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RESUMO

CONCEICAO, Ellen Paula Santos da. Efeito da superalimentacdo neonatal sobre a fung&o
adrenal e o desenvolvimento da microesteatose hepatica em ratos adultos. 2012. 109 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

O estado nutricional e hormonal em fases iniciais de desenvolvimento (gestacdo e lactacdo) esta
relacionado a alteragOes epigenéticas, que podem levar ao desenvolvimento de doencas. A obesidade
infantil esta relacionada com a ocorréncia da obesidade na idade adulta, resisténcia a insulina e maior
risco cardiometabdlico. Em estudos experimentais, a superalimentacdo neonatal causa obesidade e
aumenta o risco de doengas cardiovasculares. Estes animais apresentam obesidade visceral,
hiperfagia, hiperleptinemia e hipertensdo na idade adulta. Previamente, demonstramos que a
hiperleptinemia neonatal causa hiperfuncdo da medula adrenal e microesteatose na idade adulta. No
presente estudo avaliamos a funcéo adrenal de ratos adultos obesos no modelo de superalimentacéo
neonatal por reducdo do tamanho da ninhada e a sensibilidade as catecolaminas no tecido adiposo
visceral (TAV) e no figado. Ao nascimento todas as ninhadas tiveram seu numero de filhotes
ajustados para 10. Para induzir a superalimentacdo neonatal, o tamanho da ninhada foi reduzido de
dez para trés filhotes machos no terceiro dia de lactacdo até o desmame (SA), enquanto que o grupo
controle permaneceu com 10 filhotes durante toda a lactagdo. Apds o desmame, os ratos tiveram livre
acesso a dieta padrdo e dgua até 180 dias (1 animal de cada ninhada, n = 7). O TAV e as glandulas
adrenais foram pesadas. As contracdes hormonais séricas, o contetdo hepatico de glicogénio e
triglicerideos foram avaliados por kits comerciais. O contetido e a secrecdo de catecolaminas adrenais
foram avaliados utilizando o método do trihidroxindol. O contetdo dos horménios eixo hipotalamo-
hipo6fise-cortex adrenal, das enzimas da via de sintese das catecolaminas na glandula adrenal, ADRB2
no figado e ADRB3 no TAV foram determinados por Western blotting ou imunohistoquimica. As
diferencas foram consideradas significativas quando p <0,05. Aos 180 dias de vida, o grupo SA
apresentou maior massa corporal (+15%), maior consumo alimentar (+15%) e maior adiposidade
visceral (+79%). Os hormdnios do eixo hipotalamo-hipéfise-cértex-adrenal ndo foram alterados. O
grupo SA apresentou maior expressao de tirosina hidroxilase e de DOPA descarboxilase (+31% e
90%, respectivamente); conteldo de catecolaminas adrenais (absoluta: 35% e relativa: 40%), e
secrecao de catecolaminas, tanto basal quanto estimulada por cafeina (+35% e 43%, respectivamente).
O contetldo ADRB3 no TAV ndo foi alterado nos grupo SA, entretanto o ADRB2 no figado
apresentou-se menor (-45%). O grupo SA apresentou maior contetdo de glicogénio e triglicerideos no
figado (+79% e +49%, respectivamente), além de microesteatose. A superalimentacdo neonatal
resulta em hiperativacdo adrenomedular e aparentemente est4d associada a preservacdo da
sensibilidade as catecolaminas no VAT. Adicionalmente sugerimos que o maior conteldo de
glicogénio e triglicerideos hepatico seja devido a menor sensibilidade as catecolaminas. Tal perfil
pode contribuir para a disfuncdo metabolica hepética e hipertensdo arterial que séo caracteristicas
deste modelo de obesidade programada.

Palavras-chave: Catecolaminas. Corticosterona. Receptor B-adrenérgico. Glicogénio. Rato.



ABSTRACT

Nutritional and hormonal status at early phases of development are related to epigenetic
changes, promoting disease development. Childhood overweight is related with late obesity,
insulin resistance and higher cardiometabolic risk. Rats overfed during lactation show higher
visceral adiposity, hyperphagia, leptin resistance and hypertension in adulthood. Previously,
we demonstrated that neonatal hyperleptinemia is associated with adrenal medullary
hyperfunction and liver steatosis at adulthood. Here, we evaluated the adrenal function and
liver tissue of adult obese rats that were overfed during lactation. To induce early overfeeding,
the litter size was reduced from ten to three male pups at the third day of lactation until
weaning (SL). Control group had ten rats per litter (NL). After weaning, rats had free access
to standard diet and water until 180 days old (1 animal from each litter, n=7). Significant
differences had p<0.05. The SL group presented higher adrenal catecholamine content
(absolute: +35% and relative: +40%), tyrosine hydroxylase (+31%), DOPA decarboxylase
(+90%) protein contents, basal and caffeine-induced catecholamine in vitro secretion (+35%
and +43%, respectively). However, hormones of the hypothalamic-pituitary-adrenal cortex
axis were unchanged. The Bs-adrenergic receptor content in visceral adipose tissue was
unchanged in SL rats, but the p,-adrenergic receptor in the liver was lower (-45%). SL group
showed higher glycogen and triglycerides contents in liver (+79% and +49%, respectively),
which showed microesteatosis. Although the neonatal overfeeding leads to higher
adrenomedullary function, adult obese SL rats have a dysfunction in hepatic B,-adrenergic
receptor, which can contribute for the hepatic dysfunction characteristic of liver obesity
complications.

Key words: Catecholamine. Corticosterone. Adrenergic receptor. Glycogen. Rat.
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INTRODUCAO

A obesidade é considerada uma pandemia, independente do nivel de desenvolvimento
do pais (WHO, 2007; Choudhury & Friedman, 2011), assumindo grande importancia por estar
relacionada ao desenvolvimento de doengas altamente debilitantes, como diabetes tipo 2,
doengas cardiovasculares e alguns tipos de canceres. Segundo estimativa da International
Association for the Study of Obesity & International Obesity TaskForce (2010) (IASO/IOTF),
um bilhdo de adultos apresentam sobrepeso e pelo menos 475 milhdes sdo obesos. Igualmente
preocupante é o elevado nimero de criangas em idade pré-escolar e adolescentes acima do
peso, pois se sabe que criancas obesas tendem a se tornarem adultos obesos e manifestar
precocemente as doencas relacionadas a obesidade (Beilin & Huang, 2008; Reilly & Kelly,
2011). Estima-se que mais de 200 milhdes de criancas apresentam sobrepeso e mais de 40
milhGes sejam obesas, dessas 43 milhes possuem menos de cinco anos de idade (Slyper,
2004; de Assis, 2005; WHO, 2008a), demonstrando que a obesidade tende a ocorrer em
idades cada vez mais precoces.

