerebral e na medula
espinhal, incluindo neurénios pré-ganglionares simpaticos e parassimpaticos
(SWANSON; SAWCHENKO, 1983). Essas projecbes desempenham um papel no
aumento do gasto energético mediado pela leptina por meio da estimulacao da
termogénese pelo TAM (SAWCHENKO, 1998).

2.2.3 Nucleo Ventromedial do Hipotalamo

O VMH é um nucleo hipotalédmico localizado diretamente acima do
ARC (SUN et al., 2021) e participa na regulacdo de varios aspectos fisiolégicos e
comportamentais (KHODAI; LUCKMAN, 2021), incluindo a regulagao energética via
modulagcéo do Sistema Nervoso Auténomo (SNA) simpatico (LINDBERG; CHEN; LI,
2013; SUN et al., 2021). Sua ativagao esta relacionada a diminuigdo do consumo
alimentar e a ativacao continua pode exercer um tdénus anorexigénico (CHEE;
COLMERS, 2008). Deveras, os primeiros estudos com lesdes eletroliticas especificas
no VMH em roedores mostraram rapido desenvolvimento da obesidade, devido ao
aumento da ingestao alimentar e reducao do fluxo simpatico (KHODAI; LUCKMAN,
2021).

O VMH é formado por uma grande variedade de tipos celulares

diferenciados pelos seus marcadores, como o peptideo ativador de adenilato-ciclase
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(PACAP), oxido nitrico sintase 1 (NOS1), fator neurotréfico derivado do cérebro
(BNDF), receptor de estrogénio alfa (ERa) e de leptina (Ob-R), e o fator
esteroidogénico 1 (SF1) (KHODAI; LUCKMAN, 2021). Este ultimo é considerado um
marcador exclusivo para o VMH, crucial para o desenvolvimento das glandulas
adrenais, gonadais, hipofisaria e do proprio VMH. Neste sentido, modelos animais
knockout de SF1 apresentaram anormalidades estruturais e funcionais dos neurénios
VMH e exibiram obesidade relativamente grave em consequéncia da diminuigdo do
gasto energético (MAJDIC et al., 2002).

Ja foi demonstrado também que os neurbénios SF1 do VMH séao
importantes para fazer a mediacdo dos efeitos anti-obesogénicos da leptina
(DHILLON et al., 2006), por meio da despolarizagédo e do aumento da taxa de disparo
dos neurénios SF1 do VMH (DAVIDOWA; PLAGEMANN, 2000; DHILLON et al.,
2006). Desta forma, a perda da sinalizacao da leptina em neurdnios SF1 resulta em
aumento da adiposidade (DHILLON et al., 2006), a qual é exacerbada frente a dieta
hiperlipidica. Segundo Dhillon et al. (2006), durante a alimentacdo com alto teor de
lipideos, o aumento nas concentragbes de leptina agiria em feedback negativo nos
neurdnios SF1, suprimindo o apetite e estimulando a termogénese induzida pela dieta
para aumentar o gasto de energia, restringindo assim o ganho de peso. Curiosamente,
no modelo de delecao de leptina em neurdnios SF1, os animais deixam de apresentar
essas respostas compensatorias a dieta hiperlipidica.

A termogénese induzida pela dieta é resultado da ativagéo simpatica
no TAM e o VMH foi o primeiro nucleo hipotalamico identificado na regulacao desse
processo (PERKINS et al., 1981). A fungdo moduladora do VMH no SNA se deve em
parte por projecées neuronais de neurbnios SF1 para outros centros autonémicos
cerebrais, como 0 ARC e o PVN, e o NTS no tronco encefalico (LINDBERG; CHEN;
LI, 2013). Essas projecées permitem, entdo, que o VMH module diretamente a
atividade e o fluxo simpatico (LINDBERG; CHEN; LI, 2013). Além disso, o hormdnio
tireoidiano influencia varios aspectos do metabolismo energético via VMH, como a
inducao da lipogénese (via SNA parassimpatico) e da termogénese do TAM (via SNA
simpatico) e o knockout de receptor tireoidiano no VMH induz a hiperfagia e diminui o
gasto energético ao reduzir a atividade locomotora (HAMEED et al., 2017).

Os neurdnios BDNF também sao altamente expressos no VMH. Foi
demonstrado que a infusdo central de BDNF diminui o consumo alimentar em ratos

(MMI, 2017). Além disso, acredita-se que neurénios POMC do ARC ativam neurénios
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BDNF do VMH para diminuir o consumo alimentar (MMI, 2017), ao passo que, a
ativacao de receptores Y1 (altamente expresso no VMH) inibe a atividade dos
neurénios do VMH (CHEE; COLMERS, 2008). De fato, em animais controle, a
estimulagédo para o comportamento alimentar & parcialmente atribuida as agdes
inibitérias do NPY no VMH e, curiosamente, esta sinalizacao esta exacerbada em
animais obesos (HEIDEL; PLAGEMANN; DAVIDOWA, 1999).

2.2.4 Nucleo Dorsomedial do Hipotalamo

O DMH é um nucleo cujo papel na regulacao do apetite também ja
esta bem estabelecido, sendo considerado um nucleo orexigénico (OTGON-UUL et
al., 2016). Lesoes eletroliticas precisas no DMH resultam em hipofagia, hipodipsia e
diminuigaéo do peso corporal (BELLINGER; BERNARDIS, 2002; BERNARDIS, 1970).
O DMH expressa varios neurotransmissores e proteinas sinalizadoras que participam
da regulacao da alimentacgao, incluindo neurénios GABAérgicos sensiveis a leptina,
BDNF, NPY, CART, peptideo liberador de prolactina (PrRP), e varios receptores para
sinalizadores de curto e longo prazo da regulagéo alimentar, como o Ob-R, MC3-R e
MC4-R, Y1 e Y5, CCK-R, entre outros (OTGON-UUL et al., 2016).

Estudos demonstraram que o jejum noturno aumentou a
excitabilidade de neurdnios colinérgicos do DMH, o que condiz com o fato de que
esses neurdnios tém a habilidade de responder a disponibilidade de nutrientes
(GROESSL et al., 2013). Esses neurénios colinérgicos do DMH inervam neurénios
POMC do ARC e, via receptores muscarinicos em terminais GABAérgicos, controlam
o ténus inibitério dos neurdénios POMC (JEONG; LEE; JO, 2017). Desta forma, a
ativacao de neurénios colinérgicos do DMH mediada pelo jejum noturno promove o
consumo alimentar (JEONG; LEE; JO, 2017) ao diminuir o ténus inibitério
GABAEérgico, evidenciando que circuitos colinérgicos, e a ativacdo de componentes
mediados por seus receptores, desempenham importantes fun¢dées na regulacéao do
comportamento alimentar (GROESSL et al., 2013). Além disso, os neurénios
GABAérgicos do DMH sao hiperpolarizados pela leptina e despolarizados pela
hipoglicemia, e a ativagéo optogenética dos terminais axonais desses neurdnios induz
a transmissao pos-sinaptica inibitéria para o PVN, promovendo a ingestdo de
alimentos (OTGON-UUL et al., 2016).
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Os neurénios adrenérgicos do NTS ativados pela CCK também agem
no DMH, o que sugere que a CCK pode exercer sua agao anorexigénica em parte
mediante a ativacdo da via NTS-DMH-noradrenérgica (KOBELT et al., 2006). De
acordo com Rust e Crosby (2021), a administragdo de CCK intra-DMH inibe a acao
dos neurénios orexigenos desse nucleo, induzindo a diminuicdo do apetite por uma
via que requer a ativacao do receptor CCK-2R e subsequente sintese de éxido nitrico.
Este, por sua vez, age de maneira retrégrada para aumentar a liberacdo de GABA dos
terminais axonais dos neurdénios GABAérgicos do DMH. Essa via poderia, portanto,
inibir neurdnios orexigénicos do DMH (RUST; CROSBY, 2021).

Com base no levantamento teérico feito até aqui, percebe-se que o
hipotalamo desempenha um papel fundamental no processo de controle da ingestao
alimentar e gasto de energia, atuando como sensor, integrador e mediador de sinais
hormonais, neurais e nutricionais. Sob condigdes fisiolégicas, o funcionamento
adequado de todos os componentes desse complexo sistema garante a estabilidade
da massa corporal e, portanto, condi¢cdes fisicas ideais para sobreviver (ENGEL;
VELLOSO, 2022). No entanto, em situagbes patolégicas e/ou de alteragbes
nutricionais, o hipotalamo sofre alteragdes funcionais e até estruturais que afetam as
conexdes neurais e, consequentemente, a homeostase energética sistémica, como

explorado nas sessdes seguintes.

2.3 RESPOSTA IMUNOLOGICA

O sistema imunolégico, também chamado de sistema imune, é
tradicionalmente dividido em inato e adaptativo, cada qual desempenhando fungées e
papeis diferentes na defesa do organismo contra agentes externos, como virus e
bactérias (ZUANY-AMORIM; HASTEWELL; WALKER, 2002). O sistema imune inato
detecta a presenca e a natureza de um patégeno, providencia a primeira linha de
defesa e controla o inicio e a determinacao da classe efetora da resposta imune
adaptativa (MEDZHITOV, 2001). A resposta imune adaptativa, por sua vez, depende
da geracao de um repertério aleatério e altamente diversificado de receptores — os
receptores de células T e B — seguido de selecao clonal e expansao de receptores
com especificidades relevantes. Esse mecanismo é responsavel pela geracao da
memoria imunolégica, que fornece uma capacidade adaptativa importante para os
animais vertebrados (MEDZHITOV, 2001).
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O sistema imune inato possui uma série de receptores, conhecidos
como receptores de reconhecimento de padrées (RRPs), que reconhecem padrdes
moleculares associados a patdogenos especificos. Esses receptores sdo expressos na
membrana extracelular, em compartimentos intracelulares ou secretados na corrente
sanguinea e fluidos teciduais, o que permite que o sistema inato distinga moléculas
préprias de estruturas nao préprias associadas a patégenos e inicie a resposta de
defesa do hospedeiro (MEDZHITOV, 2001; ZUANY-AMORIM; HASTEWELL;
WALKER, 2002). Um avango importante para a compreensao dos eventos iniciais no
reconhecimento microbiano e subsequente desenvolvimento de respostas imunes foi
a identificacao de receptores Toll-like (TLR) como RRPs chave do sistema imune inato
(ZUANY-AMORIM; HASTEWELL; WALKER, 2002).

A familia de receptores TLR tem um papel vital no reconhecimento
microbiano, participando na inducao de genes antimicrobianos e no controle das
respostas imunes adaptativas (MEDZHITOV, 2001). Em mamiferos, a familia dos
receptores TLR consiste em 13 membros (CIESIELSKA; MATYJEK; KWIATKOWSKA,
2021), e cada um parece ter uma funcgéo distinta no reconhecimento imune inato
(MEDZHITOV, 2001). Eles podem ser divididos em dois grupos de acordo a
localizagao subcelular. O primeiro grupo (TLR 1, 2, 4, 5 e 6) esta presente na
membrana plasmatica, de modo que os receptores contém dominios intracelular,
devido a presenca de proteinas do tipo TIR (MyD88, TIRAP, TRIF e TRAM) e
extracelular (repeticbes ricas em leucina - LRR), enquanto que os receptores do
segundo grupo (TLR 3, 7-13) estao localizados intracelularmente, nos endossomos, e
nao possuem dominio extracelular (FITZGERALD; KAGAN, 2020; KAGAN;
MEDZHITOV, 2006). O TLR4 é o receptor mais bem caracterizado da familia de TLR
e em associacao com o fator de diferenciacao mieloide 2 (MD-2) € o responsavel pelo
reconhecimento fisiolégico do lipopolissacarideo (LPS) da parede celular de bactérias
gram-negativas (PARK et al., 2009). A subsequente interacdo do dominio TIR de TLR4
e MyD88 desencadeia uma cascata de sinalizagdo que leva a ativagcao da via do fator
de transcricao nuclear kappa B (NF-kB), que entéo ativa a transcricdo de muitos genes
pré-inflamatérios que codificam moléculas pré-inflamatérias, incluindo citocinas,
guimiocinas e outros efetores da resposta imune inata (SHI et al., 2006), descritos a

seqguir.
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2.3.1 Lipopolissacarideo

O lipopolissacarideo (LPS) é um glicolipidio localizado na superficie
externa da membrana de varias bactérias Gram-negativas (Fig. 2A). O LPS consiste
predominantemente em um composto lipofilico, o lipideo A, ligado covalentemente a
uma regiao hidrofilica polissacaridica ou oligossacaridica. O lipideo A representa o
padrao molecular conservado do LPS e é o principal indutor de respostas
imunolégicas ao LPS, determinando a endotoxicidade em espécies de mamiferos
(ALEXANDER; RIETSCHEL, 2001; PARK et al., 2009).

Nos ultimos anos, prepara¢des altamente purificadas de LPS de um
grande numero de espécies de bactérias Gram-negativas foram caracterizadas
quimicamente, fisicamente e biologicamente. Dentro do escopo desses estudos, o
LPS se mostrou uma das classes mais poderosas de imuno-estimuladores
(ALEXANDER; RIETSCHEL, 2001). Neste contexto, injecbes periféricas de LPS sao
conhecidas por desencadear varias das respostas de fase aguda observadas nas
infecgdes, porém sem causar infecgao ao hospedeiro. Ou seja, o LPS é reconhecido
pelo sistema imune como um patégeno e é capaz de mimetizar quadros de inflamagéao
(BURRELL, 1994).
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Figura 2 — Arquitetura da parede celular de bactérias Gram-
negativas e as vias de sinalizacao proé-inflamatérias do TLR4.
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(A) O lipopolissacarideo (LPS) € um glicolipidio localizado na superficie externa da membrana de varias
bactérias Gram-negativas. A parede celular das bactérias Gram-negativas é caracterizada basicamente
pela presenca de duas bicamadas lipidicas, a externa e a interna, que sdo separadas pelo espaco
periplasmatico contendo a rede tridimensional de peptidoglicano. (B) O reconhecimento do LPS pelo
receptor toll like (TLR4) é mediado pela proteina ligante de LPS, o LBP. O TLR4 ativa a via de
sinalizacdo do MyD88 na membrana plasmatica e, apds endocitose dependente de CD14, inicia a
cascata dependente de TRIF. Mais detalhes no texto.

Fonte: (A) ALEXANDER; RIETSCHEL, 2001; (B) CIESIELSKA; MATYJEK; KWIATKOWSKA, 2021.
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O reconhecimento do LPS é mediado pela proteina ligante de LPS
(LBP — do inglés, Lipopolyssacharide binding protein) (CRUZ-MACHADO, 2010) no
sangue ou no fluido extracelular (Fig. 2B), e esse complexo serve para facilitar a
distribuicao do LPS a superficie da célula respondedora. Além do LBP, o TLR4 se liga
ao LPS com a ajuda das proteinas CD-14 (do inglés, cluster of diferenciation 14) e
MD-2, que esta associada de maneira estavel ao fragmento extracelular do receptor
(CIESIELSKA; MATYJEK; KWIATKOWSKA, 2021). O CD14 é um receptor de alta
afinidade ao LPS expresso na maioria das células (exceto nas células endoteliais), na
forma de uma proteina solivel ou como uma proteina de membrana ancorada ao
glicofosfatidilinositol (GPI) (ABBAS, 2019; MEDZHITOV, 2001). A transferéncia do
LPS para o CD14 aumenta a sensibilidade do TLR4/MD-2 ao LPS nas células imunes
inatas, incluindo macréfagos e monécitos (TSUKAMOTO et al., 2018). Apos a ligagao
do LPS via MD-2, o TLR4 induz a sinalizacao dependente do fator de diferenciacao
mieloide 88 (MyD88) da superficie celular. A MyD88 recruta as quinases associadas
ao receptor da interleucina-1 (IRAK-1 e IRAK-4) para ativar o fator 6 associado ao
receptor do fator de necrose tumoral (TRAF6). Este ativa o fator de crescimento
associado a quinase 1 (TAK1), que, por sua vez, promove a ativagcao do complexo IkK
(I-kapa B quinase) formado por duas subunidades cataliticas (IkKa e IkKB) (FERRAZ
et al., 2011). Este complexo promove a fosforilagdo do IkB (conhecida ainda como
NFKBIA) e sua degradagao resulta na ativagdo do NF-kB, que sera translocado ao
nucleo para induzir a expressao das citocinas inflamatérias como o fator de necrose
tumoral (TNF), interleucinas (IL-1 e IL-6), enzimas como a éxido nitrico sintase
induzida (iNOS), Ciclo-oxigenase-2 (COX-2), receptores como os de bradicinina, entre
outros (Fig. 2B) (CRUZ-MACHADO, 2010; FERRAZ et al., 2011). Além dessa via, a
estimulagéo do LPS em células CD14 positivas induz a internalizagédo do TLR4 em
endossomos, onde ele se dissocia do MyD88 e inicia a segunda via de sinalizacao
mediada pela proteina TRIF (do inglés, TIR domain-containing adapter inducing
interferon-beta) (TSUKAMOTO et al., 2018; ZANONI et al., 2011). A TRIF faz a
mediacao da ativagédo do fator regulador de interferon 3 (IRF-3), que por sua vez, &
translocado para o interior do nucleo e induz a expressao de genes para a producgao
de interferons do tipo | (IFN-a e IFN-B; Fig. 2B) (FERRAZ et al., 2011; ZANONI et al.,
2011). Os INF produzidos induzem a maturagao das células dendriticas, aumentam a
atividade humoral dos linfécitos B, induzem a diferenciagéo dos linfécitos T CD8+,

inibem a replicacao viral e evitam a disseminacao do processo infeccioso, a partir do
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recrutamento de linfécitos e monécitos (FERRAZ et al., 2011). O TLR4 é o unico
receptor que ativa vias de sinalizacao dependentes de MyD88 e/ou TRIF, o que lhe
permite promover uma sinalizacao variada para outras células do organismo e garantir
o controle da resposta frente ao LPS (CRUZ-MACHADO, 2010).

A producao e liberacao de citocinas mediada pelo LPS pode ocorrer
tanto pelas células imune da periferia quanto diretamente por neurénios e células da
glia no SNC. Quando produzidas pelas células da periferia, as citocinas também
podem agir no cérebro por vias neurais e humorais (ALEXANDER; RIETSCHEL,
2001). A via neuronal envolve primariamente o nervo vago e o complexo dorso-vagal
(CDV). De acordo com Konsman, Parnet e Dantzer (2002), células imunes da bainha
perineural do nervo vago sdo capazes de produzir IL-1 em resposta ao LPS e, além
disso, neurdnios sensoriais do nervo vago expressam receptores de IL-1, que, quando
ativados aumentam a atividade sensorial deste nervo. A via humoral, por outro lado,
envolve as citocinas circulantes na corrente sanguinea que podem (a) se ligar aos
seus receptores especificos na membrana das células endoteliais; (b) alcangar o SNC
via 6rgaos circunventriculares ou; (c) alcancar o SNC diretamente em virtude do
aumento da permeabilidade da BHE induzida pelo préprio quadro inflamatério. Além
disso, pode haver também a ocorréncia de infiltrado de células imunolégicas no SNC
e ativacao da micréglia no parénquima cerebral (LE THUC et al.,, 2017). O LPS
também pode agir diretamente no SNC promovendo a regulacao da expressao génica
(CRUZ-MACHADO, 2010). Ja foi demonstrado que os érgaos circunventriculares
expressam os receptores TLR4 e CD14 (LAFLAMME; RIVEST, 2001), sendo eles
necessarios para o que LPS desencadeie os eventos de transducao de sinal pré-
inflamatério nessas regides alcancadas pela circulagdo sistémica, enquanto a
ativacdo microglial subsequente no parénquima cerebral é dependente de TNF
(LAFLAMME; RIVEST, 2001). Em concordancia, foi demonstrado que a administracao
periférica de LPS induziu a expressdao de RNAm de IL-1, IL-6, TNF e NF-kB no
hipotalamo de ratos (JANG et al., 2010) e camundongos (LAYE et al., 2000).

A ativacdo direta ou indireta do SNC via LPS ou citocinas,
respectivamente, recruta neuropeptideos hipotalamicos relacionados ao controle da
homeostase energética (BORGES et al., 2007; RORATO et al., 2009). Neste contexto,
sabe-se que a reducgao do apetite ou a anorexia € um sintoma comum em um grande
numero de doencgas cronicas transmissiveis e nao transmissiveis (LIU et al., 2016).

Essa anorexia faz parte de um mecanismo de defesa classico do organismo contra
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processos inflamatérios e infecciosos, conhecido como comportamento doentio
(“sickness behaviour”. O comportamento doentio engloba varias mudancas
comportamentais, que afetam principalmente o humor e o balango energético, que se
desenvolvem em paralelo a infecgédo ou outra patologia (LE THUC et al., 2017). Estas
alteracdes sao consideradas respostas adaptativas do organismo, visando combater
a infeccao e propiciando, desta forma, um ambiente apropriado ao estabelecimento
de uma resposta imune eficaz e desfavoravel ao patdégeno. Tal como outras
estratégias adotadas pelo organismo para promover a reocupag¢ao do bem estar geral,
a anorexia deve ser temporaria e benéfica (LE THUC et al., 2017).

Em concordancia, estudos com roedores mostraram que a
administracdo exdgena de LPS diminuiu o consumo alimentar e aumentou a
expressao de CART no PVN e de TNF-a (BORGES et al., 2007), bem como de POMC,
mediada por prostaglandina, no ARC durante a endotoxemia moderada (RORATO et
al., 2009). Além disso, Jang et al. (2010) mostraram que a ativacdo de NF-kB
hipotaldamico induzida pelo LPS também aumentou a produgdo de citocinas
anorexigénicas e de POMC no hipotalamo. Em particular, a ativacdo de NF-kB em
neurénios POMC hipotalamicos € um mecanismo molecular importante para a
resposta anorexigénica, considerando-se que a inibicao especifica de NF-kB nesses
neurdnios reduziu significativamente a anorexia induzida pelo LPS. Neste sentido, foi
demonstrado que o sistema de melanocortina € um possivel alvo do NF-kB e, via
MCR-4, € um potencial mediador da anorexia induzida pelo LPS. Utilizando a
metodologia de eletrofisiologia com patch-clamp e imuno-histoquimica, Reis et al.
(2015) observaram que a exposi¢ao aguda ao LPS evocou respostas excitatérias em
neurénios POMC e respostas inibitérias nos neurdénios AQRP/NPY do ARC em ratos
e camundongos. Curiosamente, os resultados desse grupo sugeriram, ainda, que a
anorexia induzida pela leptina também depende da via NF-kB no sistema de
melanocortina hipotalamico.

Neste contexto, sabe-se que a leptina participa da resposta
anorexigénica durante a endotoxemia induzida pelo LPS (BORGES et al., 2011,
SACHOT; POOLE; LUHESHI, 2004). E estudos com animais com obesidade induzida
por dieta hiperlipidica e resistentes a leptina ndo apresentaram a resposta
anorexigénica induzida pelo LPS e tal efeito foi associado a alteragdo nas vias de
sinalizacdo hipotalamicas (BORGES et al,, 2014). Por outro lado, no contexto

nutricional oposto, foi reportado que a desnutricao altera o desenvolvimento do
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sistema imunolégico (CHANDRA, 2002), aumentando o risco de sepse e da atividade
do sistema imune em roedores (IWASA et al., 2015). Essas alteragcées tornam os
individuos com deficiéncias nutricionais susceptiveis a hospitalizacdo e infecgcbes
oportunistas (CHANDRA, 2002) e a perda de apetite, consecutiva a esses quadros,
pode ter consequéncias graves, pois pode prejudicar a recuperagao ao induzir um
défice de energia (LE THUC et al., 2017).

Com base nesses estudos, percebe-se que a toxicidade do LPS pode
ser diretamente dependente de fatores dietéticos. Segundo Candelli et al. (2021),
alguns alimentos podem conter altos valores de LPS ou podem, ainda, induzir o
aumento na producao de LPS. Deveras, ja foi demonstrado que a dieta hiperlipidica é
capaz de alterar a composigao da microbiota intestinal e aumentar a producao de LPS
(HE, 2021). Enquanto em condi¢des normais o LPS n&o atravessa a barreira intestinal,
ja foi observado que ele pode atingir a corrente sanguinea em condi¢cdes de
permeabilidade intestinal alterada. Alias, a propria presenca de bactérias que
produzem LPS no intestino ja altera a permeabilidade, resultando em um ciclo vicioso
de inflamagéao autopromovida (CANDELLI et al., 2021; HE, 2021). Curiosamente, Saia
et al. (2020) demonstraram que a CCK foi capaz de modular a resposta inflamatéria
da mucosa intestinal e preveniu a disfuncao na barreira epitelial do intestino induzida
pelo LPS. Além disso, a CCK inibiu a expressao de iNOS em macréfagos peritoneais
(SAIA et al., 2014), bem como a sintese e expressao de IL-1B e a expressao de CD-
14 na membrana de macréfagos intersticiais pulmonares induzidas pelo LPS (LI et al.,
2002, 2007). De acordo com Saia et al. (2014) e Rorato et al. (2011), o papel
imunorregulatério da CCK ocorre pela ativacao de CCK-1R, o qual estava regulado
para cima em macrofagos peritoneais e com a expressdo de mRNA aumentada em
neurénios do NTS e PVN apés a administracao de LPS. A ativagdo de neurdnios do
NTS mediada pela CCK parece ter participacao importante na diminuigdo do consumo
alimentar durante a endotoxemia induzida pelo LPS (RORATO et al., 2011).