Estudos clinicos e experimentais descrevem a obesidade como produto de um
desequilibrio energético caracterizado pelo elevado consumo de alimentos de alta densidade
caldrica, somado a inatividade fisica (Beilin & Huang, 2008). Em seres humanos, a obesidade
pode ser diagnosticada através da medida da circunferéncia abdominal, que é um importante
indicador de obesidade visceral, onde circunferéncia abdominal superior a 94-90 cm em
homens e 80 cm em mulheres, de acordo com a etnia, representa um elevado risco
cardiovascular (WHO, 2008b).

A obesidade tem origem multifatorial, envolvendo fatores genéticos, ambientais,
socio-culturais e econdmicas (Monteiro et al., 2000; Levy-Costa et al., 2005). Atualmente a
maior parte dos estudos voltados para a compreensdo do desenvolvimento da obesidade esta
centrada em desvendar como influencias ambientais e comportamentais interagem com
fatores genéticos para o desenvolvimento da obesidade e dos disturbios relacionados (Velloso,
2006; de Moura et al., 2008).



11

1 PROGRAMACAO METABOLICA OU PLASTICIDADE ONTOGENETICA

Estudos epidemioldgicos, clinicos e experimentais apontam a relacdo entre a
influéncia de fatores nutricionais (Ravelli, 1976; Stanner, 1997; Rodrigues et al., 2011; Troina
et al., 2010; Figueiredo et al., 2009; Passos et al., 2002; Symonds et al., 2009), hormonais (de
Oliveira Cravo et al., 2002; Yura et al., 2005; Vickers et al., 2008; Trevenzoli et al., 2010a,
2010b; Bonomo et al., 2005; Toste et al., 2007) e ambientais (Young, 2000; Dutra et al.,
2007; Oliveira et al.,, 2010; Santos-Silva et al., 2010) na gestacdo e/ou lactacdo e a
suscetibilidade ao desenvolvimento da obesidade na puberdade e idade adulta. A fase do
desenvolvimento em que tais influéncias ocorrem é de extrema importancia, pois sd&o em
janelas especificas que sdo definidos padrbes epigenéticos de expressdo génica, que em sua
maioria poderdo permanecer por toda vida (Dietz, 1994; Gluckman & Hanson, 2004;
Thompson, 2007; de Moura et al., 2008; Straussman et al., 2009; Plagemann et al., 2010). A
principio, isto tornaria o individuo melhor adaptado a determinada condicdo desfavoravel a
que foi exposto no inicio da vida. No entanto, caso o individuo seja exposto a um ambiente
com melhores condicdes, ele estara mais suscetivel ao desenvolvimento de doencas (Barker,
2004; de Moura et al., 2008). A este fenbmeno foi atribuido o nome de programacao
metabodlica (Lucas, 1991; Barker, 2005) ou mais recentemente plasticidade ontogenética
(Gluckman & Hanson, 2007), por sua caracteristica mais probabilistica do que deterministica.

Nosso grupo tem se dedicado a investigar os desdobramentos de diferentes eventos
adversos ocorridos na lactacdo e suas repercussdes na idade adulta. Com relacdo a influencia
do estado nutricional materno, ja identificamos que o modelo experimental de restricdo
protéica durante a lactacdo (dieta com 8% de proteina) resulta em menor peso e adiposidade
corporal, hipoinsulinemia, hiperfuncdo tireoidiana e maiores concentracBes séricas de
corticosterona e de catecolaminas adrenais na prole na idade adulta (Fagundes et al., 2007;
Lisboa et al., 2008), bem como resisténcia central ao efeito anorexigénico da leptina (Passos
et al., 2004). Identificamos também que a restricdo caldrica materna (dieta com 60% do
consumo dos animais controles) durante a lactagdo promove, apesar de menor volume de
leite, uma maior concentracdo de lipidios e proteinas na segunda metade do periodo de
lactacdo (Passos et al., 2000) bem como maior concentracdo de triiodotironina (T3) no leite
ao final da lactacdo (Passos et al., 2001). A prole lactente apresenta hiperleptinemia, que
somada & maior transferéncia de T3 pelo leite pode justificar a programacdo para o

hipertireoidismo, uma vez que a hiperleptinemia € um potente estimulador da funcédo
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tireoidiana (Lisboa et al., 2003). Na idade adulta (180 dias), esta prole apresenta maior peso
corporal, possivelmente devido as alteragBes nutricionais e hormonais do leite materno
(Passos et al., 2000). O modelo de desmame precoce em ratos Wistar, pode ser obtido
farmacologicamente, bloqueando-se a prolactina (Bonomo et al., 2005) ou pelo impedimento
fisico do acesso da prole ao leite materno nos trés ultimos dias da lactacdo esta associado a
uma significativa perda de peso, sendo também considerado um modelo de desnutricdo
neonatal leve (Lima et al., 2011). Na idade adulta esta prole desenvolve obesidade central,
dislipidemia, resisténcia periférica a insulina, hiperleptinemia e resisténcia hipotalamica a
leptina, justificando sua hiperfagia (Bonomo et al., 2007; Moura et al., 2009; Lima et al.,
2011). Assim, em diferentes modelos de programacdo metabdlica, demonstrou-se que fatores
como a hiperleptinemia, o aumento de hormdnios tireoideanos e a escassez de nutrientes
podem atuar como fatores determinantes para alteracdes funcionais futuras, que devem
envolver modificagcdes no padréo de expressdo génica de fatores reguladores do metabolismo
energético.

1.1 Obesidade e programacao por superalimentacéo neonatal

Ndo s6 a desnutricdo neonatal, mas também a superalimentacdo é capaz de
desencadear modificacdes fisioldgicas que serdo prejudiciais ao individuo em longo prazo.
Diversos estudos experimentais utilizam a superalimentacdo neonatal como modelo
experimental de obesidade (Plagemann et al., 1999a; Boullu-ciocca et al., 2005; Martins et
al., 2008; Rodrigues et al., 2011; Plagemann et al., 2011; Conceicéo et al., 2011; Soares et
al., 2012). A superalimentacdo neonatal induzida pela reducdo do tamanho da ninhada no
terceiro dia da lactacdo (grupo superalimentado, SA) resulta em obesidade da prole lactente
devido a menor concorréncia entre os filhotes pelo leite materno e elevacdo do contetdo de
triglicerideo no leite (Velkoska et al., 2005; Moreira et al., 2009; Cunha et al., 2009).

A obesidade neonatal causada pela SA resulta em hiperfagia, hiperleptinemia,
hiperinsulinemia, hiperglicemia, resisténcia hipotalamica a insulina e a leptina, e maior
adiposidade visceral ja ao desmame (Plagemann et al., 1999; Rodrigues et al., 2011;
Conceicdo et al., 2011). Durante a lactacdo, estruturas hipotalamicas que possuem
importantes fungdes na modulagdo do consumo alimentar e gasto energético encontram-se em

formacdo e sdo altamente vulneraveis & agdo de hormonios neurotroficos, que podem conduzir
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a persistente desorganizacao estrutural e consequente disfuncdo (Plagemann et al., 1999a e
1999b; Bouret & Draper, 2004; Pinto et al., 2004; Bouret & Simerly, 2007; Bouret et al.,
2010).

O modelo de obesidade por reducdo do tamanho da ninhada em ratos resulta em
persistente malformacdo e disfuncdo dos nucleos hipotaldmicos que regulam peso corporal e
consumo alimentar, caracterizada pela reducéo do efeito inibitorio da leptina sobre neurénios
relacionados a regulacao do apetite no ndcleo hipotalamico arqueado dos ratos adultos jovens
(aos 50 dias) (Davidowa & Plagemann, 2000 e 2001). Adicionalmente os neurénios do nucleo
ventromedial apresentam resposta alterada aos peptideos orexigenos NPY (neuropeptideo Y) e
AgRP (agouti-related protein) e aos anorexigenos a-MSH (a-melanocyte-stimulating
hormone) e 0 CART (cocaine- and amphetamine-regulated transcript peptide) (Heidel et al.,
1999; Davidowa et al., 2002, 2003; Li et al., 2002), além de uma inesperada reducdo do
contetdo hipotalamico de RNAm de NPY aos 133 dias (Ferretti et al., 2011) e no contetdo de
proteina aos 180 dias (Rodrigues et al., 2011).

Além da resisténcia hipotalamica a insulina, os animais submetidos a SA neonatal
apresentam menor sensibilidade a insulina no tecido adiposo epididimal aos 90 dias
(Rodrigues et al., 2007) e no coragdo aos 140 dias (Martins et al., 2008). Adicionalmente,
apresentam hipermetilacdo da regido promotora do gene do receptor de insulina no
hipotalamo, refletindo em menor expressdo e consequente resisténcia insulinica aos 21 dias
(Plagemann et al., 2010). Apesar da menor sensibilidade em alguns tecidos, a SA neonatal
resulta em hiperinsulinemia e aumento da sensibilidade a insulina no cora¢do ao desmame
(Pereira et al., 2006) e nas células-p pancreaticas aos 360 dias (Cunha et al., 2009), ajudando
a explicar a prépria hiperinsulinemia.

No modelo SA também ¢é descrita a menor sensibilidade central a leptina, aos 180
dias, caracterizado pela reducédo do conteudo hipotaldamico de JAK2 (janus kinase 2) e STAT3
(signal transducer and activator of transcription 3) fosforilada, que sdo proteinas da via
principal de sinalizacdo da leptina e aumento do contetdo de SOCS3 (suppressor of cytokine
signaling 3), que é uma proteina estimulada pela leptina, mas que inibe a sinalizagdo deste
hormdnio, através da desfosforilacdo do ObR (receptor de leptina) e da JAK2 (Rodrigues et
al., 2011). Este hormdnio tem como principais funcbes inibir a ingestdo alimentar
(Cummings, 2004) e aumentar o gasto energético (Villanueva, 2008). A leptina € uma
adipocina que promove inibicdo dos neurbnios orexigenos produtores de NPY/AgRP e

ativagdo dos neurOnios anorexigenos produtores de a-MSH/CART do nucleo hipotalamico
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arqueado, consequentemente causando a ativagdo dos neur6nios do nicleo paraventricular
produtores de CRH (corticotropin-releasing hormone) e TRH (thyrotropin-releasing
hormone) (Pekary, 2010).

Roedores submetidos ao modelo SA apresentam obesidade associada a hipertensao
arterial aos 112 dias (Morris et al., 2005). Este grupo atribui a causa da hipertenséo arterial ao
aumento da leptinemia, uma vez que € descrito que somente a administracdo
intracerebroventricular de leptina € capaz de elevar tanto a liberacdo de catecolaminas
adrenais quanto o ténus vasomotor (Marsh et al., 2003). A propria reducdo de NPY
apresentada por animais SA aos 180 dias (Rodrigues et al., 2011) também est4 associada ao
aumento da atividade simpatica (Egawa et al., 1991). Entretanto, foi demonstrada por Young
(2002) em roedores SA aos 65 dias de vida, a menor geracdo de noradrenalina estimulada por
sacarose no tecido adiposo marrom, coracdo e rins, refletindo menor atividade simpatica

periférica, sugerindo uma dissociacdo na atividade do sistema nervoso autonémo.
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2 EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-CORTEX ADRENAL (HHA)

O eixo HHA exerce importantes funcbes na regulacdo da resposta a situacdes
adversas, modulando o metabolismo de proteinas, carboidratos e lipidios, promovendo a
excitabilidade do cdrtex cerebral, perda de potéssio e consequente retencdo de sodio e agua,
além de atuar como antiinflamatdrio e antialérgico (Oakley & Cidlowski, 2011).