2.4 MODELO EXPERIMENTAL: MANIPULAGAO DO TAMANHO DA NINHADA EM ROEDORES

Condigdes de desenvolvimento desfavoraveis durante o periodo pré-
natal e no inicio na vida podem influenciar (programar) o risco de desenvolvimento de
doencas crénicas nao transmissiveis na vida adulta (PLAGEMANN et al., 2012). O

termo “programar” tem sido utilizado para descrever o processo pelo qual a exposigao
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a estimulos ou insultos ambientais especificos no inicio da vida pode desencadear
adaptacdes que resultam em mudancas permanentes na fisiologia do organismo
(SOOKOIAN et al., 2013). Um mecanismo pelo qual a programagéao acontece e
influencia o metabolismo e o sistema imunolégico de um individuo € por meio de
alteracdées no epigenoma (SPENCER, 2013a), visto que este € exclusivamente
sensivel ao seu ambiente e, desta forma, afetado por sinais ambientais especificos
(AGARWAL et al., 2018). Neste contexto, a epigenética tem ganhado destaque nos
ultimos anos ao estudar as modificacées estaveis e hereditarias induzidas pelo
ambiente na expressdo génica, sem alterar a sequéncia do DNA. Existem duas
modificacées epigenéticas principais: a metilacdo do DNA e as modificagdes pos-
traducionais das proteinas histonas, que incluem metilacdo, sumoilagao, fosforilagao
e acetilacdo. As modificagcdes epigenéticas do DNA e das histonas afetam a
transcricao do gene, aumentando ou diminuindo o acesso ao DNA pela maquinaria
transcricional, regulando, assim, o grau de expressao de um determinado gene e o
tempo de sua expressao. Essas modificagdes epigenéticas podem ser passadas por
meiose e mitose para células-filhas, apoiando a hipétese de que os mecanismos
epigenéticos atuam como sensores ambientais para adaptacdées de longo prazo e
potencialmente hereditarias (AGARWAL et al., 2018, SPENCER, 2013a). Neste
contexto, Hardikar et al. (2015) mostraram que a desnutricao em 50 geragdes animais
resultou em diminuigdo do peso corporal, aumento da adiposidade, peso de 6rgaos
viscerais € musculatura reduzidos e aumento na susceptibilidade de desenvolver
Diabetes Melittus ao longo das geragbes, 0 que estava relacionado a alteragcbes
epigenéticas no gene promotor de insulina-2.

Percebe-se, portanto, que as respostas epigenéticas que ocorrem
durante as janelas criticas de desenvolvimento do organismo, que pode ser diferente
para diferentes 6rgados e tecidos, alteram a expressdao génica e resultam no
desenvolvimento diferencial de tecidos e 6rgaos. O impacto dessas pistas ambientais
em epigenomas em tecidos metabdlicos condicionam sua funcionalidade vitalicia, que
podem proteger o organismo ou predispor organismo ao desenvolvimento de doengas
cronicas (AGARWAL et al., 2018). Ou seja, em um primeiro momento, essas
adaptacdes sao fundamentais, pois garantem a vantagem da sobrevivéncia imediata
(GLUCKMAN; HANSON, 2004); contudo, seu valor adaptativo s6 € percebido mais
tarde na vida, visto que os sinais que levam a adaptacéo sado considerados preditores
do ambiente de desenvolvimento (PLAGEMANN et al, 2012). Portanto, se as



41

previsdes estiverem corretas, o organismo em desenvolvimento ira adotar um fenétipo
(dentro do limite da carga genética) que melhor se adequa ao esperado pelo ambiente
(REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011); caso contrario, as adaptacdes
podem levar ao desencadeamento de doengas como resultado de compensacgdes
biolégicas (GLUCKMAN; HANSON, 2004; PLAGEMANN et al., 2012).

Para programar um sistema ou uma fung¢ado, o estimulo ambiental
deve ocorrer durante um periodo de desenvolvimento em que tal sistema ou fungao
ainda seja plastico (REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011).
Interessantemente, Agarwal et al. (2018) relatam que alguns dos mecanismos para a
plasticidade do desenvolvimento sdo justamente de natureza epigenética, e as
consequéncias associadas a doencga estao relacionadas a interrupgcéo dos processos
epigenéticos no ambiente. Em roedores, o hipotalamo é funcional e estruturalmente
imaturo ao nascimento (BOURET, 2012; LESAGE et al., 2006). A anatomia basica do
hipotalamo dos ratos € estabelecida no periodo pré-natal, e os nucleos hipotaldmicos
ja expressam seus neuropeptideos nesse periodo (REMMERS; DELEMARRE-VAN
DE WAAL, 2011). Contudo, a maioria das conexdes entre o hipotalamo e sistemas
aferentes e eferentes, e aquelas entre os nucleos hipotalamicos, como é o caso da
circuitaria hipotalamica proveniente do ARC para o PVN (REMMERS et al., 2008b),
se desenvolvem apenas no decorrer de trés semanas durante o periodo pos-natal e
de lactagdo (BOURET, 2012; LESAGE et al., 2006; REMMERS; DELEMARRE-VAN
DE WAAL, 2011). Neste contexto, Melnick et al. (2007) mostraram detalhadamente
que durante as primeiras semanas de desenvolvimento poés-natal, os neurénios
neuroendocrinos e pré-autonémicos do PVN apresentam sensibilidade precoce ao
NPY proveniente do ARC, o que sugere que a agcado desse neurotransmissor é
essencial em animais jovens para criar o impulso orexigeno necessario para sustentar
o crescimento e o desenvolvimento. Interessantemente, conforme o animal
amadurece, os neurbnios pré-autonédmicos, mas nao os neuroenddcrinos, diminuem
sua sensibilidade ao NPY. Em contraste, a resposta dos neurdnios neuroendécrinos,
mas nao a dos pré-autonémicos, a a-MSH aumenta, o que pode ser necessario para
a transicao da succ¢ao para o comportamento alimentar independente.

Percebe-se, entao, que ao alterar a sensibilidade desse sistema neste
periodo critico de desenvolvimento, em que ha génese, migragao e diferenciacao
celular (OLIVEIRA et al., 2011), pode-se alterar a fisiologia € o metabolismo de um

organismo (SOOKOIAN et al.,, 2013), o que torna este periodo uma janela de
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oportunidade para insultos ou intervengcbes. Embasado nisso, o estudo da
programacao metabdlica em relagdo aos processos de doenga avangou nos ultimos
anos com o desenvolvimento de modelos animais que utilizaram tanto a
supernutricdo, ou superalimentagdo, quanto a subnutricdo, ou subalimentacédo, nos
periodos pré e pés-natal (LANGLEY-EVANS; MCMULLEN, 2010). Esses estudos
apoiam a hipo6tese da programacao nutricional e fornecem ferramentas para examinar
0s mecanismos epigenéticos pelos quais a programacgédo pode ocorrer, além de
demonstrar a plausabilidade biolégica das associagbes observadas em populagdes
humanas, fornecendo evidéncias para o conceito das Origens Desenvolvimentistas da
Saude e da Doenca (DOHaD, do ingés Developmental Origins of Health and Disease)
(LANGLEY-EVANS; MCMULLEN, 2010).

A nutricao afeta varios, se nao todos, processos fisiolégicos de um
organismo, incluindo os que regulam o desenvolvimento e a funcao do sistema
imunolégico (COLLINS; BELKAID, 2022). A importancia dos aspectos nutricionais no
comecgo da vida foi inicialmente demonstrada pela manipulacdo do tamanho da
ninhada em ratos, em que o tamanho e o peso corporal de um filhote no desmame
variava inversamente ao numero de irmaos em competicdo pelo suprimento
(AUBERT; SUQUET; LEMONNIER, 1980; MCCANCE, 1962). A luz desses
resultados, a manipulacdo do tamanho da ninhada, isto €, a alteragcdo manual do
numero de filhotes por ninhada durante o periodo de lactagéo, se tornou um modelo
apropriado e estabelecido para estudar as consequéncias a longo prazo de um tipo
de programacao nutricional pés-natal que atinge diretamente os filhotes (REMMERS;
DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011). Nesse modelo, animais sao alocados apés o
nascimento em ninhadas menores (com apenas 3 ou 4 filhotes; SL — do inglés, small
litter) (SPENCER, 2013b) ou maiores (com 14 a 24 filhotes; LL — do inglés, large litter)
(CODO; CARLIN, 1971) do que o habitual (controle — NL, do inglés, normal litter), que
tem de dez a 12 filhotes (CHERNOFF et al., 2009). Desta forma, tanto a supernutricao
(ninhada reduzida) quanto a subnutricdo (ninhada expandida) podem ser alcangadas
(PATEL; SRINIVASAN, 2011). Segundo Fiorotto et al. (1991), existe a tendéncia de
gue as matrizes de ninhadas expandidas produzam leite com menor volume lipidico
do que as de ninhadas normais, o que reflete um fendmeno de diluicao, ou seja, um
aumento proporcionalmente maior no volume de leite do que nos lipideos do leite.
Como resultado, os filhotes experenciam um aumento progressivo de déficits de

energia nao proteica. Por outro lado, o menor volume de leite produzido por matrizes
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de ninhadas reduzidas é explicado pela menor intensidade de succao por parte dos
filhotes. Além disso, o leite dessas matrizes tem menor concentracao de proteina,
consistente com a sintese reduzida de proteina do leite associada a menor secregéo
de prolactina (FIOROTTO et al., 1991), e maior teor calérico e de lipideos do que de
matrizes de ninhada normal (XAVIER et al., 2019).

Essa exposigcao precoce ao desbalango nutricional tanto quantitativo
qguanto qualitativamente esta relacionada com a resposta adaptativa de neurénios
hipotaldamicos que modulam a ingestdo alimentar e o gasto energético a partir de
mudancgas nas atividades hormonais (SOOKOIAN et al.,, 2013). Em animais de
ninhadas SL, o processo regulatério em conexao com sinais peptidérgicos parece
estar alterado (DAVIDOWA; LI; PLAGEMANN, 2002b). De acordo com Ribeiro et al.
(2017), a supernutricdo precoce programa a resisténcia hipotaldamica a leptina e
diminui a atividade termogénica do TAM, o que predispde ao acumulo de tecido
adiposo em virtude da falta de gasto energético induzido pelo SNA simpatico. Em
concordancia, foi observada a reducdo no conteido de RNAm de Ob-Rb no
hipotalamo de animais SL (LOPEZ et al., 2005) e que a taxa de disparo de neurdnios
do ARC nao se alterou com a administracdo de leptina. A diminuicao da funcao
inibitéria da leptina em neurénios do ARC de animais SL indica uma resisténcia
hipotalamica adquirida a leptina que contribui com o sobrepeso desses animais
(DAVIDOWA; PLAGEMANN, 2000). Além disso, a resisténcia a leptina se mostrou
especifica no ARC medial, onde estao localizados os neurénios NPY/AgRP, mas nao
no ARC lateral, localizacéo dos neurénios POMC, indicando um padrao especifico de
regiao do nucleo (CRIPPS et al., 2009; LOPEZ et al., 2005).

De encontro a esses resultados, animais SL também apresentaram
alteragcbes na resposta neuronal do PVN a peptideos orexigenos e anorexigenos,
exibindo predominancia na inibicdo de neurénios do PVN por neuropeptideos
orexigenos (AgRP e NPY, que agem em favor da diminuicdo do gasto energético),
acompanhada de menor ativagao por parte dos neuropeptideos anorexigenos, CART
e a-MSH. Tem-se, entdo, que os efeitos bimodais normais dos neuropeptideos se
moldaram de forma unidirecional para uma predominéancia de inibicao dos neurénios
do PVN de animais SL (DAVIDOWA, LI; PLAGEMANN, 2003). Além disso, foi também
reportado o aumento na porcentagem de neurénios que expressam NPY no ARC e
auséncia da regulacao negativa de NPY, o que sugere um tipo de resisténcia da via

hipotalamica ARC-PVN em animais SL as concentragdes elevadas de leptina e/ou
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insulina. A insulina, que normalmente inibe a expressao de RNAm do NPY, provocou
a ativacao de neurénios NPY no ARC de animais SL jovens e adultos (DAVIDOWA;
PLAGEMANN, 2007), indicando que, em animais obesos, a agdo da insulina em
neurénios NPY do ARC também contribui para o estado de energia positiva observada
(CHEE; COLMERS, 2008).

A reducao do tamanho da ninhada também provoca alteragbes na
estrutura e fungao de outras areas hipotalamicas, além do ARC e PVN, como a baixa
resposta a estimulos anorexigénicos no VMH (RINALDI et al.,, 2012). O VMH é
conhecido por regular a homeostase energética através da modulacéao, via NTS, da
atividade do SNA simpatico (LINDBERG; CHEN; LI, 2013; SUN et al., 2021). Neste
sentido, foi demonstrado que a obesidade esta relacionada com a diminuigdo na
atividade simpatica (OLIVEIRA et al., 2011). Ademais, ha evidéncias de alteracédo na
resposta ao NPY no VMH em animais obesos SL, com maior prevaléncia da
sinalizacao via receptor Y1 do que em animais controle, possibilitando uma maior
inibicdo em neurénios do VMH desses animais (HEIDEL; PLAGEMANN; DAVIDOWA,
1999). Tal inibicao indica maior responsividade e sensibilidade dos neurénios do VMH
ao NPY. Cooperando ainda mais para esse quadro, Davidowa e Plagemann (2000)
demonstraram alteracao na resposta da leptina no VMH de animais SL, em que ela
passa a exercer uma resposta inibitéria neste nucleo.

No outro aspecto nutricional, ha clara correlagdo negativa entre o
tamanho da ninhada e a massa corporal do filhote ao desmame (RODEL et al., 2010).
Ratos Wistar LL apresentam menor massa adiposa total e porcentagem de tecido
adiposo branco do que animais controle, enquanto a porcentagem de massa magra
se mostra aumentada, indicando uma falha no desenvolvimento adequado do tecido
adiposo (ENGELBREGT et al., 2004), visualizado na diminuicdo do tamanho dos
adipdcitos de ratos submetidos a desnutricao indireta durante o periodo gestacional e
de lactacdo (RODRIGUEZ-RIVERA et al., 2021). Além disso, ja esta estabelecido que
0s animais criados em ninhadas expandidas sdo menores, mais leves e mais magros
na infancia e na vida adulta, podendo ou nao apresentar cafch-up de crescimento
(REMMERS; FODOR; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2008).

Interessantemente, durante o crescimento, na infancia e fase jovem
adulta, animais LL apresentam um aumento transitério na expressao hipotalamica de
neuropeptideos orexigénicos, visto como uma tentativa de maximizar a ingestao de

leite e, assim, aumentar a energia disponivel para o crescimento (REMMERS et al.,
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2008b). Na vida adulta, a expressao hipotalamica de RNAm de neuropeptideos
regulatérios se mantém alterada. Segundo evidéncias, animais de diferentes modelos
de desnutricdo dos filhotes, seja direta ou indireta, apresentam maior contetudo de
NPY e AgRP no ARC e no PVN (LOPEZ et al., 2005; PLAGEMANN, A et al., 1999;
STOCKER et al., 2012) e menor conteudo de POMC e CART no ARC (LOPEZ et al.,
2005; STOCKER et al., 2012), o que é apropriado e condizente com o quadro de
hipoleptinemia (CRIPPS et al., 2009; PLAGEMANN, A et al., 1999; REMMERS;
FODOR; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2008; VELKOSKA et al, 2008) e
hipoinsulinemia (PLAGEMANN, A et al., 1999) apresentada por esses animais, em
relagéo aos controles (CRIPPS et al., 2009; LOPEZ et al., 2005). Essas alteracdes na
expressao hipotaldmica dos neuropeptideos orexigenos e anorexigenos revelam que
os animais submetidos a subnutricdo precoce registram o balango energético negativo
em que se encontram, contudo, a auséncia de efeito obesogénico indica que a
resposta fisiolégica antecipada a esses sinais, chamada compensacao energética e
comportamental, ndo se desenvolve apropriadamente, sugerindo que esses animais
desnutridos tém uma falha na cascata da sinalizacao da leptina (CRIPPS et al., 2009;
STOCKER et al., 2012).

Além das alteragdes no desenvolvimento da regulacao da ingestao
alimentar, a composicao e a quantidade de leite alterada no inicio da vida pode
impactar a resposta imunolégica ao modificar a composigcao e a fungéo da microbiota
intestinal (COLLINS; BELKAID, 2022). De acordo com He (2021), existem quatro
principais filos que colonizam o TGI: Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria e
Actinobacteria, representando 98% da microbiota intestinal, dos quais as
Bacteroidetes sao consideradas bactérias benéficas. Neste sentido, foi demonstrado
que a suplementacao de Bacteroidetes fragilis durante 6 meses reduziu a expressao
de TLR4 e atenuou a resposta pré-inflamatéria ao estimulo com LPS em recém-
nascidos saudaveis (GRONLUND et al., 2000; SPENCER, 2013a). Por outro lado,
alteragdes perinatais na proporgao entre Bacteoidetes e Firmicutes foram associadas
a modificagdes epigenéticas que alteram o metabolismo lipidico e aumentam o risco
de desenvolvimento de obesidade e sobrepeso (GOMEZ-GALLEGO et al., 2019). De
acordo, Ley et al. (2005) demonstraram que camundongos com obesidade induzida
pela dieta hiperlipidica apresentam menor abundancia de Bacteroidetes e um
aumento proporcional do filo Firmicutes, além de diminuigao da diversidade bacteriana

intestinal em comparacao aos animais controle. Tal disbiose (Bacteroidetes diminuido
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e Firmicutes aumentado) também foi observada em animais de modelo de obesidade
induzida pela reducao do tamanho da ninhada e poderia levar a inflamacéao sistémica
de baixo grau (RODRIGUES et al., 2022). Contudo, de acordo com Spencer (2013a),
animais SL nao apresentam perfil de inflamacgéo basal, visto que as concentracdes
plasmaticas de citocinas pro-inflamatérias nao diferiu entre animais SL e controle
(CLARKE; STEFANIDIS; SPENCER, 2012).

Em modelos de desnutricho durante as fases inicias de
desenvolvimento, também ha perda da abundancia e diversidade na comunidade
microbiana, bem como alteragdes nas vias metabdlicas microbianas que resultam em
menor eficiéncia na extragcdo de energia de componentes dietéticos nao digeriveis
(prebioticos) (PREIDIS et al., 2015). Porém, diferente do que foi reportado para
animais SL, Desai et al.(2009) demonstraram que a desnutricdo materna pré e pos-
natal resultou em aumento da inflamacao basal nos filhotes ao longo da vida adulta.
Esses estudos ainda sao iniciais e mais pesquisas acerca da participacdo da
microbiota nas alteragbes epigenéticas e perfil inflamatério de animais do modelo de
reducéo e expansao do tamanho da ninhada se fazem necessarias. Sabe-se que esse
modelo de manipulacdo do tamanho da ninhada € um modelo de disturbios
nutricionais precoce, devido a alteracao na disponibilidade de leite para os filhotes
(HABBOUT et al.,, 2012), cujas adaptacbes metabdlicas sdo observadas desde a
infancia até a vida adulta, evidenciando que o estado fisiolégico do organismo no
periodo que antecede essa fase & extremamente relevante para o desenvolvimento e

homeostase no organismo.
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3 JUSTIFICATIVA

Considerando os grandes efeitos a saude associados com as
desordens de desnutricdo e/ou ao excesso do consumo alimentar, grande atencao
tem sido direcionada ao controle do apetite e sobrepeso (STERNSON; EISELT, 2017).
Sabe-se que o estado metabdlico dos animais € comunicado ao SNC, mais
especificamente aos nucleos hipotalamicos, que contém varios neurénios
relacionados a regulacdo metabodlica que respondem diretamente a horménios
periféricos e sinais nutricionais a fim de iniciar respostas apropriadas para manter a
homeostase energética (BOURET, 2012; GROVE et al.,, 2005). Dentre esses
horménios periféricos e sinalizadores, a CCK tem sido amplamente estudada por atuar
como mediador da saciedade e por reduzir a ingestao alimentar ao diminuir o tamanho
da refeicdo em roedores e humanos (GIBBS et al., 1973; KISSILEFF et al., 1981).
Esse efeito anorexigeno da CCK €& mediado via nervo vago e pela circulagdo, com
conseguinte ativacao da AP e NTS (FRASER; DAVISON, 1992), que por sua vez se
conectam com o hipotalamo (CURI; ARAUJO FILHO, 2009).

Além da CCK, substancias envolvidas em processos patologicos
também afetam as conexdes neurais e, consequentemente, a homeostase energética
sistémica. Sabe-se que o LPS, endotoxina da parede celular de bactérias Gram-
negativas, induz processos inflamatérios e recrutam receptores de CCK (RORATO et
al., 2011) bem como neuropeptideos hipotalamicos relacionados ao controle da
homeostase energética (BORGES et al., 2007; RORATO et al., 2009). A anorexia faz
parte de um mecanismo de defesa classico do organismo contra processos
inflamatorios e infecciosos, contudo, em alguns casos, ela pode ter consequéncias
graves, pois pode prejudicar a recuperacao ao induzir um défice de energia (LE THUC
et al., 2017).

A obesidade e a ma-nutricao desafiam os processos regulatérios
envolvidos no controle alimentar e, em funcao disto, a investigacao da programacao
fetal ou perinatal tem despertado grande interesse no meio cientifico nos ultimos anos,
evidenciando que experiéncias nutricionais no inicio da vida podem contribuir com as
desordens metabdlicas na vida adulta (LIU et al., 2013; PLAGEMANN, 2006). Neste
contexto, o uso de modelos experimentais de animais tem contribuido muito para o
entendimento da fisiopatologia da obesidade (RINALDI et al., 2012) e, dentre eles,
ratos de reducado e de expansao de ninhada tém se mostrado modelos apropriados
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para estudar as consequéncias da supernutricao e desnutricdo péds-natal,
respectivamente (PLAGEMANN, 2006; PLAGEMANN et al., 2012).

No entanto, ainda sdo poucos os estudos sobre os mecanismos
envolvidos na responsividade alterada a CCK e ao LPS em animais com obesidade
por reducdo de ninhada. E, embora estudos mostrem que a desnutricao pré-natal
aumente a resposta febril ao LPS em animais adultos (IWASA et al., 2015), pouco se
sabe também sobre a relagéao entre a ma-nutricdo pos-natal por expansao do tamanho
da ninhada sobre os efeitos do LPS e da CCK na ingestao alimentar.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS

Investigar os efeitos da CCK e do LPS na ingestao alimentar e na
ativacao neuronal de ratos adultos Wistar submetidos a supernutricao ou desnutricao
no periodo poés-natal por redugcdo ou expansdo do tamanho da ninhada,

respectivamente.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos da manipulagdo do tamanho da ninhada nos
parametros biométricos (peso corporal, comprimento e indice de Lee) de ratos Wistar
no dia do desmame (DPN 21) e no inicio da vida adulta (DPN 60).

Avaliar os efeitos da CCK em ratos adultos de 60 dias de ninhadas
SL, NL e LL nos seguintes parametros:

a) Ingestao alimentar;

b) Ativacdo neuronal no tronco encefalico: Area Postrema e Nucleo

do Trato Solitario;

c) Ativacao neuronal em nucleos hipotalamicos: Nucleo Arqueado e

Nucleos Paraventricular, Ventromedial e Dorsomedial do
Hipotalamo.

Avaliar os efeitos do LPS em ratos adultos de 60 dias de ninhadas SL,
NL e LL nos seguintes parametros:

a) Ingestao alimentar;

b) Ativacdo neuronal no tronco encefalico: Area Postrema e Nucleo

do Trato Solitario;

c) Ativacao neuronal em nucleos hipotalamicos: Nucleo Arqueado e

Nucleos Paraventricular, Ventromedial e Dorsomedial do

Hipotalamo.
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Esta tese foi dividida em 2 estudos que serao descritos na forma de
artigo cientifico.

Estudo 1: A supernutricdo neonatal, mas nao a subnutricdo neonatal,
reduz a hipofagia e a ativagdo neuronal no Nucleo do Trato Solitario e no Nucleo
Paraventricular do Hipotalamo induzidas pela colecistocinina em ratos Wistar.

Estudo 2: A programacao pela supernutricao neonatal reduz a
resposta hipofagica e a atividade neuronal no Nucleo do Trato Solitario e Hipotalamo
induzidas pelo lipopolissacarideo em ratos adultos.
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5 ESTUDO 1 — A SUPERNUTRIGAO NEONATAL, MAS NAO A SUBNUTRICAO
NEONATAL, REDUZ A HIPOFAGIA E A ATIVAGAO NEURONAL NO NUCLEO DO
TRATO SOLITARIO E NO NUCLEO PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO
INDUZIDAS PELA COLECISTOCININA EM RATOS WISTAR

Os resultados deste estudo estdao publicados no artigo intitulado
“‘Neonatal overnutrition, but not neonatal undernutrition, disrupts CCK-induced
hypophagia and neuron activation of the Nucleus of the Solitary Tract and
Paraventricular Nucleus of hypothalamus of male Wistar rats” na revista Brain
Research Bulletin, ISSN: 0361-9230, 2023, disponivel no Anexo B.

5.1 INTRODUCAO

O conceito da programacgao metabdlica propée que o fornecimento
nutricional inadequado no inicio da vida pés-natal pode ser um fator determinante no
estado metabdlico e impactar a saude a longo prazo (MARANGON et al., 2020;
WATERLAND; GARZA, 1999). Nesse contexto, estudos tém mostrado que a nutricao
em excesso ou em falta durante o periodo perinatal esta associado ao aumento no
risco de desenvolvimento de doengas crénicas nao-transmissiveis ao longo da vida
(RIBEIRO et al., 2017; SPENCER; TILBROOK, 2009). Modelos experimentais animais
para a programacao metabdlica ja foram conduzidos em varias espécies, incluindo
primatas, ovelhas, porquinhos-da-india e roedores. Em ratos, as manipulacdes
nutricionais pré-natais e pés-natais ja foram usadas para induzir a programacao do
desenvolvimento do balango energético, incluindo a ligadura das artérias uterinas,
dietas maternas com conteudo alterado de proteina, lipidios e carboidratos e também
manipulagdes do tamanho da ninhada (REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL,
2011).

A manipulagédo do tamanho da ninhada € um modelo baseado na
modificacdo no ambiente nutricional no periodo pds-natal, isto €, alteragcdo no niumero
de filhotes por ninhada durante a lactacdo. Desta forma, esse modelo induz a
supernutricdo ou desnutricdo precoce em animais e permite o estudo das
consequéncias a longo prazo desses fendmenos. Esse modelo se justifica no fato de
que em roedores o periodo de crescimento cerebral tem inicio no periodo pré-natal,

durante a gestacao, e atinge o pico do desenvolvimento durante as trés primeiras
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semanas apos o hascimento, que coincide com o periodo de lactagcao desses animais.
Durante esse periodo, alteragbes nutricionais podem ter efeitos permanentes em
inumeros eventos do desenvolvimento cerebral (LESAGE et al., 2006; VIEAU et al.,
2007). Neste contexto, estudos recentes de Branquinho et al. (2017) e Stopa et al.
(2021) mostraram que animais que cresceram em ninhadas reduzidas durante a
lactacao desenvolveram sobrepeso ou obesidade na vida adulta. Por outro lado,
animais de ninhadas expandidas exibiram menor peso corporal no desmame, mas
apresentaram hiperfagia e crescimento corporal acelerado no inicio da vida adulta,
consistente com o aumento das vias hipotalamicas orexigénicas (JUAN DE SOLIS et
al., 2016; MARANGON et al., 2020; SPENCER; TILBROOK, 2009).