As diferentes acbes mediadas pelo eixo HHA ocorrem em resposta aos hormonios
esterdides secretados pelo cortex da glandula adrenal. A secrecdo destes hormdnios obedece
ao ritmo circadiano, com pico matutino associado ao inicio das atividades em mamiferos
diurnos (Son et al., 2011). Estimulos estressantes, como o jejum, exercem influencia positiva
sobre a ativacdo do eixo HHA, causando liberacdo de CRH pelo hipotalamo, este, por sua vez,
estimula a sintese e secrecdo de adrenocorticotrofina (ACTH) pela adeno-hipofise. Uma vez
na corrente sanguinea, 0 ACTH atua no coértex adrenal promovendo a sintese e liberagdo de
hormonios esterdides, como por exemplo, os glicocorticoides (GC) pela zona fasciculata
(Charmandari, 2005; Plotsky, 1989). O hipotalamo e a hipéfise possuem receptores para GC,
gue ao serem ativados, inibem a sintese e secrecdo de CRH e ACTH, caracterizando uma
retroalimentac&o negativa sobre o eixo (Charmandari, 2005).

Além da ligacdo ao seu receptor, a acdo dos glicocorticdides também depende da
atividade de enzimas presentes em seus tecidos alvos (Boullu-ciocca et al., 2005; Hou et al.,
2011; Jessop et al., 2001). A enzima 11B-hidroxiesterdide desidrogenase tipo 1 (11BHSDI1)
catalisa a conversdo de cortisol em seu metabolito inativo cortisona utilizando NAD
(nicotinamide adenine dinucleotide) como cofator. A 11BHSDI, também atua como uma
redutase, ativando a cortisona a cortisol em humanos e a 11 desidrocorticosterona a
corticosterona em roedores, utilizando desta vez NADP (nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate) como cofator, contribuindo assim para o aumento da disponibilidade tecidual de
GC (Oakley & Cidlowski, 2011). Esta enzima é encontrada no sistema nervoso central (SNC),
figado, tecido adiposo, pulmdes, tecido muscular, células p pancreaticas e tecido vascular
(Monder & White, 1993; Stewart & Krozowski, 1999). Sua maior expressdo e/ou atividade
estd associada a obesidade tanto em seres humanos (Westerbacka et al., 2003) quanto
modelos transgénicos em roedores (Masuzaki et al., 2003). Adiante neste trabalho,
abordaremos maiores detalhes sobre esta enzima. Ja o catabolismo dos GC é realizado pelas
enzimas 5a redutase tipo 1 e 5P redutase. Sabe-Se que a hiper-expressao e/ou hiperatividade

hepatica da enzima 5a redutase tipo 1 ¢ observada em mulheres obesas com resisténcia
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hepética a insulina, provavelmente como um mecanismo compensatorio para reducdo da
biodisponibilidade de GC (Tomlinson et al., 2008). Livingstone e colaboradores (2000)
identificaram o aumento da atividade Sa redutase tipo 1 no figado de ratos obesos Zucker, que
estd associada a reducdo da geracdo local de GC. Estes dados reforcam a existéncia de
mecanismos hepato-protetores dos desdobramentos da obesidade tal como é descrito em seres
humanos.

A influéncia do eixo HHA sobre o balanco energético se da tanto por meio da acao
direta do GC sobre os tecidos alvos, quanto pela sua interferéncia no metabolismo de outros
horménios (Walker, 2007). Suas a¢Ges gendmicas, ao longo de horas e dias, preparam o
organismo para a mobilizacdo dos estoques de acidos graxos e glicose, advindos do figado,
musculo esquelético e do tecido adiposo, ao promover glicogenogénese, gliconeogénese,
catabolismo muscular e turnover de acidos graxos (Bollen et al., 1998; Peckett et al., 2011).
Os GC também modulam a liberacdo e acdo de hormonios, como por exemplo, inibindo a
secrecdo de insulina, promovendo a sintese e secrecdo das catecolaminas (Krizanova et al.,
2001; Hodel, 2001; Park et al., 2008), reduzindo a resposta a insulina e aumentando a
sensibilidade tecidual as catecolaminas (Hadcock & Malbon, 1988). Essas a¢fes possibilitam
a oferta energética para os tecidos periféricos em situacGes de luta e fuga, jejum prolongado e
reducdo da temperatura ambiental.

2.1 Obesidade & eixo HHA

A obesidade em seres humanos e em modelos experimentais estd relacionada com o
aumento da atividade do eixo HHA, bem como aumento da producédo e da depuracdo de GC
(Andrew et al., 1998; Seckl et al., 2004; Peckett et al., 2011). A fisiopatologia da obesidade
central esta relacionada com os efeitos GC principalmente sobre o tecido adiposo e figado
(Livingstone et al., 2000; Plagemann, 2004; Boullu-ciocca et al., 2005; Peckett et al., 2011,
Gathercole et al., 2011; Baudrand et al., 2011). O excesso de GC contribui para 0 aumento da
adiposidade visceral ao estimular a ingestdo alimentar (pelo aumento da expressdo de NPY)
(George et al., 2010; Peckett et al., 2011); aumentar a atividade da lipoproteina lipase no
tecido adiposo omental, elevando a disponibilidade de &cidos graxos livres para captagéo pelo
tecido subjacente e para circulagdo (Bjorntorp & Rosmond, 2000); induzir a maturacdo de

pré-adipdcitos e sua posterior hiperplasia (Bujalska et al., 1999). Entretanto, estudos recentes
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revelam que individuos muito obesos podem ndo apresentar proporcional elevacdo do nivel
sérico de GC (Basu et al., 2009; Stimson et al., 2009).

A literatura aponta além da concentracao sérica de GC, os niveis teciduais de enzimas
que regulam seu metabolismo local podem estar envolvidos na maior sensibilidade encontrada
em modelos de obesidade (Boullu-ciocca et al., 2005; Hou et al., 2011; Jessop et al., 2001).
Camundongos transgénicos que super-expressam 11BHSDI1 no tecido adiposo visceral
apresentam obesidade central, resisténcia a insulina e dislipidemia, ao promover 0 aumento da
disponibilidade tecidual de GC (Masuzaki et al., 2003). Enquanto camundongos que tiveram
o gene para 11BHSDI1 suprimido apresentam resisténcia ao desenvolvimento de obesidade e
das desordens associadas mesmo sendo alimentados com dieta hipercaldrica (Paterson et al.,
2004).