Além disso, ja foi demonstrado que a colecistocinina (CCK) pode estar
envolvida na manutencao no balanco energético (ENES-MARQUES et al., 2020). A
CCK, um membro da familia de horménios peptidicos do cérebro e do trato
gastrointestinal, é secretada pelos neurdnios do sistema nervoso periférico e central
(SNC) e pelas células enteroenddcrinas | do intestino delgado (DAFALLA et al., 2019).
A CCK desempenha papel no controle da ingestao de alimentos, contribuindo para o
término da refeicdo, e a CCK exdgena reduz a ingestao de alimentos, ao reduzir o
tamanho da refeicao (BlI; MORAN, 2016). Estudos em pacientes com disturbios
alimentares, como aqueles com bulimia nervosa, manifestaram uma resposta
prejudicada a CCK durante o consumo de alimentos, que se correlaciona com a
diminuicdo da saciedade a refeicao (KAMILARIS et al,, 1992). Em roedores, a
obesidade no modelo knockout do receptor CCK-1 (CCK-1R) Otsuka Long Evans
Tokushima Fatty (OLETF) € atribuivel a sua hiperfagia, sugerindo que a perda de
sinalizacao através do CCK-1R atenua os sinais inibitérios que normalmente limitam
o ganho de peso (Bl; MORAN, 2016). Centralmente, a redugdo na expressao de
neurénios CCK-8S no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) de ratos
submetidos a supernutricdo neonatal, bem como nos nucleos arqueado (ARC),
ventromedial (VMH) e dorsomedial (DMH) do hipotalamo de ratos desnutridos no
periodo perinatal indicam disturbios especificos de diferenciacdo e maturacao
hipotalamica durante o periodo perinatal critico de organizacao cerebral
(PLAGEMANN et al., 1999; PLAGEMANN et al., 1998).

Sabe-se que a reducéo na ingestao alimentar e saciedade induzidas
pela CCK sao mediadas por sua ag¢ao na area postrema (AP) (SUGETA et al., 2015)

e no nucleo do trato solitario (NTS) que ativam vias ascendentes para o hipotalamo
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(DALY et al., 2011; MANISCALCO; RINAMAN, 2013; RINAMAN, 2010). No entanto,
a programacao metabdlica induzida pela manipulacao do tamanho da ninhada pode
desafiar alguns desses processos regulatérios, comprometendo o efeito hipofagico da
CCK. Assim, o objetivo desse estudo foi investigar os efeitos do CCK na ingestao
alimentar e na atividade neuronal de ratos Wistar adultos submetidos a super ou

subnutricao neonatal pelo método de manipulagao do tamanho da ninhada.

5.2 METODOS

5.2.1 Animais

Os protocolos experimentais foram realizados com ratos da linhagem
Wistar obtidos por meio do acasalamento entre matrizes provenientes do Biotério
Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL). A presencga de espermatozoides
no esfregaco vaginal das fémeas na manha seguinte ao acasalamento determinou o
primeiro dia gestacional. A partir de entao, as fémeas prenhas foram mantidas em
gaiolas individuais até o nascimento dos filhotes.

Nas primeiras 24 horas do dia do nascimento, denominado dia pés-
natal (DPN) 0, o tamanho da ninhada foi ajustado para trés filhotes (2 machos e 1
fémea; ninhada reduzida — SL, do inglés small litter), para induzir a supernutricao pés-
natal. Na ninhada controle, o tamanho da ninhada foi ajustado para dez filhotes
(proporgao entre machos e fémeas 1:1; ninhada normal — NL, do inglés normal litter).
Para induzir a desnutricdo neonatal, o tamanho da ninhada foi expandido para 16
filhotes (proporgéo entre machos e fémeas 1:1; ninhada expandida — LL, do inglés
large litter). Quando necessario, filhotes nascidos no mesmo dia foram transferidos de
uma ninhada para outra a fim de atingir o numero de filhotes necessarios em cada
ninhada e para manter a propor¢cdo entre filhotes machos e fémeas. Os filhotes
excedentes foram submetidos a eutanasia por decapitacdo. Foram utilizados, para
cada protocolo experimental, um total de cinco ninhadas NL, cinco ninhadas LL e 12
ninhadas SL, de forma que em cada protocolo experimental houvesse animais de pelo
menos cinco ninhadas experimentais diferentes.

Apéds o desmame, no DPN 21, os filhotes foram mantidos em gaiolas

coletivas em grupos de quatro a cinco animais da mesma ninhada experimental. As
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matrizes foram submetidas a eutanasia por decapitacao. Apenas os filhotes machos
foram utilizados neste estudo. Os animais foram mantidos no biotério setorial do
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da UEL com condigdes controladas e
adequadas de luz (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura (22 + 2° C), com
acesso livre a agua corrente e racao peletizada (Nuvilab CR1, Nuvital®), salvo quando
especificado o contrario. Todos os protocolos experimentais foram realizados no
Departamento de Ciéncias Fisioloégicas da UEL, tendo inicio as 08h do DPN 60. Os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais para Experimentacdo (CEUA/UEL), com o numero de protocolo
18310.2019.03 (Anexo A).

5.2.2 Avaliacao do efeito do tamanho da ninhada em pardmetros biométricos e indice
de Lee

O peso corporal dos animais foi aferido no nascimento e nos DPN 3,
7,10, 14, 17 e 21. Apbds o desmame, os animais foram pesados a cada cinco dias até
o DPN 60. O peso corporal foi expresso em gramas (g). O indice de Lee, expresso em
g"3/cm, foi avaliado no dia do desmame (DPN 21) e no término dos protocolos
experimentos, no DPN 60. Ele foi calculado considerando-se a raiz cubica do peso
corporal em gramas em razdo do comprimento naso-anal em centimetros
(BERNARDIS; PATTERSON, 1968).

5.2.3 Droga

A colecistocinina (CCK; Bachem H-2080, Califérnia, EUA; 10 pg/Kg
de peso corporal) foi administrada em dose Unica por via intraperitoneal (IP) e teve
como veiculo de diluicao salina estéril 0,9% (NaCl 0.9%, 0,2 mL/100 g de peso
corporal). A dose utilizada foi selecionada com base em doses previamente utilizadas
em outros estudos da literatura (VOITS et al., 1996).

5.2.4 Avaliacao dos efeitos da CCK no consumo alimentar de ratos SL, NL e LL

Para avaliar a resposta anorexigénica da CCK, os animais foram

transferidos para gaiolas metabodlicas, onde permaneceram por dois dias para
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aclimatacao. No DPN 60, ap6s 16 horas de jejum noturno, os animais de ninhadas SL,
NL e LL receberam uma injecao IP de CCK (10 pg/Kg) ou salina (NaCl 0,9%; 0,2
mL/100 g de peso corporal). Apdés 15 minutos, os animais tiveram acesso a ragcao
peletizada (100g) e a ingestao alimentar foi quantificada (g/100 g de peso corporal) no
periodo de 1, 2 e 24 horas. Ao final do protocolo experimental, todos os animais foram

submetidos a eutanasia por decapitacao.

5.2.5 Avaliacao dos efeitos da CCK na ativagéo neuronal no tronco encefalico e no
hipotalamo de animais SL, NL e LL

No DPN 60, apdés 16 horas de jejum noturno, animais SL, NL e LL
receberam injecao IP de CCK (10 pg/Kg) ou salina (NaCl 0,9%; 0,2 mL/100 g de peso
corporal). Decorridos 90 minutos, os animais foram anestesiados com injecao IP
contendo ketamina (100 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (20 mg/Kg) e submetidos a
perfusao cerebral transcardiaca, iniciada com a infusdo de 200 mL de solugao salina
isotdnica gelada [0,15 molar (M)] contendo heparina (diluicdo 1:80), seguida pela
infusdo de 400 mL de paraformoldeido 4% em tampao fosfato (TF, pH 7,4), com auxilio
de uma bomba peristaltica com velocidade de infusdo de 10 mL/minuto. Ao final, os
cérebros foram removidos, poés-fixados em paraformoldeido 4% por 1 hora e
estocados em solugéo contendo sacarose 30% a 4 °C.

No criostato (Leica), os cérebros foram seccionados em cortes de 30
Mm de espessura e mantidos em solugéo crio-protetora a 20 °C. Para o protocolo de
imuno-histoquimica, foi realizado o bloqueio da peroxidase endégena com solugéo
peréxido de hidrogénio (H202, 0,3%) e Triton (0,3%), e das ligacdes inespecificas
utilizando-se soro normal de cabra. Posteriormente, os cortes foram processados para
imunorreatividade ao c-Fos por meio de incubacao por 48 horas a 4 °C com anticorpo
anti-c-Fos (ab-5, Oncogene Science, Manhasset, Nova York, EUA) diluido (1:20 000)
em TF 0,1 M contendo 1,5% de soro normal de cabra e 0,3% de Triton. Em seguida,
os cortes foram lavados com TF 0,01 M e encubados com imunoglobulina anti-rabbit
marcada com biotina de cabra (Vector Inc., Burlingame, Califérnia, EUA, diluicao
1:200 em TF 0,1 M contendo 1,5% de soro normal de cabra) por um periodo de 1 hora
em temperatura ambiente. Para a coloracgao, foi utilizado o complexo avidina-biotina-
peroxidase (Vectastain, 1:200 em TF), empregando cloridrato de diaminobenzidina
(DAB, Sigma CO., Califérnia, EUA, 0,01%) e 1% de sulfato de niquel aménio como
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cromégenos, cuja reacao confere ao nucleo das células uma coloracao de violeta
escuro a preto. Finalmente, os cortes foram montados em laminas histolégicas
gelatinizadas, secos ao ar durante a noite, desidratados com xilol e colocados sob
uma laminula com Entellan (Nova Jersey, EUA).

Os nucleos do tronco encefalico e do hipotalamo foram identificados
com base no atlas de cérebro de rato de Paxinos e Watson (2006). A AP e o NTS
foram considerados em -13,68 a -14,08 mm do bregma (Fig. 3A). As subdivisdes
parvocelular medial (PaMP) e ventral (PaV) do PVN foram consideradas em -1.72 a -
1.92 mm, e a subdivisao parvocelular posterior (PaPo) do PVN foi considerada em -
2,04 mm do bregma (Fig. 3B). Os nucleos ARC e VMH foram considerados em -2,16
a -3,36 mm e o DMH foi considerado em -2,92 a -3,36 mm do bregma (Fig. 3B). A
contagem de cada area foi realizada bilateralmente em 7 cortes para AP e NTS, 5
cortes para PaV e PaMP, 2 cortes para PaPo, 15 cortes para ARC, 12 cortes para
VMH e 5 cortes para DMH de cada animal e realizada em oito a dez animais de cada
grupo experimental. Os neurdnios imunorreativos ao c-Fos foram quantificados
manualmente com o auxilio de um sistema de imagem acoplado ao microscopio. O
limiar para coloracao positiva foi estabelecido individualmente de maneira cega as

condi¢des experimentais.
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5.2.6 Analise estatistica

Os dados coletados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk e de homogeneidade de Levene. Considerando que o objetivo deste
estudo foi comparar os efeitos da super e subnutricdo nos parametros avaliados com
um grupo controle (tamanho normal da ninhada), e ndo comparar os modelos de
tamanho de ninhada divergentes entre si (SL vs LL), todas as comparag¢des foram
realizadas com o grupo NL (SL vs NL e LL vs NL). Para analise dos dados de peso
corporal e de ingestao alimentar, foi utilizado o teste ANOVA para medidas repetidas
(RM ANOVA), seguido pelos pés-testes para medidas repetidas de Sidak. A analise
estatistica dos dados de ganho de peso corporal, distadncia naso-anal e indice de Lee
foi realizado pelo teste t de Student. O teste two-way ANOVA, seguido pelo pds-teste
de Tukey, foi realizado para avaliar a interagéo entre a variavel grupo (tamanho da
ninhada) e tratamento (salina ou CCK) na atividade neuronal. O coeficiente de
correlacao de Spearman ou Pearson foi calculado para analise de correlagao entre os
dados de ganho de peso corporal e ativacdo neuronal. Os dados foram analisados
com auxilio dos programas estatisticos GraphPad Prism 7.00 e Sigma Plot 11.0 (para
as analises de two-way ANOVA) e IBM SPSS Statistics 22 (para as analises de three-
way ANOVA). Os resultados obtidos estdo expressos como média + erro padrao da

meédia (E.P.M.). As diferencas foram consideradas significativas quando P<0,05.

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Efeito do tamanho da ninhada no peso corporal, distancia naso-anal e indice de

Lee

A Figura 4 apresenta os efeitos do tamanho da ninhada nos
parametros biométricos de animais SL, NL e LL. No DPN 60, uma parte desses
animais foi designada para o protocolo de avaliagdo da ingestdo alimentar e outra
parte para os experimentos de avaliacao da atividade neuronal (exibidos nas Figuras
5 e de 6 a 9, respectivamente). O teste de ANOVA para medidas repetidas utilizado

para analise peso corporal mostrou que a supernutricdo neonatal resultou em
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aumento do peso corporal desde o periodo lactacional, no DPN 7, até o inicio da idade
adulta, no DPN 60, como exibido na Fig. 4A e B, e na imagem representativa na Fig.
4C (periodo lactacional — fator idade: Fs, 432 = 2 214, p < 0,0001; fator tamanho da
ninhada: F1,72 = 123,7, p < 0,0001; interacao: Fe, 432 = 114,9, p < 0,0001; periodo pos-
desmame - fator idade: F2393 1706 =2 304, p < 0,0001; fator tamanho da ninhada: F1,
72 = 40,73, p < 0,0001; interagao: F7, 400 = 7,342, p < 0,0001). Em comparagao aos
animais NL, animais SL apresentaram maior ganho de peso corporal (Fig. 4D),
comprimento naso-anal (Fig. 4E) e indice de Lee (Fig. 4F) no desmame [ganho de
peso corporal: t(78) = 11,92, p < 0,0001; distancia naso-anal: t(78) = 7,589, p < 0,0001;
indice de Lee: t(27) = 11,42, p < 0,0001] e no DPN 60 [ganho de peso corporal: t(53)
=7 891, p <0,0001; distancia naso-anal: t(33) = 3 138, p = 0.0036; indice de Lee: t(78)
= 2,966, p = 0,004]. A subnutricdo neonatal, por outro lado, resultou em diminuigdo do
peso corporal desde o periodo lactacional, no DPN 7, até o inicio da vida adulta, no
DPN 60, em comparacao aos animais NL (periodo lactacional - fator idade: 1,775, 134,9
=1 459, p < 0,0001; fator tamanho da ninhada: F1,76 = 47,03, p < 0,0001; interacao:
Fs, 456 = 35,93, p < 0,0001; periodo po6s-desmame - fator idade: F2,979, 2243 = 4 094, p <
0,0001; fator tamanho da ninhada: F1,76 = 33,24, p < 0,0001; interagao: F7, 527 = 3,508,
p =0,0011; Fig. 4A, B e C). Os animais LL apresentaram ganho de peso corporal [t(78)
=7,37, p <0,0001; Fig. 4D], distancia naso-anal [t(78) = 7,369, p < 0,0001; Fig. 4E] e
indice de Lee [t(78) = 2,568, p = 0,012; Fig. 4F] reduzidos no dia do desmame, em
relacdo aos animais controle. No DPN 60, animais LL continuaram a apresentar ganho
de peso [t(78) = 4,24, p < 0,0001] e indice de Lee [t(78) = 2,874, p = 0,0052] reduzidos,
em comparacao aos animais NL (Fig. 4D e F), mas a distancia naso-anal nao
diferenciou entre os grupos [t(78) = 0,339, p = 0,735, Fig. 4E].
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Figura 4 — Efeito do tamanho da ninhada no peso corporal,
distincia naso-anal e indice de Lee de ratos Wistar de ninhadas reduzidas (SL),
normais (NL) e expandidas (LL).
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versus NL (n = 40 animais/grupo). C. Imagem representativa de um animal de cada ninhada no DPN
21 e 60.

5.3.2 Efeito da CCK na ingestao alimentar de animais SL, NL e LL

A interpretacao estatistica da analise do efeito da injecao IP de CCK
na ingestdo alimentar de animais SL, NL e LL esta apresentado na Tabela 1 e
demonstrado na Fig. 5. A analise de three-way ANOVA para medidas repetidas
mostrou que o consumo alimentar de animais SL nao foi alterado pelo tratamento com
a CCK nem pelo tamanho da ninhada em nenhum dos tempos avaliados no estudo (1
h: p=0,13; 2 h: p = 0,559; 24 h: p = 0,694). O tratamento com a CCK diminuiu a
ingestao alimentar de animais NL (p = 0,002) e LL (p = 0,002) 1 hora apo6s o
tratamento, sem efeito da CCK ap6s 2 horas em nenhum desses grupos (NL: p = 0,07;
LL: p = 0,074). Duas horas ap6s o tratamento, a ingestao alimentar cumulativa estava
aumentava para os animais LL em comparacéo aos animais NL, independente do
tratamento [p (grupo salina) = 0,006; p (grupo CCK) = 0,004]. Nao houve efeito do
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tratamento nem do tamanho da ninhada no consumo alimentar de nenhum grupo 24

horas p6s-tratamento.

Tabela 1 — Efeito dos fatores tempo, tamanho da ninhada e tratamento com
colecistocinina (CCK; 10 pg/Kg) e interacao entre fatores na analise de ingestao
alimentar de ratos adultos da linhagem Wistar de ninhadas reduzida (SL), normal (NL)
e expandida (LL).

Interacao
tempo x tamanho da
ninhada x tratamento

SL/NL p p p p

F2136 = F1,37 = F1’37 = _
oD, <00001 7= 0144 IS 0215 Far=052 059

Fator tamanho Fator

Fator tempo da ninhada tratamento

LL/NL

F235= F136= Fi136= _
1657,01 <0,0001 7.86 0,008 466 0,038 F272=0,11 0,900

Analise three-way ANOVA de medidas repetidas, seguida de pos teste de Sidak. Os efeitos foram
calculados em comparagao aos animais da ninhada normal (NL).

Figura 5 — Efeito da colecistocinina (CCK; 10 pug/Kg) na ingestao
alimentar (g/100g peso corporal) de ratos adultos da linhagem Wistar de
ninhadas reduzidas (SL), normais (NL) e expandidas (LL).
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Dados estado expressos como média + E.P.M. para Three-way ANOVA de medidas repetidas. *p<0.05
(n=8-12 animais/grupo).
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5.3.3 Efeito da CCK na ativagao neuronal em ratos SL, NL e LL

A interpretacdo da analise estatistica do efeito da CCK na ativagao
neuronal esta apresentada na Tabela 2, e as fotomicrografias representativas nas
figuras 6, 7 e 9. Foi observado efeito do tratamento — observado pelo aumento no
numero de neurénios c-Fos-ir apds a injecao IP de CCK — no NTS, AP e subdivisbes
PaV e PaMP do PVN (Fig. 6A e B, Fig. 7A e B, respectivamente) em animais SL, NL
e LL, em comparagéo aos seus respectivos grupos salina. A supernutricdo precoce
resultou em menor ativagdo neuronal mediada pela CCK no NTS (Fig. 6A) em
comparacao ao grupo NL, indicando interacao entre tratamento (salina ou CCK) e
tamanho da ninhada (SL e NL) nessa regiao (Tabela 2). O efeito do tamanho da
ninhada foi observado nas subdivisbes PaMP e PaPo (Fig. 7B e C), bem como no
VMH e DMH (Fig. 8B e C), nos quais o grupo SL apresentou menor ativagéo neuronal,
em relacdo ao grupo NL, tanto nos animais tratados com CCK quanto com salina
(Tabela 2). Nao houve efeito do tratamento nem da reducgao da ninhada (NL x SL) no
ARC. Contrariamente, o efeito do tamanho da ninhada em termos de subnutricao foi
observado pelo aumento da imunorreatividade ao c-Fos na subdivisdo PaPo (Fig. 7C)
em comparagao ao grupo NL, para ambos os tratamentos. Nao houve efeito do
tratamento nem da expansao da ninhada (NL x LL) no ARC, VMH ou DMH (Fig. 8A,

B, C, respectivamente, e Tabela 2).



Figura 6 — Efeito da

colecistocinina

(CCK;
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10 pg/Kg) na

imunorreatividade neuronal ao c-Fos no tronco encefalico de ratos adultos da
linhagem Wistar de ninhadas reduzidas (SL), normais (NL) e expandidas (LL).
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AP, Area Postrema; NTS, Nucleo do Trato Solitario.
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Figura 7 — Efeito da colecistocinina (CCK; 10 pg/Kg) na
imunorreatividade neuronal ao c-Fos nas subdivisées do PVN de ratos adultos
da linhagem Wistar de ninhadas reduzidas (SL), normais (NL) e expandidas (LL).
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Numero de neurdnios imunorreativos ao c-Fos nas subdivisdes (A) PaV, (B) PaMP e (C) PaPo do PVN.
(D) Fotomicrografias representativas (objetiva de 10x) de cortes coronais, apresentando a
imunorreatividade no PVN. Barra de escala: 100 ym. Dados estdo expressos como média + E.P.M.
para two-way ANOVA. *p<0.05 (n=8-10 animais/grupo).

PaV, subdivisdo ventral do Nucleo Paraventricular do Hipotalamo; PaMP, subdivisdo parvocelular
medial do Nucleo Paraventricular do Hipotalamo; PaPo, subdiviséo posterior do Nucleo Paraventricular
do Hipotalamo; 3V, terceiro ventriculo.
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5.3.4 Analise das correlagbes

Considerando que os resultados do ganho de peso corporal dos
animais SL, NL e LL (Fig. 4D) foram inversamente proporcionais a ativagao neuronal na
subdivisdo PaPo do PVN (Fig. 7C), e que nao houve efeito do tratamento (salina vs
CCK) nessa regiao, o coeficiente de correlagdo de Spearman foi calculado para todos
os animais dos grupos SL, NL e LL. A analise revelou correlagdo negativa (r = -0,47, p
= 0,0002; Fig. 10A) entre os resultados, em que a menor ativagao neuronal no PaPo foi
associada ao ganho de peso corporal aumentado em animais SL, e a maior ativagéao
neuronal no PaPo foi associada ao ganho de peso corporal diminuido nos animais LL.
Em relacdo ao VMH e DMH, houve efeito do tamanho da ninhada na ativagao neuronal
nesses nucleos na analise entre os grupos NL e SL, mas n&o para a comparagao entre
NL e LL, o que sugeriu que a ativagado neuronal no VMH e DMH de animais NL e SL
(Fig. 8B e C) também era inversamente proporcional ao ganho de peso corporal desses
animais (Fig. 4D). Desta forma, o coeficiente de correlacao de Pearson foi calculado
para a analise entre ganho de peso corporal e atividade neuronal no VMH e DMH dos
animais NL e SL, tanto salina quanto CCK, visto que ndo houve efeito de tratamento
nesses nucleos. A analise também revelou correlagdo negativa entre os dados (VMH: r
= -0,44, p = 0,0115, Fig. 10B; DMH: r = -0,57, p = 0,0006, Fig. 10C), indicando
diminuicao da ativagdo neuronal nestas areas hipotaldmicas associada ao ganho de

peso corporal aumentado observado nos animais SL.

Figura 10 —Graficos de dispersao demonstrando a relagao entre o
ganho de peso corporal (g) desde o nascimento até o DPN 60 de ratos da
linhagem Wistar de ninhadas reduzidas (SL), normais (NL) e expandidas (LL) e
imunorreatividade ao c-Fos em nucleos hipotalamicos.
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5.4 DISCUSSAO

O periodo de lactacao de roedores € considerado uma fase crucial
para o desenvolvimento cerebral e a oferta nutricional durante esse periodo de vida
pos-natal € um fator determinante para o estado metabdlico na vida adulta. O presente
estudo mostrou que a supernutricdo neonatal, mas nao a subnutricdo, diminuiu o
efeito hipofagico induzido pela CCK, bem como a ativacéo de neurénios do NTS e do
PVN nos animais deste grupo.

Os resultados obtidos neste estudo indicaram que a supernutricao
durante a lactacao resultou em aumento do peso corporal em animais SL desde o
periodo lactacional (DPN 7) até o inicio da vida adulta (DPN 60). Por outro lado,
animais subnutridos apresentaram reducao do peso corporal neste mesmo periodo,
desde o DPN 7 até o DPN 60, em comparagéo aos animais controle. O fenétipo maior
e mais pesado apresentado pelos animais SL & consistente com o encontrado em
estudos prévios (DEBARBA et al., 2020; ENES-MARQUES et al., 2020; HALAH et al.,
2018; MARANGON et al., 2020; SPENCER; TILBROOK, 2009). De acordo com
revisao realizada por Remmers e Delemarre-van der Waal (2011) e Parra-Vargas et
al. (2020), os efeitos a longo prazo induzidos pelos supernutricdo sao bem
consistentes e estabelecidos entre os estudos, em que praticamente todos os animais
criados em ninhada reduzida desenvolvem disturbios metabdlicos na vida adulta,
sobrepeso/obesidade e aumento da adiposidade.

No caso da desnutricdo, parece que o momento perinatal exato
combinado com o grau de desnutricao desempenha um papel importante no fenétipo
observado na vida adulta (REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011). A
expansdo do tamanho da ninhada no DPN 3, por exemplo, resultou na restricado
reversivel do crescimento acompanhado de catch-up completo (DEBARBA et al.,
2020; HALAH et al., 2018), ao passo que a manipulagao do tamanho da ninhada nos
dois primeiros dias de vida mostrou que, apesar do catch-up incompleto apés o
desmame, o peso corporal e o indice de massa corporal animal permaneceram
reduzidos ao longo da vida (REMMERS; FODOR; DELEMARRE-VAN DE WAAL,
2008; VELKOSKA et al., 2008). Tem-se, entao, que quando ha catch-up completo (ou
até exacerbado) do peso corporal, a composigao corporal dos animais € perturbada e
deslocada para um fenétipo mais obeso. No entanto, se a recuperacgéao for limitada, a

composigado corporal permanecera reduzida ou semelhante ao normal. Ou seja,
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parece provavel que a capacidade de crescimento real dos érgaos e outros tecidos
magros seja restringida pela restricao de crescimento inicial e, se houver recuperacao
além de um certo ponto, qualquer “crescimento” adicional sera apenas em tecido
adiposo (REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011). Em resumo, insultos em
diferentes fases do SNC podem provocar programagdes metabdlicas diferentes ao
interferir em conexdes neurais especificas (OLIVEIRA et al., 2011) e parece que a
manipulacdo do tamanho da ninhada imediatamente apds o nascimento resulta em
um insulto mais pronunciado no reajuste da homeostase fisioldgica, acarretando,
assim, nos efeitos de programacao reportados neste estudo.