Torrecilla e colaboradores (2011) demonstraram que pacientes obesos morbidos com
sindrome metabdlica apresentam superexpressao hepatica dos genes envolvidos na producéao
de glicocorticoides (11B-HSD1 e H6PDH) e na sua agdo (receptor de GC). O gene para
enzima gliconeogénica, PEPCK (estimulada por GC) também esté superexpresso neste grupo
de individuos obesos. Esses achados reforcam o conceito de que a superexpressio de 11p3-
HSD1 no figado é crucial para o desenvolvimento de sindrome metabdlica. Assim a
superexpressdo da enzima 11B-HSD1 no figado estd relacionada com o aumento da
sensibilidade tecidual aos GC e consequente estimulo da lipogénese (Walker, 2007). O
excesso de triglicerideos no hepatdcito é prejudicial as suas fungdes celulares, resultando em
um fendmeno chamado de lipotoxicidade, que induz o estresse oxidativo, o prejuizo da
sinalizacdo da insulina, a apoptose e a ativacdo de resposta inflamatoria no figado, além de
estar relacionada, em longo prazo, com o desenvolvimento de fibrose e cirrose (Trauner et al.,
2010). O prejuizo da sinalizacdo da insulina ocorre atraves da ativacdo da PKC (protein
kinase C), JNK (c-Jun N-terminal kinases) e IKK2 (inhibitor of nuclear factor kappa-B
kinase-2) que fosforilam o IRS-1 e IRS-2 (insulin receptor substrate 1 e 2, respectivamente)
no residuo de serina ao inveés de tirosina, interferindo na sua capacidade de ativar P13 quinase
(Samuel et al., 2004). Clinicamente, este fendmeno resulta em esteatose hepatica ndo-
alcodlica. Sua prevaléncia é até 30% nos paises desenvolvidos e cerca de 10% nas nag¢fes em
desenvolvimento. Individuos com esteatose hepatica ndo-alcodlica tém uma taxa de
mortalidade maior do que a populacdo em geral e apresentam elevado risco de desenvolver

doencas cardiovasculares e diabetes no futuro (Smith & Adams, 2011).
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2.2 Eixo HHA & superalimentacéo neonatal

A superalimentacdo neonatal também € capaz de influenciar o amadurecimento de
mecanismos centrais e periféricos envolvidos no metabolismo de GC. Boullu-Ciocca et al.,
(2005) descreveram no modelo de superalimentacdo neonatal um amadurecimento precoce do
eixo HHA e maior sensibilidade periférica na idade adulta. Esses animais apresentam maior
peso da glandula adrenal e maior conteudo de corticosterona ao desmame e aos 120 dias de
idade, acompanhado de maior concentracdo sérica e urinaria de corticosterona. Ao desmame,
0 mecanismo de retroalimentacdo negativa exercido pelos GC foi capaz de reduzir os niveis
de RNAm de CRH no nucleo hipotaldamico paraventricular. Além disso, foi demonstrado que
ratos SA possuem maior contetdo de receptores de GC aos 8 dias de vida, periodo em que a
superalimentacdo ainda ndo afeta o peso corporal e o0s niveis séricos de ACTH e
corticosterona. J& aos 120 dias, a expressao de CRH ndo difere do grupo controle, refletindo a
faléncia da capacidade da corticosterona sérica em reduzir a estimulagdo central do eixo,
possivelmente devido a menor concentracdo de receptores de GC no hipotalamo.

Aos 21 dias, 0s animais SA apresentam maior conteldo de receptores de GC no tecido
adiposo, sem aumento do conteudo de 11B-HSD1, contribuindo para a hiperplasia e
hipertrofia do tecido adiposo visceral em um periodo importante de determinacdo da
morfologia deste tecido (Boullu-ciocca et al., 2005). Aos 120 dias, esses animais apresentam
elevado contetdo de receptor de GC ¢ de 11B-HSD1 no tecido adiposo visceral (Boullu-
ciocca et al., 2005). Hou e colaboradores (2011), demonstraram, adicionalmente, maior
atividade da enzima 11B-HSD1 no tecido adiposo retroperitoneal aos 35 e 112 dias de idade
em ratos Sprague-Dawley no mesmo modelo experimental, favorecendo a maturacéo dos pré-
adipécitos e a lipogénese e inibindo a lipdlise. Tais resultados somados a
hipercorticosteronemia comprovam a maior atuacdo dos GC sobre o tecido adiposo visceral,
sugerindo sua participacdo na obesidade central apresentada pela prole SA.

Considerando a resposta adreno-cortical ao estresse mediante ambiente hiper-nutritivo,
Boullu-ciocca e colaboradores (2005), no modelo SA, identificaram que a corticosteronemia é
maior aos 120 dias de vida ap6s um discreto estimulo estressante. Rodel e colaboradores
(2010), em ninhadas de ratos naturalmente reduzidas e ndo manipuladas, (ou seja, em que a
gestacdo ja acontece com menos embrides) aos 33 dias, associaram a maior corticosteronemia
pos-estimulo a menor estimulagdo tatil entre os irméos e pelo menor nimero de filhotes em

cada ninhada durante a lactacdo. Spencer & Tilbrook, (2009) e Boullu-ciocca et al., (2005)
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atribuem a hiperatividade do cdrtex adrenal a influencia do ambiente hiper-nutritivo durante o
desenvolvimento morfo-funcional do eixo HHA. Outra variavel apontada como responsavel
pelo amadurecimento precoce do eixo HHA €é a hiperleptinemia neonatal. Em um
experimento conduzido por Proulx e colaboradores (2001), foi demonstrado que a
hiperleptinemia neonatal é capaz de aumentar o contetdo hipotaldmico de receptores de GC,
amplificando a eficiéncia da retroalimentacdo negativa exercida pelos GC, conforme ocorre
no modelo SA (Boullu-ciocca et al., 2005).