Interessantemente, o ganho de peso corporal aumentado e reduzido
apos a super e a subnutricao, respectivamente, estava inversamente correlacionado
com a ativagao de neurénios da subdivisdo posterior da regido parvocelular do PVN.
Essa area € conhecida por enviar projecdes neurais ao tronco encefalico e neurénios
espinais envolvidos na regulacdo autonédmica (PALKOVITS, 1999). Desta forma, os
dados obtidos sugerem que a programacao nutricional neonatal altera a ativacéo de
neurénios do PVN que enviam projecdes descendentes para neurbnios simpaticos
pré-ganglionares na coluna intermediolateral, que modula o gasto energético, e pode
contribuir, desta maneira, com as alteragcbes no peso corporal observadas apoés a
manipulacao do tamanho da ninhada. Neste contexto, ja foi descrito que a desnutricao
teve efeito inibitério na atividade eferente do nervo vago em filhotes de desnutricao
indireta (OLIVEIRA et al., 2011), e aumentou a eficiéncia alimentar de animais LL
(REMMERS et al., 2008a) e o gasto energético de individuos com magreza
constitucional, consequente ao aumento na atividade termogénica nao relacionada ao
exercicio (BOSSU et al., 2007). Portanto, essas adapta¢des nos sistemas de controle
metabdlico podem contribuir com o fenétipo dos animais de ninhadas expandidas visto
neste estudo.

Além disso, em relagéao ao grupo SL, foi observada associagéo entre
os dados de peso corporal aumentado e ativagdo neuronal diminuida no VMH e no
DMH. O VMH também é conhecido por seu papel na homeostase energética (SUN et
al., 2021) via atividade simpatica (LINDBERG; CHEN; LI, 2013). Portanto, a
diminuicao na atividade do VMH em animais SL poderia resultar em fluxo simpatico
reduzido. Essa hipotese esta em acordo com a associagao observada entre o fenétipo
de sobrepeso apresentado por animais supernutridos durante o periodo neonatal e o

aumento da atividade do nervo vago parassimpatico (RODRIGUES et al., 2022),
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diminuicao da atividade simpatica no tecido adiposo marrom (TAM), bem como
hipoatividade do mesmo (DE ALMEIDA et al., 2013; XIAO et al., 2007) e gasto
energético reduzido durante a infancia (STEFANIDIS; SPENCER, 2012). Estudos
prévios também descreveram o papel do DMH no controle do peso corporal. Dentre a
gama de neuropeptideos produzidos por este nucleo hipotalamico, sabe-se que os
neurdnios do DMH que expressam acetilcolina (ACh), NPY, PrRP e os que expressam
receptor de leptina também contribuem para a termogénese do tecido adiposo marrom
(JEONG; LEE; JO, 2017). Assim, com base nessas evidéncias e os resultados
apresentados neste estudo, tem-se que a supernutricao precoce esta associada com
a ativacdo reduzida de neurbnios hipotaldamicos (PLAGEMANN, 2006),
especificamente no PaPo, VMH e DMH, e com o aumento persistente no peso
corporal, possivelmente como consequéncia de desajustes em conexdes entre 0 SNC
e sistema autonémico induzidos pelas alteragées nutricionais no inicio da vida.

Sabe-se que a ativacado de neurdnios de nucleos hipotalamicos
induzida pela administracdo de CCK periférica € mediada por neurénios do NTS
(KOBELT et al., 2006; MANISCALCO; RINAMAN, 2013; SABATIER; LENG;
MENZIES, 2013) via neurdnios aferentes do nervo vago (RINAMAN, 2003).
Curiosamente, ratos submetidos a desaferenciacdo vagal cirurgica apresentaram
aumento na expressao de c-Fos no NTS apds administracao periférica de CCK, o que
indica o envolvimento de outras vias, que nao a vagal, na ativacdo do NTS mediada
por CCK (BAPTISTA; BROWNING; TRAVAGLI, 2007), como a via mediada pela AP
(MICHEL et al.,, 2007). Em concordancia com a literatura, o presente estudo
demonstrou que a injecao IP de CCK aumentou o numero de neurbnios
imunorreativos ao c-Fos tanto na AP quanto no NTS de animais das trés ninhadas
avaliadas. Considerando-se o envolvimento da AP na indugao de nausea e vomito
(SHINPO et al., 2012), a ativacao desta regido levanta a possibilidade de que a
reducao da ingestao alimentar observada em animais NL e LL seja resultado, pelo
menos em parte, de um mal-estar induzido pela CCK.

Animais de ninhada expandida apresentaram resposta preservada a
administracao periférica de CCK, observada pelo aumento da imunorreatividade ao c-
Fos no NTS, bem como nas regides PaV e PaMP do PVN, e pela redugao do consumo
alimentar 1 hora apo6s a injecéo de CCK, resultados estes semelhantes ao grupo NL.
Em oposicao aos dados observados, Lira ef al. (2014) demonstraram que o estimulo

alimentar provocou o aumento na ativacdo neuronal no NTS de animais com
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desnutricao perinatal induzida pela restricao proteica, o que indica que diferentes
paradigmas de desnutricao podem explicar a programacao divergente das vias de
saciedade e/ou que multiplos sinais de saciedade além da CCK, incluindo uma
combinagao de sinais sensoriais orais e/ou de distensao gastrica (HAVEL, 2001),
podem exibir diferentes respostas em animais desnutridos. Curiosamente, animais LL,
tanto tratados com salina quanto com CCK, apresentaram aumento do consumo
alimentar acumulativo 2 horas ap6s a administracdo de CCK, o que sugere que
animais LL apresentam hiperfagia pos-jejum. Neste contexto, foi demonstrado que,
quando em jejum, animais desnutridos jovens apresentam aumento na via de
sinalizacao orexigénica em comparacgao aos animais NL, com aumento no conteudo
de neuropeptideo Y (NPY) no ARC e no PVN (PLAGEMANN, A et al., 1999), aumento
na expressdo de RNAm de NPY e da proteina relacionada ao Agouti (AgRP) no ARC
(LOPEZ et al., 2005), e de pré-horménio concentrador da melanina no hipotalamo
lateral (LH) (REMMERS et al., 2008b). Ainda, Ndjim et al. (2017) relatou que animais
adultos submetidos a desnutricao perinatal apresentam um indice de saciedade da
primeira refeicado reduzida, bem como redugédo do intervalo entre a primeira e a
segunda refeicao, associado com alta liberacdo de CCK pés-prandial, o que indica
gue a alta concentracao plasmatica de CCK nao foi eficiente em diminuir o consumo
alimentar. Esse levantamento poderia explicar o aumento da ingestdo alimentar
cumulativa observada em animais LL do presente estudo nas duas primeiras horas de
avaliacao e, ainda, é consistente com evidéncias da literatura de que a desnutricao
precoce atrasa o ponto de saciedade de animais (LIRA et al., 2014). Até onde se sabe,
este estudo é o primeiro a mostrar que o modelo de desnutricdo neonatal induzida
pelo aumento do tamanho da ninhada nao afeta a hipofagia induzida pela CCK nem a
ativacao neuronal da AP, NTS e PVN.

Embora animais SL tenham apresentado resposta normal na AP em
resposta a administracao periférica de CCK, eles apresentaram diminuicao da
resposta hipofagica e da ativagéo neuronal do NTS e do PVN, mais especificamente,
do PaMP, o que é semelhante aos resultados encontrados por Enes-Marques et al.
(2020). Em conjunto, esses resultados descartam a possibilidade de que a reducgao
da ativacao do NTS mediada pela CCK pudesse ser devido a diminuicao da resposta
na AP. De encontro, a auséncia de hipofagia e a menor ativagéo de neurdnios do NTS
induzida pela CCK no grupo SL sugerem que a supernutricdo neonatal € responsavel

pela diminuicado da responsividade a saciedade induzida pela CCK, mediada pelo
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NTS, e nao pela diminuicdo da responsividade ao mal-estar induzido pela CCK
mediado pela AP. Além disso, estudos anteriores também mostraram que doses altas
(10 pg/Kg, VOITS et al., 1996) e baixas de CCK (0,05 ug/Kg, ENES-MARQUES et al.,
2020) reduziram a ingestao alimentar em condigdes normais, mas néo em ratos SL, o
que reforca os presentes resultados de que o sobrepeso induzido pela supernutricao
durante a lactacao prejudica as respostas relacionadas a saciedade induzidas por
CCK.

Alteracbes na composi¢cdo da microbiota intestinal (filo Bacteroidetes
diminuido e Firmicutes aumentado) (LEY et al., 2005) tém sido investigadas como um
potencial mecanismo pelo qual ha perda da sinalizacao da CCK em modelos animais
com obesidade induzida pela dieta, visto que a composicdo da microbiota e a
diminuicdo das concentragdes de acidos graxos de cadeia curta no lumen intestinal
controlam o numero de células | enteroendécrinas, bem como a expressao génica de
CCK e a permeabilidade intestinal. (CAWTHON; DE LA SERRE, 2021). Assim,
considerando-se que animais SL também apresentam menor abundancia de
Bacteroidetes e um aumento proporcional do filo Firmicutes (RODRIGUES et al.,
2022), é possivel que a alteracao da microbiota intestinal induzida pela supernutricao
no periodo pés-natal possa estar contribuindo para a diminuicao da sinalizagdo da
CCK na inducéao da saciedade.

Além disso, estudos recentes mostraram que o aumento da ingestao
calérica em animais com obesidade induzida pela ninhada estava associado a uma
menor expressao de c-Fos induzida pela CCK em neurénios do NTS (WALL; OLIVOS;
RINAMAN, 2020), o que é compativel com a diminuicao da estimulacao pela CCK por
neurdnios aferentes vagais (DOCKRAY, 2012; STEINERT et al., 2017). De fato, a falta
de resposta dos neurdnios aferentes vagais ja foi observada na obesidade induzida
por dieta (AL HELAILI; PARK; BEYAK, 2020; DE LARTIGUE et al., 2011, 2012). Além
disso, sabe-se que o modelo de obesidade neonatal induzida pela supernutricao leva
a resisténcia a leptina, e que a leptina pode determinar a magnitude dos efeitos do
CCK (DOCKRAY, 2012; WILLIAMS, 2019). Em concordéncia, de Lartigue et al. (2012)
demonstraram que a resisténcia a leptina em neurdnios aferentes vagais inibe a
sinalizacao da CCK e saciedade em ratos com obesidade induzida pela dieta e
Marangon et al. (2020) relataram que ratos SL apresentaram auséncia de efeitos
anorexigenos quando desafiados com leptina exdgena. Assim, & provavel que a

reducao na ativacdo vagal ascendente e as acdes prejudicadas de outros sinais
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relacionados a alimentacao possam contribuir para a redugao observada no numero
de neurénios imunorreativos no NTS e, consequentemente, na resposta do PVN a
CCK no grupo SL. Em conjunto, esses dados sugerem que o sobrepeso induzido pela
mudang¢a no tamanho da ninhada pode diminuir a resposta hipofagica da CCK ao
reduzir a ativagao do NTS e sub-regidées do PVN.

Os sinais integrados no NTS projetam-se diretamente para o
hipotalamo (LO et al., 2014) e a expressao de receptores ja CCK foi detectada em
varios nucleos hipotaldmicos. No entanto, ndo foi observada alteragbes na
imunorreatividade ao c-Fos no VMH, DMH e ARC em animais SL, NL ou LL em
resposta a injecao de CCK no presente estudo. De maneira semelhante, Enes-
Marques et al. (2020) também relataram a auséncia de ativagao neuronal no VMH em
resposta a CCK nos grupos NL e SL, mas, ao contrario das presentes observagoes,
houve o aumento no niumero de neurdnios imunorreativos ao c-Fos no ARC e DMH
de animais NL apés o tratamento com CCK. De acordo com Pirnik et al. (2010), a CCK
administrada sozinha nao afeta a atividade neuronal no ARC e VMH. Em
concordancia, Kobelt et al. (2006) e Noetzel et al. (2009) constataram que nao houve
influéncia da CCK no VMH e ARC de ratos Sprague Dawley. Além disso, a CCK
administrada isoladamente via intracerebroventricular ndo alterou o numero de
neurdnios responsivos ao c-Fos no ARC de ratos Long-Evans que foram mantidos
com racao ou alimentados com dieta tanto com baixo quanto alto teor de gordura (LO
et al., 2014). Com base nisso, o presente estudo sugere que, nas condi¢des testadas,
o VMH, DMH e ARC néo foram os principais nucleos hipotalamicos de atuacao da
CCK para promover a saciedade. Assim, este estudo fornece evidéncias de que a
CCK afetou o tronco encefalico e o hipotalamo de forma diferenciada, dependendo
dos nucleos avaliados, e que os sinais de saciedade induzidos pela CCK ocorreram
preferencialmente via NTS e PVN.

Em resumo, os presentes dados demonstraram que o desequilibrio
na disponibilidade de alimentos no periodo neonatal, induzido pela alteragdo do
tamanho da ninhada, pode alterar as dimensées corporais, como peso corporal e
indice de Lee, e induzir ajustes adaptativos em nucleos hipotalamicos. Além disso,
mudanc¢as na nutricdo neonatal podem alterar a capacidade de resposta da prole a
CCK na homeostase energética na vida adulta. Em especial, animais supernutridos
nao apresentaram resposta hipofagica e tiveram menor ativagdo neuronal nos

neurdnios do NTS e PVN em resposta a CCK. Desta forma, sugere-se que o excesso
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de nutrientes durante o desenvolvimento neonatal, mas nao a falta de nutrientes, pode
levar a interrupgao da sinalizagao da CCK. Além disso, os efeitos preservados da CCK
em animais desnutridos sugerem que os mecanismos subjacentes as respostas de
saciedade induzidas pela CCK podem ser perturbados de maneira diferente,

dependendo do desequilibrio nutricional neonatal.



76

6 ESTUDO 2 — A PROGRAMAGAO PELA SUPERNUTRIGAO NEONATAL REDUZ
A RESPOSTA HIPOFAGICA E A ATIVIDADE NEURONAL NO NUCLEO DO TRATO
SOLITARIO E HIPOTALAMO INDUZIDAS PELO LIPOPOLISSACARIDEO EM
RATOS ADULTOS.

Parte dos resultados deste estudo serdo submetidos no artigo
intitulado “Neonatal overnutritional programming impairs the hypophagic effects
and neuron activation of the Nucleus of the Solitary Tract and hypothalamus to
acute LPS in adult male rats” para a revista Nutritional Neuroscience, ISSN: 1476-

8305 (web), disponivel no Anexo C.
6.1 INTRODUCAO

O fenétipo de um individuo ou animal pode ser moldado pelas
condigdes ambientais existentes em fases criticas do desenvolvimento, incluindo os
periodos peri concepcionais, pré-natais e pés-natal (SANCHEZ-GARRIDO; GARCIA-
GALIANO; TENA-SEMPERE, 2022). Ap6s o nascimento, os metabolismos fetal e
materno estédo ligados exclusivamente via aleitamento, de forma que experiéncias
nutricionais neste periodo do inicio da vida tém consequéncias importantes para o
crescimento e desenvolvimento corporal e também para a saude da prole (XAVIER et
al., 2019), protegendo-a contra algumas patologias, especialmente as endocrinas e
metabdlicas (FRANCISCO et al, 2018). Neste contexto, as Origens
Desenvolvimentistas da Saude e da Doengca (DOHaD) propdéem que insultos
ambientais durante o inicio da vida alteram o desenvolvimento normal e o estado
metabdlico e da saude de um animal a longo prazo (PARRA-VARGAS et al., 2020;
PLAGEMANN et al, 2012; SANCHEZ-GARRIDO; GARCIA-GALIANO; TENA-
SEMPERE, 2022).

O estagio de desenvolvimento correspondente ao periodo de lactagcao
na vida de um rato é considerado um momento critico para a génese, migracao e
diferenciacao de células do Sistema Nervoso Central (SNC) (LESAGE et al., 2006;
OLIVEIRA et al.,, 2011; VIEAU et al., 2007). Nesse contexto, a manipulagdo do
tamanho da ninhada tem sido utilizada para estudar os efeitos de curto e longo prazo
da nutricdo neonatal, a chamada programacao metabdlica. Sabe-se que o tamanho

reduzido da ninhada durante o periodo de amamentacao leva a supernutricao devido
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a reducao da competicao pelo leite e ao aumento da ingestao calérica (RIBEIRO et
al., 2017). Portanto, animais criados em ninhada deste tamanho apresentam aumento
de peso corporal ao desmame (CLARKE; STEFANIDIS; SPENCER, 2012;
PLAGEMANN, A et al., 1999) e na idade adulta (CLARKE; STEFANIDIS; SPENCER,
2012; DE SOUZA et al., 2022). Por outro lado, a restricao alimentar neonatal, por meio
do aumento do tamanho da ninhada, aumenta a competicao pelo leite e reduz o total
de calorias disponiveis para cada filhote (PATEL; SRINIVASAN, 2011). Assim, ratos
mantidos em ninhadas expandidas durante a lactagdo permanecem pequenos e
magros até a vida adulta (REMMERS; FODOR; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2008;
VELKOSKA et al., 2008). Ja foi demonstrado que os neurénios hipotalamicos sao
altamente vulneraveis a distirbios hormonais e metabdlicos durante os periodos
criticos de diferenciagcdo e maturacao perinatal (PLAGEMANN et al., 1998) e que
fatores ambientais, como a quantidade de leite disponivel para cada filhote, podem
alterar os processos neuroinflamatérios (RADLER; HALE; KENT, 2014). Debarba et
al. (2020) demonstraram que animais de ninhadas reduzidas e expandidas exibiram
aumento na expressao de genes que codificam as citocinas pro-inflamatérias, como
interleucina-1p (IL-1 B) no desmame e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) na vida
adulta. Além disso, foi reportado que a obesidade tanto prejudica a capacidade do
sistema imunolégico de responder adequadamente a infeccado bacteriana
(KRISTENSEN et al., 1998) quanto regula positivamente a cascata inflamatoéria frente
a um desafio imunolégico (CLARKE; STEFANIDIS; SPENCER, 2012). Por outro lado,
a desnutricao pré-natal esta associada ao prejuizo das fungdées imunoldgicas,
aumento do risco de sepse induzida por infecgcdo e aumento da atividade do sistema
imunolégico inato em humanos e em modelos de roedores (CHANDRA, 2002).

A administracdo do lipopolissacarideo (LPS), um componente da
parede celular de bactérias Gram-negativas, é utilizada para mimetizar processos
inflamatorios (RORATO et al., 2009). Esta endotoxina estimula as vias de sinalizagcao
intracelular através do reconhecimento pelos receptores Toll-Like 4 (TLR-4) (CRUZ-
MACHADO, 2010) e ativa o fator nuclear-kappa B (NF-kB) a fim de induzir a resposta
inflamatéria (DESAI et al., 2009) mediada por citocinas pré-inflamatérias,
particularmente a interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e o TNF (GAVRILOV;
PEREKREST; NOVIKOVA, 2008; SACHOT; POOLE; LUHESHI, 2004). Essas
citocinas podem atuar em receptores cerebrais para ativar o comportamento doentio
(GAVRILOV; PEREKREST; NOVIKOVA, 2008; SACHOT; POOLE; LUHESHI, 2004),
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caracterizado por balango energético negativo, aumento da termogénese e anorexia
(SACHOT; POOLE; LUHESHI, 2004). Evidéncias observadas por Borges et al. (2011)
e Grautron ef al. (2005) revelaram que o LPS diminui o apetite de roedores e que esse
efeito envolve alteragbes neuroquimicas centrais. Corroborando esses estudos, foi
demonstrado que a inflamacéao sistémica desencadeada pela injecao de LPS envolveu
a ativacao coordenada de areas encefalicas, como o tronco cerebral (BORGES et al.,
2014; KLOSS et al.,, 2001) e os nucleos arqueado (ARC), dorsomedial (DMH),
ventromedial (VMH) (BORGES et al., 2014; GAUTRON et al., 2005; GAVRILOV;
PEREKREST; NOVIKOVA, 2008) e paraventricular do hipotalamo (PVN) (BORGES
et al., 2014; CLARKE; STEFANIDIS; SPENCER, 2012; GAUTRON et al., 2005;
GAVRILOV; PEREKREST; NOVIKOVA, 2008).

Sabe-se que a manipulacao do tamanho da ninhada causa alteragdes
na estrutura e na funcéo de areas hipotaldamicas que podem afetar a resposta a
estimulos anorexigenos (PLAGEMANN, A et al., 1999). No quadro da supernutricao
neonatal, Ziko et al. (2014) observaram que a resposta ao LPS de animais adultos
superalimentados no periodo neonatal estava comprometida, o que foi constatado
pelo aumento na expressao génica hipotalamica de TLR-4 e TNF-a duas horas apos
a administracao de uma dose baixa de LPS, diferente da cinética exibida por animais
com nutricdo normal. Com relagdo ao comportamento alimentar, uma baixa dose de
LPS reduziu a ingestao de alimentos em grau semelhante entre fémeas SL e controle,
mas mais intensamente em machos SL (CLARKE; STEFANIDIS; SPENCER, 2012).
Por outro lado, ratos desnutridos no periodo pré-natal exibiram uma resposta febril
mais intensa (IWASA et al., 2015) e também maior expressao de RNAm hipotalamico
de TNF-a em resposta ao LPS do que ratos controles (IWASA et al., 2016). No
entanto, até onde se sabe, nenhum efeito do LPS na ingestao de alimentos de ratos
submetidos a subnutricao pds-natal foi relatado. Assim, o presente estudo explorou a
hipétese de que a exposicdo a um ambiente de super ou subnutricao durante a
lactagdo, por meio da manipulacdo do tamanho da ninhada, poderia modular a
resposta hipofagica e a atividade neuronal do SNC a uma dose moderada de LPS na

prole masculina adulta.
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6.2 METODOS

6.2.1 Animais

Ratos machos e fémeas foram obtidos do Biotério Central da
Universidade Estadual de Londrina (UEL) e mantidos no biotério setorial do
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da UEL. Apds o periodo de aclimatacao e
acasalamento, as fémeas foram mantidas em gaiolas individuais, com acesso livre a
agua de torneira e ragcao peletizada (Nuvilab CR1, Nuvital®). A partir do 20° dia
gestacional, a presenca de filhotes foi verificada diariamente e o primeiro dia de vida
dos filhotes foi designado dia pés-natal (DPN) 0. Nas primeiras 24h apds o
nascimento, filhotes machos e fémeas foram alocados em ninhadas reduzidas (SL, do
inglés small litter — 3 filhotes por matriz, 2 machos e 1 fémea), normais (NL, do inglés
normal litter — 10 filhotes por matriz, 5 machos e 5 fémeas) ou expandidas (LL, do
inglés large litter — 16 filhotes por matriz, 8 machos e 8 fémeas). Quando necessario,
filhotes nascidos no mesmo dia foram transferidos de uma ninhada para outra a fim
de atingir o niumero de filhotes necessario em cada ninhada e manter a proporgéao
entre machos e fémeas. Os filhotes excedentes foram submetidos a eutanasia por
decapitagao. Foram utilizados, para cada protocolo experimental, um total de 10
ninhadas NL, 8 LL e 26 SL, de forma que em cada protocolo experimental houvesse
animais de pelo menos cinco ninhadas diferentes. Apenas os filhotes machos foram
avaliados neste estudo; as fémeas utilizadas para atingir a proporcéao entre machos e
fémeas nas ninhadas foram submetidas a eutanasia no dia do desmame.

Os animais foram separados da matriz no DPN 21 (desmame) e, a
partir de entdo, foram mantidos em gaiolas coletivas em grupos de quatro a cinco
animais da mesma ninhada experimental at¢ o DPN 60. Eles foram mantidos em
condicbes controladas e adequadas de luz (ciclo claro/escuro de 12 horas) e
temperatura (22 £ 2° C), com acesso livre a agua de torneira e racao peletizada
(Nuvilab CR1, Nuvital®), salvo quando especificado o contrario. Todos os protocolos
experimentais foram realizados no Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da UEL,
tendo inicio as 08h do DPN 60. Os procedimentos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais para Experimentacdo (CEUA/UEL), com o
numero de protocolo 18310.2019.03 (Anexo A).
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6.2.2 Avaliacdo do efeito do tamanho da ninhada em parametros biométricos e no

indice de Lee

O peso corporal dos filhotes foi monitorado no nascimento e nos DPN
3,7,10, 14,17 e 21. Ap6s o desmame, o peso corporal foi aferido a cada 5 dias até o
DPN 60. O peso corporal foi expresso em gramas (g). A distancia naso-anal dos
animais foi mensurada no dia do desmame e no DPN 60. O indice de Lee, expresso
em g'3/cm, também foi avaliado nos DPN 21 e 60. Ele foi calculado considerando-se
a raiz cubica do peso corporal em gramas em razdo do comprimento naso-anal em
centimetros (BERNARDIS; PATTERSON, 1968).

6.2.3 Droga

No DPN 60, os animais foram tratados com lipopolissacarideo (LPS,
extraido de Escherichia coli; Sigma, Sorotipo 026:B6; 500 ug/Kg de peso corporal) em
dose unica via intraperitoneal (IP), tendo como veiculo de diluicao salina estéril 0,9%
(NaCl 0.9%, 0,2 mL/100 g de peso corporal). A dose utilizada foi selecionada com
base em doses previamente utilizada em estudos anteriores (IWASA et al., 2016;
RORATO et al., 2009).

6.2.4 Avaliacao dos efeitos do LPS no consumo alimentar de ratos SL, NL e LL

Para avaliar a resposta anorexigénica do LPS, no DPN 58, os animais
de ninhadas SL, NL e LL foram transferidos para gaiolas individuais para aclimatacao.
No DPN 60, apés 16h de jejum noturno, eles receberam uma injecéo via IP de LPS
(500 pg/Kg) ou salina estéril (NaCl 0.9%; 0,2 mL/100 g de peso corporal). A ragéo
peletizada foi reapresentada aos animais 15 minutos apds o tratamento. A ingestao
alimentar foi, entdo, quantificada (g/100 g de peso corporal) ap6s 1h, 2h e 24h. Ao
final do protocolo experimental, todos os animais foram submetidos a eutanasia por

decapitacao.
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6.2.5 Avaliacdo dos efeitos do LPS na ativagao neuronal no tronco encefalico e no

hipotalamo de animais SL, NL e LL

No DPN 60, apés 16h de jejum noturno, os animais SL, NL e LL foram
tratados via IP com LPS (500 pg/Kg) ou salina estéril (NaCl 0.9%; 0,2 mL/100 g de
peso corporal). Apdés 90 minutos, os animais foram anestesiados com ketamina (IP,
100 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (20 mg/Kg) e submetidos a cirurgia de transfusao
cerebral transcardiaca. Foram perfundidos inicialmente 200 mL de solugdo salina
isoténica gelada [0,15 molar (M)] contendo heparina (diluicdo 1:80), seguidos de 400
mL de solucao paraformoldeido 4% em tampao fosfato (TF, pH 7,4), a uma taxa de
fluxo de 10 mL por minuto em um sistema de perfusao aberto e sem recirculagdo. No
final, os cérebros coletados foram pés-fixados em paraformoldeido 4% durante 1 hora
e depois estocados em solugdo TF contendo 30% de sacarose a 4 °C. Com o auxilio
do criostato Leica, os cérebros foram cortados em se¢des coronais de 30 um e os
cortes foram preservadas em solugao crioprotetora a -20 °C.

Para a analise de imunorreatividade ao c-Fos, os cortes foram
primeiramente lavados com TF 0,01 M. Em seguida, foi realizado o bloqueio da
peroxidase endégena com solucao TF 0,1 M contendo peréxido de hidrogénio (H20:2
0,3%) e Triton (0,3%), e das ligacbes inespecificas soro normal de cabra. Na
sequéncia, foi aplicada a solugao de anticorpo primario diluido (anticorpo anti-c-Fos;
Ab-5, Oncogene Science, Manhasset, NY, EUA; 1:15.000 em solugdo TF 0,1 M
contendo 1,5% de soro normal de cabra e 0,3% de Triton) por 48 horas a 4 °C. Depois
de trés lavagens em TF 0,01 M, os cortes foram incubados por 1 hora em temperatura
ambiente com imunoglobulina anti-rabbit marcada com biotina de cabra (Invitrogen,
Rockford, IL, EUA; 1:200 em solu¢cao TF 0,1 M contendo 1,5% de soro normal de
cabra). Posteriormente, os cortes foram incubados por 1 hora em temperatura
ambiente com o complexo avidina-biotina-peroxidase (Vectastain 1:200 em TF, Vector
Laboratories), empregando cloridrato de diaminobenzidina (DAB, Sigma CO., Ca,
EUA, 0,01%) intensificado com sulfato de niquel aménio a 1% como cromégeno. Por
fim, os cortes foram montados em Iaminas gelatinizadas, secos ao ar durante a noite,
desidratados em xilol e colocados sob laminula com Entellan (Nova Jersey, EUA).

Os nucleos do tronco encefalico e do hipotalamo foram identificados
com base no atlas de cérebro de rato de Paxinos e Watson (2006) e a contagem de
cada area foi realizada bilateralmente em 7 cortes para AP e NTS, 5 cortes para PaV
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e PaMP, 2 cortes para PaPo, 15 cortes para ARC, 12 cortes para VMH e 5 cortes para
DMH e realizada em oito a dez animais de cada grupo experimental. A AP e o NTS
foram considerados em -13,68 a -14,08 mm do bregma (Fig. 3A). As subdivisdes
parvocelular medial (PaMP) e ventral (PaV) do PVN foram consideradas em -1.72 a -
1.92 mm, e a subdivisao parvocelular posterior (PaPo) do PVN foi considerada em -
2,04 mm do bregma (Fig. 3B). Os nucleos ARC e VMH foram considerados em -2,16
a -3,36 mm e o DMH foi considerado em -2,92 a -3,36 mm do bregma (Fig. 3B). Os
neurdnios imunorreativos ao c-Fos foram quantificados manualmente com o auxilio
de um sistema de imagem acoplado ao microscépio. O limiar para coloracao positiva

foi estabelecido individualmente de maneira cega as condi¢gbes experimentais.

6.2.6 Analise estatistica

Os dados coletados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk e de homogeneidade de Levene. Considerando que o objetivo deste
estudo foi comparar os efeitos da super e subnutricdo nos parametros avaliados com
um grupo controle (tamanho normal da ninhada), e ndo comparar os modelos de
tamanho de ninhada divergentes entre si (SL vs LL), todas as comparagbes foram
realizadas com o grupo NL (SL vs NL e LL vs NL). Diferengas significativas para os
dados de peso corporal e de ingestao alimentar entre os grupos foram avaliadas pelo
teste de ANOVA de medidas repetidas (ANOVA MR), seguido pelo pés-teste de Sidak
para medidas repetidas. O teste t de Student foi utilizado para analise do ganho de
peso corporal, distdncia naso-anal e indice de Lee. Para avaliar a interacédo entre a
variavel grupo (tamanho da ninhada) e tratamento (LPS ou solugdo salina) na
atividade neuronal, foi realizada a analise por ANOVA de duas vias, seguida do teste
post hoc de Tukey. Os dados foram analisados usando GraphPad Prism 7.00, Sigma
Plot 11.0 (para two-way ANOVA) e IBM SPSS Statistic 22 (para three-way ANOVA).
Os resultados obtidos estao expressos como média * erro padrao da média (E.P.M.).

As diferencas foram consideradas significativas quando P<0,05.
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6.3 RESULTADOS

6.3.1 Efeito do tamanho da ninhada no peso corporal, distancia naso-anal e indice de

Lee

Os efeitos do tamanho da ninhada nos pardmetros biométricos de
animais SL, NL e LL estao apresentados na Figura 11. No DPN 60, uma parte desses
animais foi designada para o protocolo de avaliacao da ingestao alimentar e a outra
parte para os experimentos de avaliagdo da atividade neuronal (exibidos nas Fig. 12
e de 13 a 16, respectivamente). Como observado na Fig. 11A e B e na imagem
representativa em 8C, os animais submetidos a supernutricdo neonatal apresentaram
maior peso corporal do que os animais de ninhada NL desde o periodo lactacional, no
DPN 7, até o inicio da vida adulta, no DPN 60 (ANOVA MR; periodo lactacional: fator
idade: Fe, 468 = 3 868, p < 0,0001; fator tamanho da ninhada: F1,7s = 326,7, p < 0,0001;
interacao: Fs, 468 = 198,3, p < 0,0001; periodo pdés-desmame: fator idade: r7, 546 = 4
466, p < 0,0001; fator tamanho da ninhada: F1,7s = 148,6, p < 0,0001; interacao: F7, s46
= 21,24, p < 0,0001). A subnutricdo neonatal, por outro lado, resultou em menor peso
corporal dos animais LL desde o periodo lactacional, no DPN 7, até o inicio da vida
adulta, no DPN 60, em comparacao aos animais NL (Fig. 11A, B e C; ANOVA MR;
periodo lactacional: fator idade: Fs, 450 = 2 385, p < 0,0001; fator tamanho da ninhada:
F1,75 =194,8, p < 0,0001; interagao: Fs, 450 = 83,46, p < 0,0001; periodo p6és-desmame:
fator idade: F7, 525 = 3 887, p < 0,0001; fator tamanho da ninhada: F1,75= 23,48, p <
0,0001; interagéo: F7,525 = 1,804, p = 0,084).

No desmame, os animais SL apresentaram aumento do ganho de
peso corporal [t(78) = 15,88, p < 0,0001, Fig. 11D], do comprimento naso-anal [t(78)
=7,511, p < 0,0001, Fig. 11E] e do indice de Lee [t(78) = 2,684, p = 0,0089, Fig. 11F],
enquanto os animais LL apresentaram diminuicdo dos valores desses parametros
[ganho de peso corporal: t(78) = 12,98, p < 0,0001, Fig. 11D, distancia naso-anal: t(78)
= 8,081, p < 0,0001, Fig. 11E; indice de Lee: t(78) = 2,199, p = 0,0308, Fig. 11F], em
comparacéo ao grupo NL. No DPN 60, os animais SL permaneceram com o ganho de
peso corporal, distdncia naso-anal e indice de Lee aumentados [ganho de peso
corporal: 1(78) = 8, p < 0,0001, Fig. 11D; distancia naso-anal: t(78) = 2,608, p = 0,0109,
Fig. 11E; indice de Lee: t(78) = 4,778, p < 0,0001, Fig. 11F] em relacado aos controles
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NL. E os animais LL aos 60 dias de vida continuaram a apresentar ganho de peso
corporal [t(78) = 2,807, p = 0,0063; Fig. 11D] e indice de Lee reduzidos [t(78) = 3,187,
p = 0,0021; Fig. 11F] em comparagao ao grupo NL, mas ndo houve mais diferenca
significativa entre o0 comprimento naso-anal dos animais LL e NL [t(78) = 0,172, p =
0,864; Fig. 11E].

Figura 11 —Efeito do tamanho da ninhada no peso corporal,
distincia naso-anal e indice de Lee de ratos Wistar de ninhadas reduzidas (SL),
normais (NL) e expandidas (LL).
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6.3.2 Efeito do LPS na ingestao alimentar de animais SL, NL e LL

O efeito na injecao IP de LPS no consumo alimentar de animais SL,
NL e LL esta apresentado na Figura 12 e a interpretacao estatistica na Tabela 3. A
analise de three-way ANOVA para medidas repetidas revelou que o tratamento com
LPS reduziu significativamente o consumo alimentar de animais SL (1 h: p = 0,022; 2
€24 h: p<0,0001),NL(1,2e24 h:p<0,0001)eLL (1,2e24 h: p<0,0001) nos trés
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momentos avaliados. Uma e duas horas apés o tratamento, os animais SL tratados

com LPS apresentaram maior ingestao alimentar do que os animais NL tratados com
LPS (1 h: p = 0,029; 2 h: p = 0,013). A ingestao alimentar dos animais LL nao foi
alterada pelo fator tamanho da ninhada em nenhum dos momentos avaliados no

estudo.

Figura 12 —Efeito do lipopolissacarideo (LPS; 500 ug/Kg) na
ingestao alimentar (g/100g peso corporal) de ratos adultos da linhagem Wistar
de ninhadas reduzidas (SL), normais (NL) e expandidas (LL).
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Tabela 3 — Efeito dos fatores tempo, tamanho da ninhada e tratamento com
lipopolissacarideo (LPS; 500 ug/Kg) e interacao entre fatores na analise de ingestao
alimentar de ratos adultos da linhagem Wistar de ninhadas reduzida (SL), normal (NL)
e expandida (LL).

Interacao
Fator tamanho tempo x tamanho
Fator tempo da ninhada Fator tratamento da ninhada x
tratamento
SL/NL p p p p
F248 = <0,0001 F140= 0,726 F149= <0,0001 F2,08 = 0,961
1056,29 0,124 233,95 0,039
LL/NL
F240 = <0,0001 F141= 0953 F141= <0,0001 F282=114 0,325
850,558 0,003 266,38

Analise three-way ANOVA de medidas repetidas, seguida de pos teste de Sidak. Os efeitos foram
calculados em comparagao aos animais da ninhada normal (NL).

6.3.3 Efeito do LPS na ativagéo neuronal em ratos SL, NL e LL

A interpretacdo da analise estatistica do efeito do LPS na ativagao
neuronal de animais SL, NL e LL esta apresentada na Tabela 4, e as fotomicrograficas
representativas nas Figuras 13, 14 e 16. A analise por two-way ANOVA revelou efeito
do tratamento (LPS ou salina), observado pelo aumento no numero de neurdnios c-
Fos-ir, na AP, no NTS, nas subdivisées PaV e PaMP do PVN, e no ARC (Fig. 13A e
B, Fig. 14A e B e Fig. 15A, respectivamente) em animais SL, NL e LL apds a
administracao periférica de LPS, em comparagéao ao tratamento com salina. Também
houve efeito do tratamento (LPS ou salina) no DMH de animais NL e LL, observado
pela diminuicdo no numero de neurénios marcados com c-Fos mediada pelo LPS
neste nucleo (Fig. 15C e Tabela 4), em comparacao aos respectivos grupos salina.
Animais SL tratados com salina apresentaram menor ativacdo neuronal no DMH
quando comparados aos animais NL salina, indicativo de interagéo entre tratamento
(LPS ou salina) e tamanho da ninhada (SL e NL), sem efeito do tamanho da ninhada
ou do tratamento neste nucleo (Fig. 15C e Tabela 4). Houve efeito do tamanho da
ninhada (SL e NL) e tratamento (LPS ou salina), sem interacao (Tabela 4), no NTS e
na subdivisdo PaMP de animais SL tratados com salina ou LPS (Fig. 13B e 11B,
respectivamente), observado pela diminuicao da atividade neuronal nesses nucleos

em comparagao aos animais NL. Animais SL tratados com salina ou LPS também
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apresentaram menor ativacao neuronal no VMH (Fig. 15B), em relagao ao grupo NL,
o que indica efeito do tamanho da ninhada neste nucleo (Tabela 4). O tamanho da
ninhada também alterou a imunorreatividade ao c-Fos na subdivisdo PaPo do PVN,
tanto em animais SL quanto LL (Fig. 14C). Os animais SL apresentaram menor
ativacao neuronal nessa regidao, enquanto animais LL apresentaram maior ativacao
neuronal, em comparacao aos animais NL. Nao houve efeito do tratamento (LPS ou

salina) nessa regiao (Tabela 4).
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Figura 13 —Efeito do lipopolissacarideo (LPS; 500 ug/Kg) na
imunorreatividade neuronal do tronco encefalico de ratos adultos da linhagem
Wistar de ninhadas reduzidas (SL), normais (NL) e expandidas (LL).
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Figura 14 —Efeito do lipopolissacarideo (LPS; 500 ug/Kg) na
imunorreatividade neuronal das subdivisbes do PVN de ratos adultos da
linhagem Wistar de ninhadas reduzidas (SL), normais (NL) e expandidas (LL).
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do Hipotalamo; 3V, terceiro ventriculo.
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Figura 15 —Efeito do lipopolissacarideo (LPS; 500 ug/Kg) na
imunorreatividade neuronal em nucleos hipotalamicos de ratos adultos da
linhagem Wistar de ninhadas reduzidas (SL), normais (NL) e expandidas (LL).
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Dorsomedial do Hipotalamo.
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6.3.4 Analise das correlacdes

Considerando que os resultados de ganho de peso corporal de
animais SL, NL e LL (Fig. 11D) estavam inversamente proporcionais a atividade
neuronal na subdivisdo PaPo do PVN (Fig. 14C), e considerando que nao houve efeito
de tratamento (LPS ou salina) nesta area, foi calculado o coeficiente de correlacao de
Spearman para todos os animais SL, NL e LL. A analise revelou correlagao negativa
(r=-0,37, p=0,0125, Fig. 17A) entre os dados, ou seja, os animais SL apresentaram
maior ganho de peso corporal associado a menor ativacdo neuronal no PaPo,
enquanto os animais LL apresentaram menor ganho de peso corporal associado a
maior ativacao neuronal nesta area hipotaldmica. Além disso, considerando o papel
do VMH na modulacdo do balangco e gasto energético, que os animais SL
apresentaram menor atividade neuronal neste nucleo (efeito do tamanho da ninhada;
Fig. 15B) e que n&o houve efeito do tratamento (LPS ou salina), o coeficiente de
correlacdao de Spearman também foi calculado para verificar a correlagdo entre o
ganho de peso corporal e a atividade neuronal no VMH de animais SL e NL. A analise
revelou correlagao negativa entre os dados (r =-0,36, p = 0,0378, Fig. 17B), indicando
correlacao entre a menor atividade neuronal no VMH e o maior ganho de peso corporal

de animais SL.

Figura 17 —Graficos de dispersiao demonstrando a relagao entre o
ganho de peso corporal (g) desde o nascimento até o DPN 60 de ratos Wistar de
ninhadas reduzidas (SL), normais (NL) e expandidas (LL) e a imunorreatividade
ao c-Fos.
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Atividade neuronal na subdivisdo PaPo do PVN de animais SL, NL e LL (A) e atividade neuronal no
VMH (B) de animais SL e NL.

PaPo, subdivisédo posterior do Nucleo Paraventricular do Hipotalamo (PVN); VMH, Nucleo Ventromedial
do Hipotalamo.
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6.4 DISCUSSAO

O tamanho da ninhada € um forte determinante independente da taxa
de crescimento no inicio da vida (PARRA-VARGAS et al., 2020). De acordo com
McCance (1962), o crescimento de um animal lactente depende da quantidade de leite
gue a méae pode fornecer e os filhotes se adaptam a essa quantidade de suprimento
de nutrientes alterando sua fisiologia e metabolismo (SOOKOIAN et al., 2013).
Corroborando essa informacéo, o presente estudo demonstrou que ratos mantidos em
ninhadas reduzidas apresentaram rapido ganho de peso durante a lactagcédo e
permaneceram com o fenétipo de sobrepeso, sendo maiores (comprimento) e mais
gordos (indice de Lee) do que dos animais controle no inicio da vida infantil e adulta,
conforme ja estabelecido na literatura (DE SOUZA et al., 2022; LOPEZ et al., 2005;
PLAGEMANN et al., 1999; PLAGEMANN et al., 2012). Além disso, em concordancia
com estudos anteriores (ENGELBREGT et al., 2004, LOPEZ et al., 2005;
PLAGEMANN, A et al.,, 1999; REMMERS; FODOR; DELEMARRE-VAN DE WAAL,
2008), a criacao de filhotes em ninhadas expandidas induziu o efeito oposto ao
observado em animais SL, visto que os animais LL apresentaram taxa de crescimento
mais lenta durante a lactacao e recuperagao incompleta no inicio da idade adulta,
permanecendo mais magros (indice de Lee) e com menor peso corporal aos 60 dias
de idade. Assim, considerando que animais SL e LL experienciam super e
subnutricao, respectivamente, em termos tanto de qualidade quanto de quantidade de
nutrientes, no inicio da vida, durante a lactacdo (FIOROTTO et al., 1991;
PLAGEMANN et al., 2012), os presentes resultados indicam que o tamanho da
ninhada influencia o ganho de peso e crescimento corporal e o faz, pelo menos em
parte, por meio da disponibilidade de nutrientes durante a lactacao (PARRA-VARGAS
et al., 2020). Além disso, um estudo conduzido por Kappeler et al. (2009) destacou
que o fendtipo maior e menor de animais super e subnutridos, respectivamente,
também esta relacionado com a plasticidade funcional do eixo somatotrépico no inicio
da vida. Consistente com a hipoétese da resposta adaptativa preditiva, essa
plasticidade pode ser um mecanismo pelo qual os individuos adaptam seu
crescimento aos recursos nutricionais previstos de seu ambiente. Neste sentido,
animais subnutridos apresentaram perda da sinalizacao do horménio do crescimento
(GH) enquanto animais supernutridos apresentaram aumento de GH (KAPPELER et
al., 2009).
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Percebe-se, entdo, que a modificacdo do estado energético pela
manipulagdo do tamanho da ninhada no periodo neonatal pode alterar o
funcionamento de areas do tronco cerebral e dos nucleos hipotalamicos (BRETON et
al., 2009), que sao criticas para o crescimento e manutencdo da homeostase
energética e do peso corporal na vida adulta (ZHANG et al., 2020). Foi demonstrado
gue animais desnutridos jovens apresentam alteracao na expressao génica orexigena
e anorixigena, com maior sinalizagcdo orexigena, na tentativa de aumentar a
disponibilidade de energia para o crescimento (REMMERS et al., 2008b), o que
deveria sinalizar que eles estdo em um estado de balanco energético negativo. No
entanto, a resposta fisiolégica antecipada a esses sinais nao se desenvolve (CRIPPS
et al., 2009) e, semelhante aos resultados deste estudo, os ratos permaneceram
magros ao longo da vida (CRIPPS et al., 2009; REMMERS; FODOR; DELEMARRE-
VAN DE WAAL, 2008; STOCKER et al., 2012). A persisténcia do peso corporal
reduzido durante a vida adulta também pode ser atribuida a mecanismo adicionais,
como modificagbes na atividade motora espontanea e na termogénese do tecido
adiposo e/ou muscular, que aumentariam o gasto energético (BRETON et al., 2009).
De fato, ja foi relatado o aumento da eficiéncia alimentar em animais LL (REMMERS
et al., 2008a) e o gasto total de energia em individuos com magreza constitucional,
deduzidos a um aumento na termogénese em repouso (BOSSU et al., 2007). Essas
evidéncias concordam com a correlagdo negativa entre ganho de peso corporal e
ativacéo da PaPo do presente estudo e com relatos da inibicdo da atividade do nervo
vago na prole de matrizes submetidas a restricao alimentar (OLIVEIRA et al., 2011).

Nesse mesmo raciocinio, no modelo oposto de nutricdo, o excesso de
peso dos animais SL foi acompanhado por hipoativacao de neurdnios do NTS, das
subdivisdes parvocelulares medial e posterior do PVN, bem como no VMH e no DMH
(de animais salina), porém apenas no PaPo e no VMH os dados foram inversamente
correlacionados. Em concordancia com esses resultados, analises da expressao
génica identificaram alteracbes no transcriptoma relacionadas ao fendtipo
obesogénico no NTS e no DMH, sugerindo um papel fundamental dessas regides
cerebrais na regulacao do peso corporal (ZHANG et al., 2020). Varios outros estudos
mostraram que animais SL superalimentados apresentam gasto energético reduzido,
induzido por uma potente inibicado do neuropeptideo Y (NPY) nos neurénios do PaMP
e do VMH (DAVIDOWA; LI; PLAGEMANN, 2002a, 2003; HEIDEL; PLAGEMANN;
DAVIDOWA, 1999). Sabe-se que as projecdes do VMH para o NTS contribuem para
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as funcbes autonémicas e simpaticas e que a lesao do VMH é conhecida por resultar
em reducao da atividade em varios tecidos, incluindo os tecidos adiposos branco
(LINDBERG; CHEN; LI, 2013) e marrom (XIAO et al., 2007). Desta forma, com base
nessas evidéncias, acredita-se que o balango energético de animais supernutridos &
alterado para um nivel de peso corporal mais alto (DAVIDOWA, LI; PLAGEMANN,
2002b). Além disso, os neurdnios pré-autondmicos do PaPo também se projetam para
alvos autdbnomos relacionados ao sistema parassimpatico e simpatico nas areas da
medula espinhal e do tronco cerebral (STERN, 2011), o qual modula o gasto de
energia em animais SL por meio do aumento da atividade parassimpatica do nervo
vago (RINALDI et al., 2012; RODRIGUES et al.,, 2022) e comprometimento da
atividade simpatica (RINALDI et al., 2012; SUN et al., 2021), reduzindo assim o gasto
energético desses animais na fase juvenil (STEFANIDIS; SPENCER, 2012). Assim,
coletivamente, esses dados demonstram que a disponibilidade de nutrientes durante
a lactacao, seja para mais ou para menos, no modelo de manipulagcao do tamanho de
ninhada programa rearranjos de conexdes hipotalamicas e autonémicas, com
diferentes padrbes de ativacdo de nucleos hipotalamicos. Nesse sentido, os
resultados deste estudo mostraram uma predominancia de inibicdo do NTS e dos
centros hipotalamicos envolvidos na regulagao do balango energético no grupo SL, o
que pode contribuir para o sobrepeso persistente ao longo da vida. Além disso, os
resultados mostraram que a supernutricdo precoce teve maior efeito sobre os nucleos
hipotaldamicos do que a subnutricdo, o que pode sugerir que as conexdes
hipotalamicas sdo mais suscetiveis ao excesso de nutrientes durante o
desenvolvimento neonatal do que a deficiéncia deles.

Em relagdo a resposta ao LPS, os animais LL apresentaram
diminuicdo da ingestdo alimentar induzida pelo LPS nos trés momentos avaliados
neste estudo, semelhante a resposta hipofagica dos animais NL. Corroborando com
esse resultado, lwasa et al. (2015) mostraram que houve uma tendéncia para o
aumento da resposta anorexigénica ao LPS em animais desnutridos, mas nenhuma
diferenga significativa foi encontrada. Sabe-se que o LPS aumenta a expressao de
RNAmM do TNF-a hipotalamico 1 hora apds sua administracao periférica, enquanto a
IL-1B8 tem um pico de resposta mais tardio (6h) (DESAI et al., 2009), e que essas
citocinas atuam no cérebro e fazem a mediagéao das respostas febril e anorexigénica
induzidas pelo LPS (LAYE et al., 2000). Essas evidéncias sdo consistentes com a

resposta hipofagica ao LPS observada em animais LL e NL no presente estudo. De
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acordo com Collins e Belkaid (2022), em casos de insultos imunol6gicos, em contexto
de desnutricao, os recursos energéticos devem ser direcionados para a elaboracao
de uma resposta imunolégica que é energeticamente dispendiosa, 0 que ocorre as
custas da homeotermia e da atividade locomotora. O presente estudo nao avaliou tais
variaveis, porém lwasa et al. (2016) reportaram que animais submetidos a desnutricao
pré-natal apresentaram resposta febril aumentada ao LPS, em comparagdao aos
animais controle. A resposta anorexigena ao LPS em animais desnutridos ainda é
escassa e, desta forma, este é o primeiro estudo a sugerir que a subnutricido p6s-natal
induzida pelo aumento do tamanho da ninhada nao altera a resposta hipofagica do
LPS. A hipofagia induzida pelo LPS em animais LL foi acompanhada pelo aumento da
ativacao de c-Fos na AP, no NTS, nas subdivisées PaV e PaMP do PVN e no ARC,
sem diferir dos animais NL.