Hou e colaboradores (2011) demonstram que ratos SA possuem elevado conteudo
hepatico de 11B-HSD1 associada a hipercorticosteronemia. Sabe-se que em modelos
transgénicos de super-expressao hepética dessa enzima estdo associados a resisténcia hepatica
a insulina, dislipidemia, hipertensdo e esteatose hepatica (Paterson et al., 2004).
Recentemente, confirmamos a resisténcia insulinica hepatica neste modelo aos 180 dias de
vida, que apresentou alteracdo na sinalizacdo de insulina no figado (Conceicdo & Franco et
al.,, artigo submetido) caracterizada pela redugdo dos conteudos do isoforma 3 do receptor de
insulina, do IRS1 e fosfo-IRS1, da PI3K (phosphoinositide 3-kinase) e da Akt aos 180 dias.
Velkoska e colaboradores (2005) demonstraram a hipertensdo arterial aos 90 dias de vida em
ratos SA. Em conjunto, esses resultados refletem um aumento da sensibilidade periférica a
corticosterona como resultado da superalimentacdo neonatal que favorecem a deposicdo da
gordura corporal e uma maior resposta a situacdes de estresse e a hipertensdo arterial na
idade adulta.
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3 SISTEMA NERVOSO SIMPATOADRENAL:

Ameacas a homeostase e integridade corporal, como a reacdo de "luta ou fuga”,
hipoglicemia grave, hemorragia, frio ou infarto agudo do miocardio séo captados pelo sistema
nervoso central (SNC) e induzem a ativacdo de seus sistemas autbnomos de resposta, 0
sistema nervoso parassimpatico (SNP) e simpéatico (SNS). A ativacdo do ramo simpético
resulta na liberacdo das catecolaminas, noradrenalina pelas terminacGes nervosas e
principalmente a adrenalina pela medula adrenal (Bannister, 1982).

As células cromafins que compdem a porcao medular da glandula adrenal constituem
um ganglio simpatico modificado por terem a mesma origem embrionéria que o SNC, estando
envolvidas nas respostas do organismo a situacfes de estresse. Tais situaces desencadeiam a
liberacdo de catecolaminas pela medula adrenal para a corrente sanguinea (de Diego, 2008),
preparando o corpo para resposta de “luta ou fuga”. O aumento de catecolaminas para
circulacdo aumenta a frequéncia e contragdo cardiaca e a pressao arterial, aumentando o fluxo
de sangue para 0s masculos, preparando-o para a atividade intensa; além de aumentar o
metabolismo celular e a dilatacdo das pupilas e bronquiolos (Hoffman & Taylor, 2001). Para
suprir as demandas energéticas, a adrenalina estimula a glicogendlise e a gliconeogénese
hepética, a glicogendlise muscular e a lipélise, aumenta a secrecdo de glucagon e inibe a
secrecdo de insulina (Young, 2006; Teff, 2008; Jocken & Blaak, 2008).

A regulacdo da liberacdo de catecolaminas pela medula adrenal envolve a percepcao
do estimulo agressor pelo SNC (hipotalamo lateral e ventromedial), que inicia o disparo de
potencial de acdo. Esse estimulo elétrico percorre a fibra esplénica até a terminacdo nervosa
liberando nas fendas sinapticas acetilcolina, que é captada pelos receptores colinérgicos
nicotinicos das células cromafins (Feldberg et al., 1934; de Diego, 2008). A ativacdo do
receptor causa a despolariza¢do da membrana da célula cromafim e consequente abertura dos
canais de célcio dependentes de voltagem, resultando no aumento da concentragao citosolica
de Ca* e consequente exocitose das vesiculas de catecolaminas (Douglas & Poisner 1961,
1962).

As catecolaminas sdo derivadas do aminoacido tirosina, que é gerado a partir da
fenilalanina por acdo da fenilalaniana hidroxilase, ou obtido diretamente da dieta. Elas sdo
constituidas por um grupo catecol (dihidroxibenzeno em posi¢do orto) e um grupo amina. Sua
sintese tem inicio com a hidroxilacdo da tirosina pela enzima tirosina hidroxilase (TH), que

forma a 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA). Esta é uma etapa limitante na biossintese das
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catecolaminas, pois a TH é inibida por retroalimentacdo pelos compostos catecois formados
(Kuhar, 1999). A regulacdo da atividade da enzima TH da-se pela fosforilacdo de quatro
residuos de serina em sua por¢cdo N-terminal - Ser8, Serl9, Ser31, e Ser40 (Bobrovskaya et
al., 1998, 2001; Corbitt et al,. 1998; Kumer and Vrana, 1996). Posteriormente, a L-DOPA ¢
descarboxilada pela enzima DOPA-descarboxilase (DOPA-d), ainda na porcdo citosolica,
formando a dopamina. A dopamina é transportada ativamente para o interior de vesiculas
contendo a enzima dopamina B-hidroxilase (DpH), uma oxidase que catalisa a formacdo de
noradrenalina ou norepinefrina (Kuhar, 1999). Na populacdo de células cromafins produtoras
de adrenalina, a enzima feniletanolamina N-metiltransferase (FNMT) catalisa a metilagéo da
noradrenalina, formando adrenalina ou epinefrina (Kuhar, 1999). Os produtos dopamina,
noradrenalina e adrenalina acumulam-se nas células cromafins até que seja deflagrado o

estimulo a sua secrecédo (Figura 1).
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Figura 1: Biossintese de catecolaminas em células cromafins da adrenal. Adaptado de Kuhar,
1999.
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Apos sua liberagdo na corrente sanguinea as catecolaminas possuem uma meia vida
curta, pois sdo rapidamente metabolizadas por duas vias enziméticas que envolvem a COMT
(catecol orto metil transferase) e a MAO (monoaminooxidase). Em seres humanos a meia
vida da adrenalina varia em torno de 20 minutos e da noradrenalina, 2 horas (Grouzmann et
al., 2001) e em roedores é de apenas 2 minutos (Rang et al., 2004). Essas duas enzimas sdo
intracelulares, logo degradam as catecolaminas antes de sua secre¢do ou depois de sua
captacdo pelas células que possuem receptores adrenérgicos. Os produtos finais da
degradacéo das catecolaminas, encontrados na urina sdo a metanefrina e acido vanilmandélico
(Hoffman & Taylor, 2001).

As catecolaminas exercem seus efeitos sobre os tecidos mediante sua ligagdo a
receptores ligados a proteina G. Existem dois tipos de receptores adrenérgicos: a-adrenérgicos
(subtipos al e a2) ¢ B-adrenérgicos (subtipos B1, B2, e B3) (Tabela 1) (Barbe et al., 1996;
Déda, 1996). Os receptores a2-adrenérgicos quando ativados se ligam a proteina G inibitdria
que inativa a adenilato ciclase, diminuindo a concentragdo de AMPc e reduzindo a ativagéo da
proteina quinase A (PKA). A ligagdo das catecolaminas ao receptor [3-adrenergico (B2 e B3)
resulta no acoplamento do receptor a proteina G estimulatoria, que estimula a adenilato
ciclase a produzir AMPc, que ativa a PKA. Esta fosforila a lipase horménio sensivel com
(LHS) e a perilipina (Granneman et al., 2007). A fosforilagdo da perilipina (Ser492) favorece
a associacdo da LHS fosforilada (Ser 659 e Ser660) a goticula de gordura do adipdcito
(Langin & Lafontan, 2004; Brasaemle et al., 2009). A LHS hidrolisa moléculas de
triacilglicerol a diacilglicerol liberando acido graxo (Egan et al., 1992; Jenkins-Kruchten et

al., 2003). Essa hidrdlise constitui a etapa limitante da lipélise mediada por horménios.



Tabela 1: Caracteristica dos receptores adrenérgicos
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Tecidos e efeitos al a2 p1 B2 B3
Madsculo liso:
Vasos sanguineos  Constricdo Constricdo / Dilatacdo
dilatagéo
Bronquios Constricdo Dilatagdo
Trato Gl Relaxamento  Relaxamento Relaxamento
Esfincter Gl Contragéo
Utero Contracao Relaxamento
Destrusor da bexiga Relaxamento
Esfincter da bexiga Contracéo
Vias seminais Contracéo Relaxamento
iris Contragio
Musculo ciliar Relaxamento
Coracdo:
Frequéncia Aumento
Forga de contragdo Aumento  Aumento
Musculatura esquelética: Tremor; Termogénese
Tmassa
muscular e
velocidade de
contracdo;
Glicogenolise
Figado: Glicogendlise Glicogendlise
Tecido adiposo: Llipélise Lipolise  Lipolise Lipolise
Termogénese
Ilhotas pancreaticas Isecrecio de
insulina
TerminacBes nervosas:
Adrenérgicas | liberagdo 1 liberagdo
Colinérgicas | liberagdo
Glandulas salivares: Liberacdo de .
K* Secrecéo
de amilase
Tronco encefélico: Inibe  fluxo
simpatico

Fonte: Rang et al., 2004, p. 185; Tentolouris et al., 2008.

A sintese e secrecdo de catecolaminas podem ser moduladas por horménios como 0s

GC e a leptina. A ativacdo do SNS pelo estresse é suprimida pelo blogueio da liberacdo de

CRH por dexametasona, demonstrando uma relacdo positiva entre GC e o sistema

simpatoadrenal (Habib, 2000). Sabe-se que o cortex e a medula adrenal estdo interligados por
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capilares com orientagdo centripeta e as células cromafins possuem receptores para os GC.
Assim GC sé@o capazes de exercer agdes gendmicas, como a promocdo da maturagdo das
células cromafins e da producdo das catecolaminas, principalmente de adrenalina, ao
estimular a transcricdo de FNMT (Hodel, 2001). Da mesma forma a¢des ndo-gendmicas,
como a inibicdo da secrecdo de catecolaminas, quando sob estimulo crénico de GC (Park,
2008). Os GC também exercem influéncia permissiva sobre a sensibilidade tecidual as
catecolaminas, elevando a expressdao de RNAm do receptor B-adrenérgico tanto in vivo quanto
in vitro (Ma, 2011), além de promover o aumento da eficiéncia de ligacdo entre o receptor

adrenérgico e a proteina G estimulatéria (Hadcock & Malbon, 1988).

3.1 Sistema simpatoadrenal & disturbios cardiometabdlicos

O SNS esta relacionado com a regulagdo do gasto energético e mobilizacdo de
gordura, ao estimular a termogénese, a glicogenolise e a lipolise (Spraul, 1993), assumindo
desta forma, grande importancia na fisiopatologia da obesidade. De fato, ha décadas tém-se
demonstrado a contribuicdo do SNA para o desenvolvimento da obesidade (Bray et al., 1981,
Scheurink et al.,1996), que se caracteriza pela reducdo da atividade simpatica e aumento da
atividade parassimpética (Young & Mcdonald, 1992). No modelo de obesidade hipotalamica
induzida pela administracdo neonatal de glutamato monosodico em camundongos, que causa
lesBes no ndcleo arqueado e na eminéncia mediana (Olney, 1969), foi demonstrado reducéo
da expressio de TH e DBH, e menor conteldo e secrecdo estimulada por potassio de
catecolaminas adrenais aos 90 dias (Martins et al., 2004). Tais resultados refletem uma
disfuncdo adrenomedular na idade adulta que contribui para a preservacdo dos estoques
energéticos sob forma de gordura.