O LPS também aumentou a imunorreatividade ao c-Fos no tronco
cerebral, nas subdivisées PaV e PaMP do PVN e no ARC de animais SL. No entanto,
a expressado de c-Fos mediada pelo LPS no NTS e no PaMP desses animais foi
significativamente menor do que a dos animais NL. Além disso, a resposta hipofagica
ao LPS em animais SL foi menor em comparacgao aos animais NL nas duas primeiras
horas apés o tratamento. Esses resultados contrastam com um estudo anterior, no
qual o LPS reduziu a ingestao alimentar de maneira semelhante em ratos SL e
controles e evocou uma resposta exacerbada no PVN dos animais supernutridos
(CLARKE; STEFANIDIS; SPENCER, 2012). Diferengas no estado alimentar dos
animais (em jejum no presente estudo versus ad libitum no estudo de CLARKE;
STEFANIDIS; SPENCER, 2012), podem ser responsaveis pela diferenca entre os
resultados. Essa hipotese € baseada em um estudo no qual a expressao de c-Fos
induzida pelo LPS foi mais fraca do PVN de animais em jejum do que naqueles que
estavam alimentados ad libitum (GAUTRON et al., 2005). Além disso, os ratos SL
tiveram menor ingestdao alimentar 12 horas apdés a injecao de LPS (CLARKE;
STEFANIDIS; SPENCER, 2012), um tempo que nao foi avaliado neste estudo. Além
disso, diferentes doses de LPS (500 ug/Kg no presente estudo versus 100 ug/Kg no
estudo de CLARKE; STEFANIDIS; SPENCER, 2012) também podem ter
desencadeado diferentes respostas, visto que doses baixas de LPS (< 100 pg/Kg) e
altas provocaram respostas opostas na variagdo de temperatura (ROMANOVSKY et
al., 1996) e, portanto, poderiam também evocar um efeito hipofagico divergente. No

entanto, os resultados do presente estudo sugerem que, na condicao de jejum e na
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dose utilizada, a resposta anorética ao LPS foi reduzida pela supernutricao precoce,
e esse resultado foi acompanhado pelo comprometimento da ativacao neuronal
induzida pelo LPS no NTS e PVN desses animais.

De maneira geral, ratos SL apresentam alteragées na resposta
neuronal a sinais orexigenos e anorexigenos no PVN, com predominancia de inibicao
dos neurénios do PVN (DAVIDOWA,; LI; PLAGEMANN, 2003). Recentemente, um
estudo relatou que o efeito hipofagico induzido pelo LPS foi abolido pela obesidade
em animais alimentados com dieta hiperlipidica e esse resultado foi associado, em
parte, a reducao da fosforilagado de STAT3 no PVN e no NTS (BORGES et al., 2014).
Além disso, os autores do referido estudo apontaram a importancia da neuroativacao
no PVN, uma vez que a ativagdo de STAT3 apenas no ARC nao foi suficiente para
induzir a hipofagia mediada pelo LPS em animais com obesidade induzida pela dieta
(BORGES et al., 2014). Da mesma forma, os resultados do presente estudo
mostraram comprometimento da hipofagia induzida pelo LPS em ratos SL como
consequéncia da reducao da ativacdo mediada pelo LPS no PVN, uma vez que a
resposta ao LPS no ARC estava preservada. Essa observacgéo levanta a hipétese de
que as projecdes do ARC para o PVN podem estar prejudicadas no modelo de
obesidade por reducao do tamanho da ninhada e esta de acordo com evidéncias de
gue as conexdes hipotalamicas se desenvolvem durante o periodo de lactagdo dos
roedores (REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011), as quais podem ter sido
comprometidas pela supernutricdo. Sugere-se, também, em conjunto com a literatura
(BORGES et al., 2014), que a obesidade no modelo animal de supernutricao
lactacional (SL) altera a resposta hipofagica ao LPS de forma sitio-especifica.

Liu ef al. (2016) relataram que o LPS pode reduzir o apetite ao ativar
areas cerebrais normalmente inibidos pelo AgRP, visto que o LPS induziu a expresséao
de c-Fos em regides inervadas por neurénios AgRP, especialmente o PVN, como ja
discutido, mas induziu uma menor expressao de c-Fos no DMH. Em concordancia,
mas diferente do que ja foi mostrado em outros estudos (GAUTRON et al., 2005), o
tratamento com LPS no presente estudo provocou a redugéo no numero de neurdnios
marcados com c-Fos no DMH de animais NL e LL. O DMH é um nucleo chave na
regulacao do apetite (BELLINGER; BERNARDIS, 2002), contudo a subpopulagéao de
neurénios no DMH que regula a alimentacéo esta menos esclarecida, em contraste
com o ARC, por exemplo, em que os neurbnios orexigenos NPY/AgRP e
anorexigenos POMC/CART ja estao bem estabelecidos (OTGON-UUL et al., 2016).
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Sabe-se que o DMH recebe projecdes de diferentes regides cerebrais
(KOBELT et al., 2006) e expressa varios receptores, incluindo o receptor de leptina,
melanocortina, NPY e CCK (OTGON-UUL et al., 2016). Dentre os neuropeptideos
reguladores da alimentacao conhecidos do DMH, inclui-se o NPY, cujos neurdnios co-
expressam CART (LEE et al., 2013; YANG et al., 2009), o PrRP, o GABA (OTGON-
UUL et al., 2016), o CRH e a ACh (GROESSL et al., 2013). Segundo Jeong, Lee e Jo
(2017), os neurdnios colinérgicos do DMH respondem a mudangas no estado
nutricional e sua ativagdo optogenética estimula a ingestdo de alimentos em
camundongos de maneira dependente da frequéncia empregada (JEONG; LEE; JO,
2017). Além disso, os neurbnios NPY do DMH sao GABAérgicos e sao
hiperpolarizados pela leptina, o que esta associado a diminuigao da ingestao alimentar
(OTGON-UUL et al., 2016). Neste contexto, sabe-se que a subunidade p100B do
receptor de leptina e subsequente ativacao das vias do fosfatidil-inositol 3- kinase
(PI13K) e do transdutor de sinal e ativacao da transcricao 3 (STAT3) sao necessarias
para a hipofagia endotoxémica aguda induzida pelo LPS (BORGES et al., 2016, 2014).
Desta forma, com base nos resultados atuais, especula-se que o LPS, via STATS3,
tenha inibido os neurdnios orexigenos do DMH, sugerindo assim um potencial
mecanismo pelo qual o LPS suprimiria o apetite em animais normais e subnutridos de
60 dias de idade. Curiosamente, o LPS nao alterou a imunorreatividade ao c-Fos no
DMH dos animais SL, associado ao aumento do consumo alimentar nas primeiras 2
horas apéds a injecao IP. Lee et al. (2013) demonstraram que animais com obesidade
induzida pela dieta apresentam aumento na expressao de neurénios NPY no DMH, e
a ativacao optogenética desses neurénios induziu a transmissao sinaptica inibitéria
para o PVN, promovendo a ingestao alimentar (OTGON-UUL et al., 2016). Ou seja,
embora a populagéo neuronal do DMH ainda nao esteja completamente esclarecida,
bem como a acao do LPS neste nucleo hipotalamico, é plausivel que o sobrepeso
induzido pela supernutricao reduza o efeito anorexigénico do LPS como resultado da
falta de um sinal inibitério mediado pelo LPS no DMH. Por meio da comunicagdo DMH-
PVN, a falta do sinal inibitério no DMH mediado pelo LPS poderia contribuir para a
menor ativacdo neuronal observada no PaMP e consequente menor resposta
hipofagica em animais SL. Torna-se importante, portanto, futuras investigacbées sobre
0s mecanismos de acgao, sinalizagdo e comunicagédo neuronal a partir do DMH que

comprovem essa hipdtese.
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Em conclusao, as mudancgas nutricionais durante o desenvolvimento
pos-natal resultaram em parametros biométricos mais altos e mais baixos apoés a
super e a subnutricao, respectivamente. Além dos efeitos biométricos, a super e a
subnutricdo neonatal resultaram em efeitos diferentes na resposta anorexigena ao
LPS no inicio da idade adulta. Em especial, os animais LL apresentaram respostas
hipofagicas e hipotalamicas ao LPS semelhantes ao grupo controle, enquanto os ratos
SL apresentaram menor resposta hipofagica e menor ativagao neuronal no NTS e no
PVN ao LPS. Além disso, o LPS diminuiu a ativagéo neuronal no DMH de ratos LL e
controles, mas nao teve efeito nos SL. Esse resultado sugere um mecanismo pelo
qual o LPS poderia atuar para mediar a anorexia observada no comportamento

doentio, e que também esta prejudicado nos animais SL.
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7 CONCLUSAO

Ha muitos anos, o consumo alimentar tem sido o centro de eventos
sociais, seja em momentos de celebracdo quando em momentos de tristeza. Esse
papel desempenhado pelo alimento faz a ciéncia voltar os olhos com mais atengcéo ao
processo de ingestao de alimentos e procurar entender os mecanismos envolvidos
nesse processo regulatorio. Frente ao crescente numero de individuos com
obesidade/sobrepeso no mundo, em paralelo a desnutricdo presente em tantas
comunidades, se torna imprescindivel compreender os mecanismos por tras desses
dois aspectos nutricionais que tanto afetam a saude.

Os resultados do presente estudo (esquematizados na Fig. 18)
revelam que animais supernutridos durante o periodo de lactagdo desenvolvem e
permanecem com um fenétipo de sobrepeso ao longo de toda a vida, até o inicio da
vida adulta. Por outro lado, a subnutricdo neste mesmo periodo exerce o efeito oposto,
e 0s animais apresentaram parametros biométricos reduzidos ao longo dos 60 dias
de vida. Essas alteragdes de fenotipos em relacdo aos animais controles foram
associadas a ajustes adaptativos em nucleos hipotalamicos envolvidos na regulacao
da homeostase energética, sendo que a supernutricdo teve uma maior extensao de
seus efeitos, ou seja, provocou o ajuste adaptativo em mais nucleos hipotalamicos do
que a subnutricao. Neste mesmo sentido, a subnutricdo nao alterou a resposta
hipofagica, nem a ativagao neuronal, mediada tanto pela CCK quanto pelo LPS. Esse
resultado indica que a deficiéncia de nutrientes, na extensao em que foi aplicada, ndo
prejudicou a sinalizacado de saciedade e nem a anorexia provocada por estimulos
inflamatorios. Neste caso, pode ser que ou a subnutricdo nao foi suficiente para induzir
respostas adaptativas preditivas, ou foi muito severa a ponto de abolir qualquer
resposta adaptativa pela interrupgéo dos processos de desenvolvimento nos filhotes.
Estudos futuros que avaliem o grau de severidade da subnutricdo neonatal poderao
esclarecer essas hipoteses. Outra possibilidade, ainda, € a de que os animais LL
foram criados em um ambiente de menor oferta nutricional (ninhada expandida) e,
poderiam, portanto, estar melhor adaptados ao estado energético do jejum em que os
protocolos experimentais foram conduzidos.

Por outro lado, a supernutricdo neonatal levou ao comprometimento
da resposta hipofagica a CCK e ao LPS. Levando em consideracado que os animais
SL nao apresentaram a hipofagia induzida pela CCK e que a literatura aponta que o
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CCK-1R participa na resposta hipofagica mediada pelo LPS, a semelhanca entre os
resultados obtidos nos dois estudos € bem vinda e destaca o comprometimento da via
de sinalizagdo da CCK neste modelo experimental. Ainda, a auséncia da resposta
hipofagica a CCK e a diminuigao desta resposta frente ao LPS, destaca a participagcao
de outras vias, além da via do CCK-1R, na indugcdo do comportamento doentio, em
particular, a anorexia, mediada pelo LPS. Os animais SL também apresentaram
menor ativagdo neuronal no NTS e PVN, em resposta a ambos os estimulos. Isso
revela que animais SL apresentam uma predominancia de inibicdo no NTS e no PVN,
prejudicando a cascata de sinalizagdo de mediadores periféricos. E importante
destacar que, embora a diminuigdo da hipofagia em animais SL possa ser benéfica
ao organismo, pois previne o défice de energia durante processos inflamatoérios, ela
também pode estar associada a habilidade prejudicada do sistema em responder
adequadamente a endotoxemia. Ainda, foi destacado que o DMH pode ser um nucleo
hipotalamico alvo na mediacao da resposta anorexigénica induzida pelo LPS e essa
via também esta comprometida na supernutricdo neonatal. Finalmente, os resultados
obtidos mostraram a fungéo de importantes nucleos reguladores da alimentagcao em
modelos nutricionais opostos e podem fornecer uma nova visao sobre a fisiopatologia
e alvos terapéuticos para obesidade e desnutricao e outros tratamentos de transtornos
alimentares, bem como contribuem para o entendimento na anorexia aguda induzida

por processos inflamatérios.
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Figura 18 —Esquema representativo dos principais resultados
obtidos nos estudos.
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VMH, Nucleo Ventromedial do Hipotalamo.
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ABSTRACT

Keywords: Metabolic progr may be induced by reduction or enh of litter zize, which lead to neonatal over
Pood Intake or und pectively. Changes in 1 ition can challenge some regulatory processes in
Hypothalarsus adulthood, such as the hypophagic effect of cholecystokinin (CCK). In order to investigate the effecta of nutri-
:lmh wiing tional p i ondu igenic ft of CCK in adulthood, pups were raized in amall (SL, S pups per
Satiation o dam),m.ll(‘NL,lOpupapetdam),otLugel:wn(u.,lOpup-pexdam),:ndoopounauldayGO male ratz

were treated with vehicle or CCK (10 pg/Kg) for the evaluation of food intake and c-Fos exprescion in the area

(AP), nucleus of

y tract (NTS), and p icul dial (VMH),

(ARQ),

(PVN),

anddccmgdulﬂ)“ﬂ)nudﬂo‘du‘,, thal Ov ished rats sh d i
ly lated with

bodywugh:gnndux

l activasi ofPaPoVMHmdDMH na, wh

nah.‘dlowerbody ight gain, i ly lated with i 1 of PaPo only. SL rats
h d no igenic resp and lower in the NTS and PVN induced by CCK. LL exhibited
preserved hypophagia and mtheAP,NTS,:ndPVNmmmwOCKCCRMueﬂm
chonmmtmmxﬁvxrywtbeARC,Vlﬂ‘l and DMH in any litter. These resules i thae
d with i manTSlndPVN mducedbyocxmmwmdbynmul
H , these resp. were not disrupted by 1 und ition. Thus, data suggest that
an excess or poor supply of during L ion display divergent effects on p ing CCK satiati

signaling in male adult rats.

1. Introduction

The metaboli i P that a del ious

Manipulation of litter size has been used as a model of metabolic
programming, based on modification of the postnatal nutritional envi-

(i.e., change in the number of pups per litter during lactation).

nutritional supply dunng early posmztal hfe may be a determinant
factor for basal metabolic status and could impact long-term health
(Marangon et al., 2020; Waterland and Garza, 1999). In this context,
studies have shown that poor or overnutrition during perinatal life is
associated withan i d risk of chronic dis later in life (Ribeiro
etal., 2017; Tilbrook, 2009).
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In this del, animals are d to either over- or undernutrition,
allowing the study of the long-term q In rod , the brain
growth period begins prenatally and peaks during the first three weeks
after birth; during this period, nutritional changes are permanent and
can perturb brain develop 1 (Lezage et al., 2006;
Vieau et al., 2007). Thus, recent works (Branquinho et al,

2017; Stopa
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Fig. 1. Effect of litter size on body weight, naso-anal distance, and Lee index of male Wister rats reared in small (5L}, normal (NLY, and large livters (LL). Body weight
curve (g) during pre-weaning (A) and post-weaning (B) periods. D. Body weight gain (g). E. Naso-anal distance (cm). F. Lee index (g% /cm). Data are expressed as
mean + 5.EM. for BM ANOVA (for body weight curve) and Student’s t-test (body weight gain, naso-anal distance, and Lee index). *p < 0,05 vervue NL (o= 40
animaly/group). 0. Representative image of one animal from each litter on PNDa 21 and 60

Table 1
Effect of time factor, litter size factor, oeamment with cholecystolinin (CCK; 10 pg/Kg) factor and interaction on food intake of adult male Wister rata reared in small
(5L}, normal (ML) and large Litters (LL).

Time Eactor Litter size factor Trentment fnctor Interaction time x litter x treatment
SL/NL

p value P value P valie P valme
Flar = 120107 < QL Frar < QU000] 999 Fror = 5.042 [ 2ix ] Py o= L3959 0532
LL/ML

pvalue p walue pvalme P vale
Fne = 168680 < QL0 Plan= 14.241 [iXi i} Fi5e = 16,096 < G000 Py = 0OL6 ik ] |

Repeated-measure three-way ANOVA followed by Sidak for multiple measures posttest. Bffects were calculated in comparizon with animale raized in normal litters
[NL).

et al . 2021) have shown that adult rats raized in small litters become attributable to their hyperphagia, suggesting that losz of zignaling
overweight or obeze and hypophagic, whereas rats raised in large litters, through CCE-1R attenuates inhibitory signals that normally limit weight
despite the reduced body weight at weaning, become hyperphagic and gain (Bi and Moran, 2016). Centrally, the reduction in the expression of
dizplay catch-up growth in early adult life, consistent with an increaze in CCE-B5-neurons in the paraventricular nuclews of the hypothalamuz

orexigenic pathways (Juan De Soliz et al |, 2016; Marangon et al., 2020; [(PVN) of neonatally owerfed ratz, as well in the arcuate (ARC), ventro-
Spencer and Tilbrook, 2009), uonderlining the consequences of manip- medial (VMH), and dorsomedial (DMH) nuclei of the hypothalamus of
ulation of litter zize on long-term maintenance of body weight perinatal malnourizhed weanling rats indicate specific dizturbances of
In addition to this, it waz shown that cholecyztokinin {CCE) may be hypothalamic differentiation and maturation during the critical peri-
involved in the maintenance of energy balance (Enes-harques et al, natal period of hormone-dependent brain organization (Plagemann
2020). CCK, a member of the gqut brain family of peptide hormones, iz et al, 1998; Plagemann et al., 1999b).
secreted by the enteroendocrine [ cells of the small intestine and neurons CCE-induced reductions in food intake and satiation are known to be
of the peripheral and central nervous system (CNS) (Daflla eral 20180 mediated by itz action in the area postrema (APF) (Sugeta et al.. 201E)

CCK plays a role in the control of food intake by coatributing to meal and in the nuclens of the solitary tract (WTS5) which activate ascending
termination, and exogenously administered CCK reduces food intake by pathways to the hypothalamic oucleus (Daly et al, 2011; Manizcaleo
reducing meal zize (B and Moran, 2016). Studies in patientz with and Rinaman 2013; Rinaman 2010). Howewer, metabolic program-
abnormal eating behaviors, zuch az thoze with bulimia nervosa, have ming indueed by manipulation of litter size may challenge zome of these
been shown to manifert a deficient CCE response during food con- regulatory proceszes, compromizing the hypophagic effect of CCE. Thus,
sumption, that correlates with decreased meal-related zatiety (Familariz the purposze of the present study was to investigate the effects of CCKon
gt al, 1997). In rodents, obesity in the CCE-1 receptor (CCE-1R) food intake and neuronal activity of adult male Wistor rats neonatally
knockout model Otzuka Long Evans Tokushima Fatty (OLETF) rat iz submitted to over or undernutrition by litter size manipulation.
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Fig. 2. Effect of cholecystokinin (GCE; 10 Pg/Fg) on food intake (g/100 g body weight) of adult male Wistar rats reared in omall (EL), normal (ML), and large litters
(LL). Diata are expressed as mean + 5B M. for RM Three-way ANOVA. *p < 0.05 {o = 812 animals/group).

2. Material and methods
2.1. Animals

Male Wistar ratz were obtained from the mating of female with male
rats from the Central Animal Faeility of the State University of Londrina
{UEL). The presence of sperm on the vaginal smear of the female on the
moming following mating designated day 0 of pregnaney. Pregnantc
female rats were placed in individual cages.

Within the first 24 h of birth, on postnatal day (PND) 0, litter size was
adjusted to three pups (two males and one famale; small lter — SL), for
postnatal overnutrition. In the control litter, litter size was adjusted to
10 pups (male to female ratio 1:1; normal fitter— NL). To induce neonatal
undernutrition, litter size was expanded to 16 pups (male to female ratio
1:1; large firter— LL). When neceszary, pupe born on the same day were
randomly erozs-fostered from one litter to another to reach the toral
number of pups in the litter and the proporton of males and females.
The surpluz pups were euthanized by decapitation. A total of 10 NL, 8
LL, and 24 8L litters were wsed in the study and each experimental group
contained pups from at least five different litters. The body weight of
male offspring waz monitored on PND 3, 7, 10, 14, 17, and 21.

Animals were weaned on PND 21 and housed in groups of four to five
rats of the zame experimental litter in each cage. They were kept under
controlled and adequate condidons of light (12 h light/dark cycle) and
temperature (22 £ 2° C), with free access to tap water and pelleted rat
chow [Nuvilab CR1, Novital®) unles: otherwize specified. Animals were
weighed every five days until PND 60.

All experiments were performed at the Deparment of Phyriological
Sciences/UEL and started at 08:00 a.m. on PND &0. The experimental
procedures were approved by the Ethies Committee of Animal Use for
experimentation (CEUA/UEL) under protocol number 18310.2019.03.

2.2 Lee index

The Lee index, expressed as g% /cm, waz evaluated at weaning and
on PND 60, caleulated considering body weight and nazo-anal distance;
the eubic root of body weight in gramz was divided by naso-anal length
in centimeters (Bernardis and Pattemsaen, 1960),

1

2.3. Drug

Cholecystokinin (Bachem H-2080, CA, USA; 10 pg/Kg) wasz intra-
peritoneally (IP) administered in a single dose and sterile saline 0.9%
(NaCl 0.9%} was injected az wehicle. The dose was selected based on
doses previouzly used in the literature (Voic ef al, 19946).

24 Aszeszmemt of CCK effects on food imtoke in S0, NL and LL rofy

To evaluate the anorexigenic responsiveness to [P injections of CCE,
animals were transferred to metabolic cages, where they remained for
two dayz. On PND 60, after 16 h of overnight fasting, animals of 5L, NL,
and LL litters received an [P injection of CCK (10 pg/Kg) or saline (NaCl
0.9%; 0.2 mL/100 g body weight). After 15 min all animals had access
to pelleted rat chow (100 g) and food intake was quantified (g/100 g
body weight) after 1 and 2 h. At the end of the experimental protocol, all
animals were euthanized by decapitation.

2.5, Asseszment of CCK effects on nevronal activation in the broinstem
and hypothalamus of 5L, NL and LL ran

On PMD 60, after 16 h of overnight fasting, SL, ML, and LL animals
received an [P injection of CCE (10 pg/Kg) or zaline (NaCl 0,0%:; 0.2 mL/
100 g body weight). Then, 90 min after the injection, animals were
anesthetized with an [P injection of ketamine (100 mg/Kg) and xylazine
hydrochleride {20 mg/Kg), and were transcardially perfuzed with 200
ml of cold isotonic saline {0.15 M) containing heparin (1:80), followed
by 400 mL of cold 4% paraformaldehyde sofution in 0.1 M phosphate
buifer (PE, pH 7.4), using a pecistaltic pump with a speed of 10 mL per
minute. Finally, the brain was removed, fAxed in 4% paraformaldehyde
for 1 h, and stored at 4 *C in PB containing 30% suctose.

Coronal slices of 30 pm were obtained in a eryostat {Leica), collected
in PB and stored in eryoprotectant soluton at — 20°. For immunohis-
tochemistry, the alices were washed with 0.01 M PB and then incubated
in 0.1 PB solution containing 0.3% H304 and 0.3% Tricon for 30 min to
block the endogenous peroxidase. After another washing cycle, the slices
were incubated with 1.56% normal goat serum and 0.3% Triton for 1 h at
room temperature to block nonspecific binding. Subzequently, the slices
were proceszed for o-Fos immunoreactivity by incubating for 48 hat 4°C
with an ant-c-Fos antibody (Ab-5, Oncogene Science, Manhazzet, NY,
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Table 2

Effect of litter size factor, treatment with cholecyatokinin (CCK; 10 pg/Tg) factor
and interaction on immunoreactive neurons in brain arexs of adult male Wistar
rats reared in small (5L), normal (NL) and large listers (LL).

Litber stze fackor Treatment factor Interaction litter x
frestment
SL/HL
F patue P
value ke
AP L 0628 gy o Foy 0.331
=0 =8qm = 107
TS = 03 Py <000 P o.005
= 0748 = 153623 = 6BIG
PWH
Pa¥ Py 0247 Tra= 670 0004 Frai=043 0516
=142
PaMP Py QT Frao=d464 0039 Prao= 106 0304
=743
PaPa Py Q01 Fae= 010 0748 Prag= 182 0047
= 606
ARG Pyas 0200 Fas 0564 Fras 0.339
=173 = 0342 = 0993
VMH P aM T 0873 Prae 0.2
= 5774 = (026E = 1656
DMH Py a0 T 0,587 Pra4 538
= 8.006 = 0,304 = 039
LL/NL
P p waiuz P
value vtz
AP fis 0769 Frm 20000 B 0.575
= 2018 = 35089 = (L0005
HTS  Fos G391 P < 0] Py o154
= 0763 = 190347 = 2164
PVH
P P 0682  Fra=570 0023 Prsa=038 @542
=017
PabP Py 088 T 002 Frsa= 070 041
= Qe =113
FaPo Py Q025 Fim 0967 Fra=219 o048
- 559 - 0:002
ARG Py oM T o Frae 0300
= 0026 = |.584 = 0753
VMH P 07 P 0515 P 0.158
= (U066 = 0435 - 20
DMH  Fyae 0620 o 0650 Py 083
= 028z =0.212 = (L04E]

Two-way ANOVA anabyic followed by Tukey post hoc test. Effects were calcu-
lated in comparison with animala raiced in normal Litters (ML),

AP, Area Postrema; NTE, Mucleus of the Solitary Tract; PVN, Paraventricular
Muclews of Hypothalamus; PaV, ventral subdivizsion of Paraventricular Mucleus
of Hypothalamus; PaMP, medial parvocellular subdivision of Paraventricular
Muclews of Hypothalamus; PaPo, posterior subdivision of Paraventricular Nu-
dews of Hypothalamusz; ARG, Arcuate Nuclews of Hypothalamus; VMH,
Venromedial Mucleus of Hypothalamus; and DMH, Doroomedial Nuwcleus of
Hypothalamus.

USA) diluted 1:20.000 in 0.1 PB containing 1.5% normal goat serum and
0.3% Triton. Free-Aoating zlices were then washed with 0.01 PB and
incubated first with goat biotin-labeled anti-rabbit immunoglobulin
(Vector Inc., Burlingame, CA; USA, 1:200 dilution in 1.5% normal goat
serum- 0.1 PB) and then with avidin-biotin—peroxidaze complex [Vec-
taztain, 1:200 in PE) for 1 h at room temperature. c-Fos labelling waz
detected using diaminobenzidine hydrochloride (DAB, Sigma CO., Ca,
USA, 0.01%) intenzifted with 1% nickel ammonium sulfate. Thereafter,
slices were mounted on gelatinized =lidez, air-dried overnight, dehy-
drated in xylene, and placed under a cover slip with Entellan {New
Jerzey, USA).

The brainstem and hypothalamic nuecleus were identified according
to the Paxinor and Watson (2008) brain rat atlas. AP and NTS were
congiderad at — 13.68 to — 14.08 mm from bregma, medial (PaMP} and
ventral parvocellular (PaV) subdivirions of the PVN were considered at
— 1.72 to— 1.92 mm, and posterior parvocellular (PaPo) subdivizion of
the PVN was conzidered at — 2.04 mm from bregma, ARC and YMH were

132

122

Bruin Revearch Bulletin |95 (2023) 105-119

conzidered at — 2.16 to — 3.36 mm, and DMH was considered at — 2.92
to — 3.36 mm from bregma. Bilateral counting of immunolabelled cells
was carried out in 7 slices for AP and NTS, b slices for PaV and PaMP, 2
lices for PaPa, 15 slices for ARC, 12 slices for VMH and 5 zlices for DMH
per animal. The vizual counting of neurons was performed in eight to ten
animals in each group. c-Fos immunoreactive neurons were gquantified
manually with the aid of an image syztem attached to a microscope. The
threshold for positive staining was individually establizhed in a manner
blinded to the experimental conditions.

2.6. Sratistical analysis

The collected data were rubmitted to the Shapiro-Wilk test, to verify
normality, and Levene's test, to verify the homogeneity of variance.
Conzidering that the goal of thiz study was to compare the effects of over
and undernutrition on the evaluated parameters with a control group
{normal litter size), not to compare the divergent litter zize models one
each other (5L vz LL}, all the comparizons were performed with the NL
group (8L wz NL and LL vs NL). Repeated measures ANOVA (RM
ANOVA), followed by Sidak for multiple measures posttest, waz per-
formed to evaluate body weight and food intake. Student's t-fest waz
uzed for the analysiz of body weight gain, naso-anal distance, and the
Lee index. Two-way ANOVA, followed by Tukey post hiot test, was per-
formed to evaluate the interaction between the variables group (litter
zize} and treatment {CCK or szaline) on neuron activity. Spearman's
correlation coefficient was caleulated for analyzis of correlation between
body weight gain and peuron activation. Data were analyzed using
GraphPad Prizm 7.00, Sigma Plet 11.0 (for Twe-way ANOVA) and IBM
SP35 Statisties 22 (for Three-way ANOVA). Regulis are expreased az mean
+ standard error of mean (8.E.M). Differences were considered signifi-
cant at P < 0.05.

3. Results
3.1. Effect of litter size on body weight, noso-anal distance and Lee index

Fig ! reprezents the effect of litter zize on biometric parameters of
5L, NL and LL animalz. On PND 60, a subset of these animalz was
assigned for food intake protorol and the other subset allocated to the
neuronal activity experiment (exhibited in Figs. © and 3-5). Mixed and
repeated-measure factorial ANOVA of body weight showed that
neonatal overnutrition resulted in increased body weight from the pre-
weaning period, on PND 7, until adulthood, on PND 60, az shown in
Fig. 1A, B and reprezentative image Fig 1C (pre-weaning period - age
factor: Fy 4a9= 2214, p < 0.0001; litter size factor: Fy »= 1237, p <
0.0001; interaction: Fa, 433 = 1149, p < 0.0001; post-weaning period -
age factor: Fy g grop = 2304, p < 0.0001; litter zize factor: Fy o3 =
40.73, p < 0.0001; interaction: Fy, 490 = 7.342, p < 0.0001). 5L rae
exhibited increazed body weight gain (Fig. (D), length (Fig. 1E}, and Lee
index (Fig. 1 F) at weaning [body weight gain: 6(78) = 11.92, p <
0.0001; nazo-anal distanee: t{78) = 7.589, p < 0.0001; Lee index: t{78)
= 2065, p = 0.004] and on PND 60 [body weight gain- ti78)=4.8,p <
0.0001; naso-anal diztance: t(78) = 3.201, p= 0.002; Lee index: 781 =
4.579, p < 0.0001], which was higher than the ML group. Neonatal
undernurition, on the other hand. resulted in lower body weight from
pre-weaning period, on PND 7, until early adult life, on PDN 60, in
comparizon to NL animals {pre-weaning period - age factor: By 9, 140
= 14809, p < 0.0001; licter size factor: Fy, s = 47.03, p < 0.0001;
interaction: Fy 4ss = 35.93, p < 0.000%; post-weaning period - age
factor: Fagm, 02043 = 4094, p < 0.0001; lirter size factor: Fy, va= 33.24, p
< (1.0001; interaction: Fy_gyr= 3.508, p=0.0011; Fig. 14, B, C). LLratz
exhibited decreazed body weight gain [K7B) = 7.37, p < 0.0001;
Fig 1D], naso-anal distance [t{78) = 7.369, p « 0.0001; Fiz. 1E] and Les
index [6[78) = 2.568, p=0.012; Fiz. 1 F] on PND 21. On PND 60, early
undernourizhed animals continued to prezent reduced body weight gain
[t78)= 4.24, p < 0.0001] and Lee index [H{72) = 2.874, p = 0.0052] in
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lfi;. 8. Effect of cholecyatokinin {GCE; 10 pg/Fz) on immunoreactive neurons in the brainstem of adult male Wistor rato reared in amall (5L), normal (ML}, and karge
Littern (LL). Mumber of c-Foa-labeled nevrons in the (A} NTE and (B) AP. (C) Represenmtive photomicrographs (10x magnification] of coronal alices, showing
immunoreactivity in the AP aod NTS. Scale bar: 100 pm. Data are expremed a3 mean 4+ 5. EM for tworvay ANOVA *p < 0.05 (n = 8-10 animala/group). AP, Area

Postrema; NTS, Nudews of the Bolitary Tract ©C, central canal

comparizon tothe NL group (Fig. 1D, F), with similar nazo-anal distanee
ta NL animals [({78) =0.339, p = 0.735, Fiz. 1E].

3.2 Effect of CEK on food infake in 5L, NL and LL raks

The interpretation of the statictical analyziz of the effect of CCK on
food intake iz presented in Tabls |, and the [P effect of CCE on food
intake in SL, ML, and LL animals ir shown in Fic. 2. Repeated-measure
three-way ANOVA analysic showed that food intakie of L animals was
not altered by CCK treatment (1 h-p= 0.133; 2 h- p = 0.559) ar by litter
size (1 h: p=0.473; 2 h: p=0.62) at any time point evaluated in the
srudy. CCK treamment decreased food intake of NL (p = 0.002) and LL
{p = 0.002) animals 1 h after its administration, without effects of CCK
after 2 h in any group (ML p=0.07; LL: p= 0.074). The cumulative
food intake was increased in the LL group compared to the NL groop
after 2 h, regardless of treatment {p (saline groups) = 0.006; p (CCK
groups) = 0.004].

3.3. Bffects of CCK on newron sctivation in SL, NL and LL rof

The interpretation of the statistical analysia of the effect of CCE on
neuronal activation is presented in Table 2, and reprezentative photo-
micrographs in Figz. 3 and 4. There was an effect of treatment — obzerved
by the increase in the number of e-Fos-ir neurons after [P injection of
CCE - in the NTS, AP, PaV, and PaMP subdivizions of PVYN (Fig. 3A and
B, Fiz. A and B, respectively) in 8L, NL, and LL animals, compared to
the regpective zaline groups. Early overnutrition resulted in lower
neuron activation mediated by CCK in the NTS (Fiz. 3A) than the NL
group, indicating an interaction between reament {zaline or CCE) and

113

litter (SL and NL) in thiz area (Takle 2). A litter zize affect was observed
in the PaMP and PaPo subdivisions (Fig. 4B, C], az well az in the VMH
and DMH (Fig. 5B, C), In which the 5L grovp showed reduced neuron
activation in these nuelsi compared to the ML group, both in CCE- and
raline-treated animals {Table ). Contrarily, the litter size effect for
neonatal undernairition was seen by the increased e-For immunoreac-
tivity in the PaPo subdivizion (Fiz. 4C) compared to the NL group, with
higher neuron activation in thiz nuclens than in the ML group, in both
treatments: There was no effect of treatment or litter size (NLx LL) in the
ARC, VMH, and DMH (Fiz. 5A, B, C, reapectively, and Table 2).
Conzidering the rezults of body weight gain of 5L, ML, and LL animals
{Fig. LD}, which was inversely proportional to neuron activation in the
PaPo subdivizion (Fig. 4C), Spearman's correlation coefficient wasz
calculated for all animals of 5L, ML, and LL groups. The analysis showed
a negative correlation {saline: r=—0.56, p=0.002, Fiz. 6A; CCK:
r=-0.57, p=0.0019, Fig 6D) between data, where lower meuron
activation in the PaPo was aszociated with increazed body weight gain,
az in 5L animals, and higher neuron activation in the PaPo was assoei-
ated with decreazed body weight gain, as in the LL group. Conceming
VMH and DMH, there was a litter zize effect in neuron activation in the
VMH and DMH, ooty for the comparizon of NL vz 5L, but not for NLvs LL
(5B and & C), which showed that peuren activation in the VMH and
DMH of NL and 5L groups was imversely proportional to the bady weight
gain of these groups (Fig. D). Thus, Pearson'z correlation coefficient
was alzo caleulated for analyziz between body weight gain and nearon
activation in the VMH and DMH of NL and SL groups. The analysiz
revealed a negative correlation between data, by meanz of decreared
neuron activation in the VMH of animals treated with CCE (r = -0.54,
p="0.03, Fig. 6E) and in the DMH of both saline and CCE-treated
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Fig. 4. Effect of cholecyarokinin (CCK:; 10 Jg/Kg) on immunoreactive nevrons in the PYM subdividons of adult male Wittor rats reared in small (51); normal €MLY,
and large litters {LL). Number of c-Foo-labeled nevrons in the {A] PaV, (B) PaMP, and {C) PaPa subdivicions of the PV, (D} Reprecentative photomicrographs {10x
magnification) of coronal slices, showing immunoreactivity o the PVN. Gcale bar: 100 pm. Data are expressed ao mean 4 5.E.M. for two-way ANOVA. *p < 005
[n= 8-10 animals/group). PaV, ventral subdivivion of Paraventricular Nuclevs of the Hypothalamus; PaMP, medial parvocellular subdivizion of Paraventicular
Mucleus of the Hypothalamus; PaFo, pocterior subdivizion of Paraventricular Nocleus of the Hypothalamus; 3 ¥, third ventricle.

animals: {saline:. r=—0.52, p=0.046, Fig. 6C; CCK: r= -0.62;
p = 0.018, Fig 5F), associated with increased body weight gain, azin 5L
animals.

4. Dizscuszion

Rodent lactation has been considered a crucial phase for brain
development, and nutritional supply during this early posmatal period
of life may be a determinant factor for bazal metabolizm statuz in
adulthood. The present study demonsztrated that lactational owver-
nutrition, but not mecnatal undernutrition, reduced CCE-induced
hypophagic effects and activation of NTS and PVN neurons.

The corrent data indicated that lactational overnutrition led to
higher body weight from the pre-weaning period (PND 7) until early
adult life (PND &0}, whereas undernouriched ratz prezented persiztently
lower body weight from childhood (PND 7) until early adulthood (PND
607 than normal nourished animals: The heavier and larger phenotype of
5L animals iz conzistent with reports from previous studies (Debarba
ecal; 2020; Enes-Marquens et'al | 2020; Halah et 2l 2018; Marangon
eral  20020; Spencer and Tilbrook, 2009). Interestingly, increazing the
licter zsize on PND 3 was shown to indoce reversible growth restricion
with complete catch-up (Debarba et al | 2020; Halah et al., 2018), while

114

manipulation oo the first two days of life showed that, despite incom-
plete catch-up after weaning, the body weight and body masz index of
animals remained reduced throoghout life (Velkooks et al, 2005
Bemmers et al, 2008a). Thes, it seems that different and divergent
metabolic programming may be obtained waing different phases of the
CME development to interfere with neural connections (Oliveira et al,
2011} and that immediate manipulation of litter size may have a more
pronounced insult in the re-zetting of this phyziological system, and
therefore, result in the reported programming effects.

Curiously, higher and lower body weight gain after early over and
undermutrition, respectively, were inversely correlated with activation
of FaPo neuronz of both vehicle- and CCE-meated animals, withoot
mreatment effect Thiz area is known to project to brainrtem and spinal
neurons involved in autonomic regulation (Palkovic, 19957, Thus, theze
data suggest that neonatal motritional programming changes the acti-
wvation of PVN newron: with descending projections to sympathetic
preganglionic neurons of the intermediolateral eolumn, which modu-
lates energy expenditure, and might contribute to changes zeen in the
body weight of animals following litter size manipulation. Regarding
malnutrition, undernourishment was shown to inhibit efferent activity
of the vagu: nerve in the offspring of food-restricted dam: during
laptation {Cliveirs et al, 2011), and inerease feed efficiency in LL
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animals (Remmers et al, 200Zz) and total energy expenditure in
constitutional thinness individuals, owing to an increaze in non-exercise
activity thermogenesiz (Boszu et al., Z007). Thus, theze adaptations in
metabolic control systems zeem to contribute to the permanent thin
phenotype in animals raized in large litters, az seen in the present study.

Additionally, for the 5L group, an aszociation between body weight
amd lower neuron activation in the VMH of CCE-treated animals and in
the DMH of vehicle- and CCE-treated ratz was obzerved. Interestingly,
no effect of meatment waz noticed in these nuclei. The VMH iz alzo
known to regulate energy homeostasiz (Sun ec 2l | 2021) through sym-
pathetic nerve activity {Lindberg et al, Z013). Therefore, decreased
VMH activity in 5L animals (litter size effect] could also rezult in lower
zympathetic outflow. In accordance with this, persistent overweight
phenotype in necnatally overfed rats has been associated with increased
parazympathetic vagus nerve activity (Rodrigues et al | 2022), impair-
ment of sympathetic activicy in brown adipose tissue (BAT) and itz
bypoactivity (de Almeida et al, 2013; Xiao et al, 2007), as well az
reduced energy expenditure in the juvenile phase (Stefanidiz and
Spencer, 201 Z). Thus, based on the literature and along with the present
results, early overnutrition iz associated with hypoactivation of hypo-
thalamic neurons (Plagemann, 2006), specifically the PaPo, VMH, and
DMH, and a permanent increaze in body weight, possibly az a conse-
guence of disrupted CNE and autonomie connections induced by nutri-
tiznal changes early in postnatal development.

Peripheral CCE-induced -activation of neurons in hypothalamic
nuclei iz mediated by NT3 neurons (Kobelt et al | 2006; Manizealeo and
Finaman, 2013; Sabager et al, 2013) through vagal afferent neurons
(Rinaman 2003) or elze via the AP {(Michel et al, 2007). Accordingly,
the increased e-Fos expression in the NTS following IP administration of
CCK in rats that underwent surgical vagal deafferentation indicates the
involvement of other routes of NTS neuronal activation by the CCE
(Baprista et al | 2007). In agreement, the current report demonstrated
that [P injection of CCK increased c-Fos labeled neuron: in the AP and
WTS in all three litters. The involvement of the AP in the inducton of
naugea and/or [Shinpo et al | 2012) raizes the poesibility of a
CCE-induced malaize effect. Indeed, 10 pg/kg iz a high CCK doge that
can cause malaize or nauzea, mediated by activation of AP peurons (van
der Kooy, 1904), which was obzerved in the three experimental groups.
In addition, an obzervational study conducted by Verbaey: et al (2000]
showed that doses up to 8 ug/Kg of PEGylated-CCEY resulted in changes
in eating parameters and behavioral profiles such az earlier cezzation of
eating behavior, followed by resting behavior, in accordance with those
obzerved after administration of known anorectic agents or pre-feeding,
suggesting that these may be a result of the natural process of zatiation,
rather than doe to aversivenesz. The averzsiveness effect of CCK was
evident with inereasing doses up to the highest dose tested (16 pg./Kg),
when the bazic behavioral structure associated with natural satiety was
not preserved, and the anorectic response was indicative of a
non-physiological effect In addition, abdominal ecramps were observed
after adminizration of this 16 pg/Kg dose, suggesting malaize-induced
anorexia. Unfortunately, the 10 pg/Eg dose was not tested, but it is
much clozer to the 8 pg/Kg than the 16 pg,/Fyg doze. Indeed, cramps were
not ohzerved in any CCK-treated animals of the present srudy, indicating
that despite 10 pg,/kg being a high CCK doze, it did not cause malaize or
nauzea. However, as a quantitative study of cramps waz not conducted
in the current work, it cannot be discarded that CCK might have induced
lower food intake in NL and LL animals, at least in part, by inducing
nauszea, observed by increased activation of AP neurcns.

LL animals showed increaszed CCE-induced ¢-Fo: immunoreactivity
in the NTS, but no litter effect was noticed. The prezerved response to
CCE in LL animalz was also obzerved in the PaV and PaMP, accompanied
by decreased food intake 1h after CCK injection, similar to the NL
group. Om the other hand, perinatal undernutrition induced by a low
protein diet increased neuromal activation of the NTS in rezponze to
feeding stimulation in adult race (Lira et al, 2014), indicating that
different uondernuirition paradigms: may account for divergent
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programming of satiation pathways, and,/or that multiple zatiation sig-
nals bezsides CCK, ineluding a combination of oral zensory and/or gastric
distenzion zignals (Havel 2001) may display different rezponzes in
neonatal underfed animals. Curiously, LL rats, both CCK-treated and
galine, ate more than ML groups 2h following [P injection. In thiz
context, in the fasting state, juvenile undernourished animals exhibit an
increase in the orexigenic signaling compared to control animals,
observed by elevated neuropeptide Y (MPY) content in the ARC and PVN
(Plagemann et al. 199%a), ipcreazed mBMNA level: of NPY and
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Agouti-related protein (AgRP) in the ARC (Lopez =t 3i, 2005), and
melanin-concentrating hormone (MCH) in the lateral hypothalamuz
(LH) (Remmers et al | 20026). Accordingly, Ndjim ez al (2017) reported
that adult perinatally undernourished ratz have a reduced first meal
satiety ratio, as the inter-meal interval preceding the second meal was
reduced, associated with a higher postprandial plasmatic CCK release,
pointing out that the higher amount of plazma CCK was inefficient to
reduce food intake. Thiz could elucidate the increazed cumulative food
intake obzerved in LL rats two hours post-treatment in the prezent work
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and iz congistent with exizting evidence in the literature that early un-
dernourizhed animals display a delay in the zatiety point (Lirz =t al
2014). To our knowledge, the current study iz pioneer in showing that
the neonatal medel of undemutrition induced by expansion of litter size
does not dizrupt CCH-induced hypophagia associated with neuronal
activation in the AP, NTS, and PVIN.

Interestingly, although SL animal: showed a normal response to CCE
in the AP, they presented decreased CCKE-mediated hypophagia and
neuron activation in the NTS and PVN, specifically PaMP, similar to
recent findings from Enes-Marques ec al (20200, Taken together, these
results rule out the hypothesiz that the reduction in NTE activation by
CCE could be a conzeguence of an impaired AP responze after CCE
reatment. Accordingly, the lack of hypophagia and reduced NTS neuron
activation indueced by CCK in the 5L group suggest that neonatal over-
nutrition accounts for decreased responsiveness to CCE-indoced satia-
tion, mediated by WTS, and not to decreased responsiveness to
CCE-induced malaize, mediatad by AP. In addition, previous studies
have also shown that high (10 pg/Eg, Voiz ecal | 1996) and low dozes
(0.05 pg/Hg, Enes-MMargoes et al | 20200 of CCK reduced food intake in
normal, but not in 5L rats, which reinforces the current resultz that
lactation overnutrition-induced obesity impairs satiation-related re-
sponzes induced by CCE.

Furthermore, recent studies showed that higher caloric intake was
agzociated with less CCE-induced expression of c-For in NTS neurcns

(Wall et 2l | 20240]), which iz compatible with decreased stimulation by
vagal afferent neurons (Dockrav, 2012; Steinert et al | 2017). Indead,

unrezponsiveness of vagal afferent newronz has been obzerved in
diet-induced obesity (al Helaili et al | 2020; de Lartgoe et al | 2012
2011}, Additionally, the necnatal overnourished modal of obesity iz
known to lead to leptin rezistance, and leptin can determine the
magnitude of CCK effects (Dockray, 2012, Williama, 2019). In agree-
ment with this, de Lartigne et al |2} demonstrated that leptin
resiztance in vagal afferent neurons inkibitz CCK zignaling and zatiation
in diet-induced obeszity in rats and Marangan er 2l {2020) reported that
5L ratz presented a lack of anorexigenic effectz when challenged with
exogenous leptin. Thus, it is likely that a reduction in ascending vagal
activation and the disrupeed actions of other feeding-related zignals
might contribute to the obzerved reduction in the number of immuno-
reactive neurons in the NTS and consequently in the PVIN response to
CCE in the 5L group. Taken together, chese data suggest that obesity
induced by changing the litter size can alter CCK hypophagic response
by reduocing the activation of the NTS and subregions of the PVN.

The integrated zignalz from the NTS directly project to the hypo-
thalamusz (Lo et al. 2014} and the expresszion of CCK receptors was
detected in zeveral hypothalamic nuclei. However, there waz no c-Foz
immunareactivity in the VMH, DMH, and ARC in SL, NL, or LL animalz
in responze to CCK injection in the current study. Enss-Margues et al
(20207 aleo reported the absence of VMH neurons responding to CCE in
ML and 5L groups, but, contrarily to the present study, an increaze in the
number of c-Fos labeled neurons in the ARC and DMH of NL animals
after CCK treament According to Pim (20107, GCK alone does

(20

ik et al
not influence neuronal activity in the ARC and VMH. In agreement,
Fobelr ey al (20061 and Noetzel st al (20059 found that there was no
influenee of CCK in the VMH and ARC of Sprague Dawley rats.
Furthermore, intracerebroventricular CCE, given alone, did not alter the
number of e-Fos cells in the ARC of Long-Evans rat: maintained on chow
of fed a low- or high-fat-diet (Lo ez al | 2{14). Bazed on thiz, the present
study suggests that, in the tested conditions, the VMH, DMH, and ARC
were not the main hypothalamic noeelei where CCK acted to inereaze
satiation. Thus, thiz srudy provides evidence that CCE affected the
brainztem and the hypothalamus differentially, depending on the nuclei
evaluated, and that satiation signal: induced by CCE preferentially
oceurred via the WTS and PV

1z

127

Brain Research Bullefin 195 (3023) 108-119

5. Concluzlon

In summary, the present data demonstrated that the imbalance in
food availability in the neonatal period, induced by altering the litter
zize in which the animals were raised, can alter body dimenszions, such as
body weight and the Lee index, and induce adaptive adjustments in
hypothalamic noclei In addition, changes in perinatal nutrition can
alter responsiveness of the offspring to CCK on energy homeostaziz in
adult life. Specially, overnourished animals displayed impaired hypo-
phagia and lower neuron actvation in the NTS and PVN necrons
induced by CCK. Thus, it is likely that excess nutrients during neonatal
development, rather than lack of nutrients, may lead to disruption in
CCE signaling. Furthermore, the prezerved CCK effects on undernour-
ished amimalz suggest that the mechanizme underlying CCE-induced
zatating responzes may be differently disturbed, depending on the
neonatal notritienal imbalance. Finally, the current rezults showed the
function of important controls on eating in opposing nutritional models
and may provide new ingight into the pathophysiology and therapeuatic
targets for obesity and other eating disorder reamments.
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Neonatal overnutritional programming impairs the hypophagic
effect and neuron activation of the Nucleus of the Solitary Tract

and hypothalamus to acute LPS in adult male rats

Nutritional status during critical windows in early development may challenge
metabolic functions and physiclogical responses to immune stress in adulthood,
such as the systemic inflammation induced by lipopolysaccharide (LPS). The aim
of this study was to investizate the long-term effects of postmatal over- and
oodernutrition on the ancrexigenic effect of LPS and its association with neuron
activation in brainstem and hypothalamuos in male rats. Animals were raised in
litters of 3 (small — SL), 10 (normal — NL) or 16 (latge — LL) pups per dam On
postnatal day 60, male rats were treated with LPS (300 pg/Kg) or vehicle for the
evaluation of food intake and c-Fos expression in the area postrema (AP), nuclens
of solitatry tract (NTS), and paraventricular (PVIN), arcuate (ARC), ventromedial
(VMH). and dorsomedial (DMH) nuclei of the hypothalamus. SI, NL and LL
animals showed a decrease in food consumption after LP'S treatment. In under- and
normonourished animals, peripheral LPS indoced an increaze in meuronal
activation in the brainsteam_ PaV, PaMP, and ARC and a decrease in the number
of c-Fos-ir neurons in the DMH. Overnourished rats showed a reduced hypophagic
respense, lower neuron activation in the NTS and PaMP. and no response in the
DMH induced by LPS. These results indicate that early outritional programming
display different responses to LPS, neonatal overnutrition decreasing LPS-
mediated anorexigenic effect and newron activation in NTS and hypothalamic

nuclei.

Keywords: inflammation; endotoxin; food intake; hypothalamic nuclei; brainstem;
overfeeding: undernutrition.

Introduction

An organism’s phenotype 1s shaped by the environmental conditions present in critical
periods of development, including the peniconceptional, prenatal and early postmatal
stages [1]. The Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) proposes that

fluctuations taking place during this early hife environment alter the normal
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development and influence long-term metabolic status and health of the developing
organtsm [1-3]. In this context, the manipulation of litter size has been used to study
short- and long-term effects of neonatal nutrition, the so-called metabolic programming.
It 15 kmown that small litter size duning the suckling period leads to overnutrition and
that animals raised in this litter size show increased body weight at weaning [4.5] and 1n
adulthood [5.6]. On the other hand. animals submitted to neonatal food restniction, by
means of expanded litter size, remain small and lean 1 adult life [7.8].

It has been shown that environmental factor, such as the amount of malk
available to each pup, can alter hypothalamic projections and neuroinflammatory
processes [9,10]. Debarba et al. [11] showed that animals raised in small and large
litters exhibited enhanced expression of genes encoding proinflammatory cytokines,
such as interleukin-1[ (TL-1p) at weaning. and tumour necrosis factor alfa (TNF-g) in
adult life. Also. obesity was reported to either impair the ability of the immune system
to properly respond to bactenal infection [12] or to up-regulate the inflammatory
cascade to an mmmune challenge when it occurs [5]. Meanwhile, prenatal undernutrition
was shown to mmpair immunological functions, increase the nisk of infection-induced
sepsis, and increase the activity of the innate immune system in humans and rodent
models [13].

Admimstration of Lipopolysaccharide (LPS), a cell wall component of Gram-
negative bacteria, 1s used to pumic inflammatory processes [14]. This endotoxin
stimulates intracellular signalling pathways through recognition by Toll-Like receptors
4 (TLR-4) [15] and activates nuclear factor-xappa B (NF- «B) to induce an
mnflammatory response [16]. which 1s mediated by proinflammatory cytokines,
particularly interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) and TNF [17.18]. These cytokines

can act on brain receptors to activate sickness-type behaviours [17 18], charactenzed by
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negative energy balance, increased thermogenesis and anorexia [17]. Indeed, depressed
appetite has been found to be acutely induced in rodents by bactenial endotoxin [19] and
this effect involves central neurochemical changes [20]. In agreement, systemic
mflammation triggered by LPS injection was shown to involve a coordinate activation
of brain sites such as the bramstem [21,22]. the arcuate (ARC), dorsomedial (DMH),
ventromedial (WVIWH) [18,20.21] and paraventnicular nucleus of the hypothalamus
(PVN) [5.18.20.21].

Interestingly, manipulation in the hitter size causes changes mn the structure and
function of hypothalamic areas that may affect the response to anorexigenic stimmuli
[4.23]. Neonatal overfeeding was associated with a more sensitive pro-inflammatory
response to LPS, seen by an elevated TLR-4 and TNF-a hypothalamic gene expressions
two hours after a low dose of LPS, that was different from the kinetic exhibited by
normal nourished animals_ reflecting a compromised response to LPS in adult
neonatally overfed animals [24]. With regards to feeding behaviour, low dose of LPS
reduced food mtake to a similar degree in female SL. and control but more intensely in
male SL. animals [5]. On the other hand, prenatally undernourished rats exhibited
stronger febrle response [25] and higher hypothalanme mBNA expression of TNF-o to
LPS than normal nourished rats [26]. However, as far as it 1s known, no effect of LPS
on food intake of postnatally undemourished rats was reported. Thus, the present study
explored the hypothesis that exposure to an over- or undernutrition environment during
lactation, by mampulating the hitter size, could modulate the hypophagic response and

neuronal activity to a moderate LPS dose in the adult male offspring.
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Material and methods

Animnals

Animal procedures were performed under approval by the Ethics Committee of Animal
Use for expenimentation of the State University of Londrina (Protocol number
18310.2019.03). Wistar rats were obtaimned from the Central Animal Facility of the State
University of Londrina (UEL). After mating, pregnant females were housed
mndividually in standard rat cages with fiee access to water and pelleted rat chow
(Muvilab CR1, Nuvital®). In the first 24 h after litter’s barth, male and female pups
were allocated to either small litter (SL — 3 pups per dam_ two males and one female),
normal litter (INL — 10 pups per dam_ male to female ratio 1:1) or large litter (LI — 16
pups per dam_ male to female ratio 1:1). When necessary, pups born on the same day
were randomly cross-fostered from one litter to another to reach the total number of
pups in the litter and the proportion of males and females. The surplus pups were
euthamzed by decapitation. A total of 10 NL, 8 LL, and 26 SL litters were used in the
study and each expenimental group contained pups from at least five different litters.
Only male rats were evaluated in the study; female pups that were used to reach male to
female ratio in the litter were euthanized at weaning.

Animals were weaned on post-natal day (PND) 21 and were maintained in
groups of 4 to 5 of the same expenimental litter in each cage until PND 60. They were
kept under controlled and adequate conditions of light (12 h light/dark cycle) and
temperature (22 + 2° C), with free access to tap water and pelleted rat chow (Nuvilab
CR1, Nuvital®), unless otherwise specified. The body weight of male offspring was
monttored at birth and on PND 3, 7. 10, 14, 17, and 21_ After weaming, amimals were
weighted every five days until PND 60. The naso-anal distance of the ammals was

measured at weaning and on PND 60. Lee index, expressed as g!'*/cm, was evaluated at
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weaning and on PND 60. It was calculated by considering body weight and naso-anal
distance, whereas the cubic root of body weight in grams was divided by naso-anal

length in centimetres [27].

Drug

Ammals were treated with a single intrapenttoneal (IP) injection of Lipopolysacchande
{LPS, extracted from Escherichia coli; Serotype 026:B6; Sigma, St. Lows, MO, USA;
500 ng/Kg body weight [14 26]). Rats in the control groups were injected with sterile

saline 0.9% (NaCl 0.9%: 0.2 mL/100 g body weight).

Food intake assessment

On PND 58, SL, NL and LL amimals were housed m individual metabolic cages for
acchmatation. On PND 60_ after 16 h of overmight fasting, amimals were
mirapentoneally treated with LPS (500 pg/Kg) or stenile saline 0.9% (0.9% NaCl).
Food was presented after 15 mun and food intake (g/100 g body weight) was evaluated
1, 2 and 24 h later. At the end of experimental protocol, all animals were euthanized by

decapitation.

Immunohistochemistry

On PND 60, after 16 h of overnight fasting. SL, NL. and LL animals were
mirapenitoneally treated with LPS (500 pg/Kg) or saline (0.9% NaCl). After 90 mun,
rats were deeply anesthetized with ketamine (IP, 100 mg/Kg) and xylazine
hydrochlonde (20 mg/Kg) and perfused through the heart with 200 mL of cold isotonic
saline (0.15 M) contamning heparin (1:80). Perfusion was then performed with 400 mlL.
of cold 4% paraformaldehvde sohition in 0.1 M phosphate buffer (PB, pH 7.4) at a flow

rate of 10 mlL per minute in an open and non-recirculating perfusion system At the end,
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extracted brains were postfixed in 4% paraformaldehyde for 1 h, placed in PB solution
containing 30% sucrose, and stored at 4 °C_ Using a Leica cryostat, brains were sliced
mto 30 pm coronal sections and slices were preserved in cryoprotectant solution at —20
.

For staiming for c-Fos immunoreactivity, sections were first washed wath 0.01 M
PB and then mcubated 1n a 0.1 PB solution contaming 0.3% H>O: and 0.3% Trton for
30 munutes for blockade of endogenous peroxidase. After three washes in 0.01 M PB,
floating sections were immersed 1n blocking buffer (1.5% normal goat serum and 0.3%
Triton in a 0.1 M PB solution) for 1 h at room temperature to prevent nonspecific
binding. Thereafter, the diluted primary antibody solution (anti-c-Fos antibody; Ab-5,
Oncogene Science, Manhasset, NY_. USA: 1:15.000 in a solution of 0.1 M PB
containing 1.5% normal goat serum and 0.3% Triton) was applied for 48 h at 4 °C. After
being rinsed three times in 0.01 M PB, sections were incubated for 1 h at room
temperature with biotinylated goat anti-rabbit secondary antibody (Invitrogen,
Rockford IL, USA; 1:200 in 1.5% normal goat semum- 0.1 M PB). Subsequently, they
were incubated for 1 h at room temperature with the Vectastain avidinbiotin—
peroxidase complex pK 6100 (1:200 m PB, Vector Laboratories). c-Fos labelling was
detected using diaminobenzidine hydrochlonide (DAB, Sigma CO._, Ca, USA, 0.01%)
mtensified with 1% mickel ammonium sulphate. Thereafter, sections were mounted on
gelatinized shides, air-dned overmight, dehydrated in xylene and placed under a cover
ship with Entellan (New Jersey, USA).

The brammstem and hypothalamic nuclens were identified according to Paxinos
and Watson [28] brain rat atlas. AP and NTS were considered at -13.68 to -14 .08 mm
from bregma. The Medial (PaMP) and Ventral (PaV) subdivisions of the PVIN were

considered at —1.72 to -1.92 mom, and posterior parvocellular (PaPo) subdivision of the
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PV was considered at —2.04 mm from bregma. ARC and VIMH were considered at -
2.16 to -3.36 mm and DMH was considered at -2 92 to -3_36 mm from bregma.
Bilateral counting of immunolabelled cells was carnied out 1n 7 slices for AP and NTS,
5 slices for PaV and PaMP, 2 slices for PaPo, 15 slices for ARC, 12 slices for VW and
5 slices for DIMH per animal. The visual counting of neurons was performed in eight to
ten animals 1n each group. c-Fos immunoreactive neurons were quantified manually
with the aid of an image system attached to a microscope. The threshold for positive
stammng was indrvidually established in a manner blinded to the expenimental
conditions.

Statistical analysis

All data were tested for normality and homogeneity of variance by Shapiro-Wilk and
Levene’s tests, respectively. As this study aimed to compare the effects of over and
undernutrition on the evaluated parameters with a control group (normal litter s1ze), not
to compare the divergent litter size models one each other (SL vs LL). all the
compansons were performed with the WL group (SL vs MWL and LL vs NL). Significant
differences between groups were evaluated by repeated measures ANOVA (R
ANOVA), followed by Sidak for multiple measures posttest. for body weight and food
mtake analysis. Student’s i-fest was used for the analysis of body weight gain, naso-anal
distance, and Lee index. Two-way ANOVA_ followed by Tukey post hoc test, was
performed to evaluate the interaction between the vanable group (litter size) and
treatment (LPS or saline) on neuron activity. Data were analysed using GraphPad Prism
7.00, S1gma Plot 11.0 (for Fwo-way ANOVA), and IBM SPSS Statistic 22 (for Three-
way ANOWVA). Results are expressed as mean + standard error of mean (S EM.).

Differences were considerate significant at P<0,05.
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Results

Effect of litter size on biomeiric paramefers

Figure 1 represents the effect of litter size on biometric parameters of SL, NL and LL
animals. On PND 60, a subset of these animals was assigned for food intake protocol
and the other subset allocated to the neuronal activity experiment (exhibited in Fig. 2
and 3 to 5, respectively). As observed in Fig. 1A and B and representative image in C,
neonatal overnourished animals were significantly heavier than NL ones since pre-
weaning period. on PND 7, until the end of the study, on PND 60 (RM ANOVA; pre-
weaning period: age factor: Fs 46z = 3868, p < 0.0001; litter size factor: F1,7a = 326.7, p
= 0.0001; interaction: Fs 452 = 1983, p < 0.0001; post-weamng period: age factor: F7, s4s
= 44466_ p < 0.0001; litter size factor: F1_ 7z = 148.6, p < 0.0001; interaction: F7 sas =
2124, p < 0.0001). Neonatal undemutrition, in contrast, resulted in lower body weight
from pre-weaning period. on PND 7. until early adulthood, on PND 60, in comparison
to NL group (Fig. 1A B and C; RM ANOVA; pre-weamng period: age factor: Fs as0 =
2385, p = 0.0001; litter size factor: F1 75 = 1948, p < 0.0001; interaction: Fs_aso = 83 446,
p = 0.0001; post-weamng period: age factor: F7, sas = 3887, p < 0.0001; litter size factor:
Fi.75 =23 48, p < 0.0001; mnteraction: F7, 525 = 1804, p = 0.084).

At weaning, SL. animals showed increased body weight gain [t(78) = 1588 p <
0.0001, Fig. 1D]. naso-anal length [(78) = 7.511. p < 0.0001, Fig. 1E] and Lee index
[t(78)=2.684, p=0.0089, Fig 1F], whereas LI. amimals showed decrease in these
parameters [body weight gain: t{78) = 12.98. p < 0.0001, Fig. 1D, naso-anal length:
#(78) = 8.081, p < 0.0001, Fig. 1E: Lee index: #(78) =2.199, p=0.0308, Fig. 1F]
compared to NL group. On PND 60, body weight gamn, naso-anal length and Lee index
of ovemounshed ammals remained increased [body weight gain: t{78) = 8, p < 0.0001,

Fig. 1D; naso-anal length: #(78) = 2 608, p =0.0109_ Fig. 1E; Lee mdex: t{78)=4.778,
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p =0.0001, Fig. 1F] in comparisen to control ones. Young adult LL animals continued
to present reduced body weight gain [t(78) =2 807, p=0.0063; Fig. 1D] and Lee index
[t(78)=3.187, p=0.0021; Fig. 1F] compared to NL group,. but presented simmlar naso-

anal length [t(78) = 0.172, p = 0.864; Fig. 1E] to control animals.

Effect of LPS on food intake in SL, NL, and LL rais

The IP LPS effect on food intake 1 SI., NL., and 11 animals 1s shown 1n Fig. 2 and the
mnterpretation of the statistical analysis of the effect of LPS on food intake i1s presented
i1 Table 1. Repeated-measure three-way ANOVA analysis showed that 1.PS treatment
significantly reduced the amount of food consumed by SL, NL and LL animals in the
three time powmnts of evaluation [SL (1 h: p=10.022; 2 and 24 h: p < 0.0001), WL (1. 2
and 24 h: p<0.0001) e LL (1. 2 and 24 h- p < 0.0001)]. In the first 2 hours of
evaluation, SL animals treated with LPS exhibited an increased (1 h: p=0.029; 2h: p=
0.013) food intake when compared to the counterpart LPS-treated NL group. The food
mtake of LL amimals was not altered by litter size at any time point evaluated in the

study.

Effects of LPS on nenron activation in SL, NL, and LL rais

The interpretation of the statistical analysis of the effect of LPS on neuronal activation
1s presented in Table 2, and representative photomicrographs in Figs. 3, 4 and 5. Two-
way analysis showed an effect of treatment (LPS or saline), observed by the increased
mumber of c-Fos-ir neurons, in the AP, NTS, PaV and PaMP subdivisions of PVIN, and
ARC (Fig. 3A and B, Fig. 4A and B, and Fig. 5A. respectively) i SL, NL and LL
ammals after LPS admimistration, when compared to saline groups. There was also a
treatment effect (LPS or saline) in the DMH of NL and 1L amimals_ but. in this pucleus,

there was a decrease in the number of c-Fos labelled neurons mediated by LPS (Fig.
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5C), relative to their respective saline groups. Interestingly, S1. saline-treated rats
showed lower neuronal activation in the DMH compared to saline NL group. indicating
mteraction between treatment (LPS or saline) and litter size (SL and NL)(Fig. 5C and
Table 7). There was effect of litter size (SL and NL) and treatment (LPS or saline),
without interaction (Table 2), in the NTS and PaMP subdivision (Fig. 3B and 4B,
respectively). as SL amimals, m both saline and LPS groups, showed decreased neuronal
activity in these areas compared to NL ones. SL-saline and -LPS ammals also showed
reduced neuron activation in VIVIH (Fig. 5B), compared to WL group, indicating effect
of litter size in this nucleus (Table 2). Litter size also changed c-Fos-ir
immunoreactivity in the PaPo subdivision of the PVN in both SL and L1 animals (Fig.
4C). While SL amimals showed lower neuronal activation in this area, L1 ones showed
mcreased c-Fos-ir immunoreactivity. Mo treatment (LPS or saline) effect was observed

i this area (Table 7).

Discussion

Litter size is a strong independent determmnant of early growth rate [2]. According to
MecCance [29]. the rate at which a suckling animal can grow depends upon the amount
of milk that the mother can provide for it and they adapt to this amount supply of
nutrients by changing their physiology and metabolism [30]. Echoing this observation,
the cumrent study demonsirated that rats reared 1 small litters showed rapad body weight
gain dunng lactation and remained in an overweighted, bigger (length) and fatter (Lee
mdex) phenotype throughout early adult life, as already established i the literature
[3.4.6.31]. Also, in agreement with previous studies [4,7,31,32], reanng pups in large
litters induced the opposite effect of the SL. size paradigm as L1 amimals showed
slower growth rate during lactation and an uncomplete catch-up 1n early adulthood,

remaimng leaner (Lee index) and with lower body weight at 60d-old.
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As for the imnume challenge, undemounished animals exhibited decreased food
mtake induced by LPS in the three time points evaluated i the study. similar to NL rats.
Corroborating this result, Iwasa et al. [25] showed that the anorectic response to LPS
tended to be increased by prenatal undermutrition, but no significant difference was
found. It 1s described that LPS increases hypothalamic TNF-a mBNA expression lh
after mjection, while IL-1[ have a more delayed peak response (6h) [17.33] and that
these cytokines act in the brain and mediate LPS-induced fever and anorexia [34].
which 1s consistence with hypophagic response to LPS observed in LL and NL amimals
i the current study. The anorectic response to LPS in undemourished animals 1s still
scarce and major works analyze the febrile and immunologic response to LPS
[16.26.35]. Thereby, this 1s the first report to suggest that post-natal undemutrition
mduced by expanding litter size does not disrupt hypophagic response of LPS. LPS-
mduced hypophagia in LL animals was accompamed by increased c-Fos activation in
the AP, NTS. PaV and PaMP subdivisions of the PV and the ARC, that did not differ
from NL ammals.

LPS also increased c-Fos immunoreactivity in the bramstem, ventral and medial
parvocellular subdivisions of the PVN and the ARC mucleus of overnourished animals;
however, LPS-induced c-Fos expression in the NTS and PalP of these animals was
significantly lower than that of NL antmals In addition, the anorectic response to LPS
was also decreased in overnourished rats in the first two hours after LPS treatment.
These findings contrast with an earlier report, in which LPS reduced food intake 1 a
similar degree in both control and obese SL rats and evoked an exacerbated response in
the PVIN of SL amimals [5]. Differences i the food status of the animals (fasted in the
present study ve ad libitum 1n the study of Clarke; Stefamdis; Spencer [5]) may be

responsible for this discrepancy. Support for this notion was provided by a report in
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which LPS-induced c-Fos expression was lower in the PWVIN of fasted animals than ones
fed ad libitum [20]. Also, SL rats ate less in the 12h after LPS injection [5], a tume point
that was not evaluated in the current study. Moreover, different LPS doses (500 pg/Kg
i the present study vs 100 pg/Kg in the study of Clarke; Stefanidis; Spencer [5]) may
have also inflicted in different responses. given that low (= 100 pg/Kg) and high doses
of LPS were shown to evoke opposite changes in temperature responses [36], and could,
thereby, also evoke divergent hypophagic effects. Nevertheless, results from the present
study suggest that, in the fasted condition and in the used dose. the anorectic response to
LPS was reduced by early ovemutrition, and this result was accompanied by decrease of
LP5-mduced neuronal activation m the NTS and PV of such amimals.

In general, obese SL rats display alterations in the neuronal response to
orexigemic and anorexigenic signals in the PV, with predominance of inhibition of
PV neurons [37]. Recently, a study reported that LPS-induced hypophagic effect was
abolished by obesity in lugh-fat diet amimals and that this result was associated. mn part,
with reduced STAT3 phosphorylation in the PV and NTS [21]. Also, authors of the
mentioned report pointed out the importance of neuronal activation in the PVN, since
STAT3 activation only in the ARC was not enough to induce hypophagia after LPS 1n
diet-induced obese animals [21]. Similarly, results from the current study showed
impairment of LPS-induced hypophagia 1n SL rats as a consequence of reduced LPS-
mediated activation in the FVN, given that ARC 1.PS-response was preserved. This
observation raises the hypothesis of that the arcuate-paraventricular projections may be
impaired in the SL. model of obesity and, also, suggests i conjunciion with the
literature that overweight induced by reducing litter size impairs LPS hypophagic

response in rats in a site-specific way.
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Liu et al [38] reported that LPS might suppress appetite by activating brain sites
normally downstream and inhibited by AgRP (Agouti-related protein). as LPS induced
c-Fos in select AgRP-innervated sites, specially the PV, as already discussed, but
mduced a smaller c-Fos response in the DMH. In agreement, but different than what has
already been shown in other studies [20], LPS treatment in the present study evoked a
reduction in the number of c-Fos labeled neurons in the DIVIH of NL and also LL
ammals. The DMH 1s a key appetite-regulatory nucleus [39] and chemo genetic and
optogenetic activation of DIMH cholinergic newrons have been found to stimulate food
mtake in mice [40]. Then, based on current results, LPS might have inhibited orexigenic
DMH neurons, thus suggesting a potential mechanism by which LPS would suppress
appetite in 60d-old normal and undemounshed animals. Cunously, LPS did not alter c-
Fos immunoreactivity in the DVH of SL. amimals, which had an increased food
consumption in the first 2h after IP LPS injection. Once again, it 15 plausible that
overweight induced by neonatal ovemutnition impairs the appetite-suppressing effect of
LPS as a result from the lack of an inhibitory signal mediated by LPS within the DML

In conclusion, nutritional changes early in postnatal development resulted in
higher and lower biometric parameters after over- and undernutrition, respectively.
Other than biometrnic effects, neonatal over- and undemutnition resulted 1n different
effects on the anorexigenic response to LPS in early adulthood. Specially, LT animals
had similar hypophagic, and brainstem and hypothalamic responses to LPS to the
control group, whereas SL rats showed impaired hypophagic response and lower neuron
actrvation i the NTS and PVN mediated by LPS. Furthermore, LPS decreased the
neuronal activation m the DMH of LL and NL rats, but had no effect in SL ones. This
result suggests a potential mechanism by which LPS would act in order to suppress

appetite. and that is also impaired in ST amimals
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Table 1. Effect of time factor, litter size factor, treatment with lipopolysaccharide (LPS;
500 pg/Kg) factor and interaction on food intake of adult male Wistar rats reared in
small (SL), normal (NL) and large litters (LL).

Tt Tuctor Litter slae Tacoor Troatmend Moo "m“:;:‘:'::ﬁ_‘_
rveadus valas vk Jrvadus
HLINL
Fra ™ 105615 0,604 Fraa =0L124 e Foa=10395 <0007 Fapa = 0038 sl
LML
Fraa= ES0.558 0,004 Fran = 0003 nws3 Fran = 266,36 P Fam= 114 PEer)

Repeated-measure three-way ANOVA followed by Sidak for multiple measures posttest.
Effects were calculated in comparison with animals raised in normal litters (INL).

Table 2. Effect of litter size factor, treatment with lipopolysaccharide (LPS; 500 pg/Kg)
factor and interaction on immunoreactive neurons in brain areas of adult male Wistar
rats reared 1n small (SL), normal (ML) and large litters (LL).

il shee Tactes Treatinenl Balor I fom Efler T 0

SLML rvalis Pl ol
AF Fi e ™ 347 8676 Fy,a0 21.736 < . Fy, 20 = 2OTS o563
HTE Fi,aa = 3413 0,007 Fiom™ M558 < . Fyjae = 0453 aq4es
F¥H

Pt Fy 2 = 00004 9240 From = 11,552 aaar Fr = 0187 aEE0

PabiF Fi, ™ 5851 aegy Fi @™ TR0 = 0o Fiza™3.732 Ly

2 Frq™ 4843 a7 From= 0137 ATy Fy, e = 0070 a7
ARC Fi = 0533 247 Fr o 260D = 0 Fu,ae = 00054 ags
WhaH Fi,aa ™ 4,055 &3 Fim™3.279 ST Fi, 2 = 0453 L
hH Fi, o= 0730 8,400 Foo=0.532 a7z By, = 4708 aEe
LESHE
AF Fiz2= 3002 o500 Fo = 1T 45T = O Fi, e = 058 Ll
HTE Fie™ 3.E50 0,58 From® TL500 <0 By, = 0155 asma
P

Pav Fi,m= ®k1TT 0477 Fiom = T.983 AL0as Fim= 1152 azer

PabdF Fim™ 1,239 0377 Fiom = IT.682 = 0 Fiza= 13F1 LLEEY

FaPe Fy 4= = 4575 L Fi o™= 0.475 [ Fy,az ™ 00054 asE
ARC Fp= 1356 0,253 Fom =41.519 = i Foa = 00000548 aser
WhiH Fida = 3900 L Fimm (455 a2Fr Fia = 0TI &y
fu %] Fi o = 00247 A.576 Fpw= 8658 aaar By r = 0804 as

Twe-way ANOVA analysis followed by Tukey post hoc test. Effect sizes were calculated in
comparison with animals raised in normal litters (INL). AP, Area Postrema; NTS, Nucleus of the
Solitary Tract: PV, Paraventricular Nucleus of Hypothalamus; PaV, ventral subdivision of

Paraventricular Nucleus of Hypothalamus; PaMP, medial parvocellular subdivision of

Paraventricular Nucleus of Hypothalamus; PaPo. posterior subdivision of Paraventricular
Nucleus of Hypothalamus; ARC, Arcuate Nucleus of Hypothalamus; VMH, Ventromedial
Nucleus of Hypothalamus; and DMH, Dorsomedial Nucleus of Hypothalamus.
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Figure 1. Effect of litter size on body weight, naso-anal distance, and Lee index of male
Wistar rats reared in small (SL). normal (NL) and large hitters (I1L).
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Figure 2_ Effect of hpopolysacchande (LPS; 500 ng/Kg) on food intake (g/'100g body
weight) of adult male Wistar rats reared 1n small (SL). normal (ML) and large litters (LL).
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Figure 3. Effect of lipopolysaccharide (LPS; 500 pg/Kg) on immunoreactive newrons in
the {A) NTS and (B) AP of adult male Wistfar rats reared in small (SL), normal (NL),
and large litters (LL). (C) Representative photomicrographs (10x magmfication) of
coronal section, showing smmunoreactivity in the AP and NTS.
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Figure 4. Effect of lipopolysaccharide (LPS; 500 pg/Kg) on immunoreactive newrons in
the {A) PaV, (B) PaMP and (C) PaPo subdivisions of the PVN of adult male Wisfar rats
reared in small (SL), normal (NL), and large litters (LL). (D) Representative
photomicrographs (10x magmfication) of coronal section, showing immunoreactivity in

the PVI.
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Figure 5. Effect of lipopolysaccharide (LPS; 500 pg/Kg) on immunoreactive newrons in

the {A) ARC. (B) VIMH and (C) DMH of adult male Wistar rats reared in small (SL).

normal (ML) and large litters (LL). (D) Representative photomicrographs (10x

magnification) of coronal section, showing immunoreactivity m the ARC. VIWH and

DML
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