O aumento da atividade simpética esta associada ao desenvolvimento de disturbios
cardiovasculares (Hall et al., 2001; Morris, 2008), que s&o normalizados pela reducéo do peso
corporal (Poirier et al., 2006; Batsis et al., 2007). Sendo assim, diferentes estudos consideram
a participacdo de parametros alterados pela obesidade na génese de doencas cardiovasculares,
como por exemplo: a hiperatividade do sistema simpatoadrenal e do sistema renina-
angiotensina, a auséncia de resposta a agentes vasodilatadores, a hipersensibilidade a
vasoconstrictores, o estado pré-inflamatério sistémico, a hiperinsulinemia e a hiperleptinemia
(Hall et al., 2001; Poirier et al., 2006).
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O SNS pode ser modulado de acordo com a oferta energética, na qual o estado
alimentado promove a sua ativagdo, enquanto a restricdo alimentar inibe sua atividade
(Rumantir et al., 1999; Gentile et al., 2007). Isso ocorre, possivelmente, pelo estimulo ao
aumento da concentracao serica de leptina e insulina pelo estado alimentado (Satoh et al.,
1999; Greenfield et al., 2009). Este mecanismo de alguma forma preserva a massa de tecido
adiposo, pois no excesso alimentar ativa o processo de gasto energético, enquanto que na
restricdo reduz a ativacao simpatica. Entretanto, nos estados de jejum prolongado ocorre uma
maior ativacdo simpatica, em especial da medula adrenal.

Estudos que investigam a relacdo entre a leptinemia e disturbios cardiovasculares
indicam que a hiperleptinemia esta associada com a ocorréncia de infarto do miocérdio e
acidente vascular encefalico em seres humanos, independentemente da presenca de outros
fatores de risco para doencas cardiovasculares (Rayner & Trayhurn, 2001; Zhang et al., 2011;
Sierra-Johnson et al., 2007). A atividade simpética é inibida, a nivel hipotalamico, em escala
proporcional a expressdo de NPY no ndcleo do trato solitario (Morris et al., 1997). Assim,
uma possivel explicacdo para a associacdo de hiperleptinemia e maior risco cardiovascular é
sua capacidade de suprimir a expressdo de NPY e consequentemente aumentar a atividade
simpatica (Baltatzi et al., 2008). Desta forma a hiperatividade do sistema simpatoadrenal
resulta na elevacdo da pressdo arterial, da frequéncia cardiaca, da concentracdo sérica de
glicose e de acidos graxos livres e glicerol, todos fatores que contribuem para maior risco
cardiovascular.

A leptina também é capaz de estimular a expressdo de a-MSH, derivado de POMC
(pro-opiomelanocortin), que por sua vez, estimula a atividade simpatica ao se ligar aos
receptores MC4R (melanocortin 4 receptor), aumentando a presséo arterial (Ni et al., 2006).
Tal efeito ocorre independentemente da resisténcia ao efeito anorexigénico da leptina,
sugerindo uma sensibilidade seletiva a leptina nos ndcleos hipotalamicos (Kalil & Haynes,
2012).

A hiperinsulinemia associada a obesidade é capaz de estimular a atividade do SNS
(Greenfield et al., 2009; Grassi, 2010). Muntzel et al., (1994) ao administrar insulina no
terceiro ventriculo de ratos Wistar constatou a elevacdo da atividade simpética muscular,
porém este tratamento ndo foi capaz de estimular a atividade simpatoadrenal, as
concentracdes plasmaticas de glicose e insulina, a pressdo sanguinea e frequéncia cardiaca,

evidenciando uma independéncia entre a ativagdo do SNS e do sistema simpatoadrenal.
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Em relacdo a atividade simpatoadrenal sobre o metabolismo energético, estudos
apontam uma interagdo entre hormonios que se apresentam geralmente alterados na obesidade
e atividade do sistema simpatoadrenal (Aiston et al., 1999; O’Doherty et al., 2009). Estudos
in vivo sugerem que a hiperleptinemia em obesos atua como supressor da glicogenolise
hepética pela reducdo da sensibilidade a glicogendlise mediada pela adrenalina (Nemecz et
al., 1999). Desta forma, a leptina age como um hipoglicemiante ao impedir a degradacdo do
estoque hepatico de glicogénio. Entretanto, a administracdo intracerebroventricular de leptina
resulta na diminuicdo do contetdo hepatico de glicogénio (Takahashi et al., 1997).
Possivelmente isto decorre da acdo da leptina sobre o ndcleo hipotalamico ventromedial, que
resulta na estimulacdo da atividade simpética no figado. Nosso grupo demonstrou que a
hiperleptinemia neonatal € capaz de causar hiperleptinemia e resisténcia hipotalamica a
leptina aos 180 dias, essa prole apresenta maior glicogénio hepatico, confirmando os achados
de Nemecz et al., (1999) em individuos obesos (Trevenzoli et al., 2010b). Em conjunto tais
resultados reforcam a independéncia entre a ativacdo do SNS e do sistema simpatoadrenal,
bem como sua importancia para a homeostase glicémica e a interacdo entre hormonios

sensores do estado nutricional.

3.2 Sistema simpatoadrenal & superalimentacéo neonatal

Criancas obesas apresentam reducdo a sensibilidade lipolitica mediada pelas
catecolaminas (Bougneres et al., 1997; Enoksson et al., 2000) e 0 emagrecimento ndo é capaz
de melhorar a sensibilidade as catecolaminas no tecido adiposo (Blaak et al., 1994). Esses
dados sugerem que a resisténcia a lipolise possa ser uma das alteracfes iniciais para o
estabelecimento da obesidade. Mediante a esse fato, estudos utilizam modelos de obesidade
neonatal para uma melhor compreensdo dos desdobramentos da obesidade precoce sobre a
fungédo simpatoadrenal, e assim identificar os mecanismos fisiopatologicos envolvidos, além
de desenvolver medidas terapéuticas para as alteracfes simpatoadrenais relacionadas com a
obesidade (Young, 2002; Martins et al., 2004).

Heggeness e colaboradores (1970) identificaram maior contetdo tecidual de
noradrenalina no coragdo em ratos SA aos 15 dias de vida, porém n&o ao desmame. Como 0s
sistemas neuroenddcrinos ainda se encontram em formagdo durante os primeiros 15 dias de

vida em roedores, possivelmente o excesso de nutrientes atue como fator estimulatério do
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SNS. Outro estudo, mostrou maior contetdo de adrenalina no tecido adiposo marrom de ratos
SA ao desmame (Young, 2002). E interessante ressaltar que a maior atividade do SNS
verificada nessa idade coexiste com a obesidade corporal (Heggeness et al., 1970; Young,
2002).

Posteriormente, para avaliar o efeito da superalimentacdo pela redugcdo do tamanho da
ninhada na atividade simpatica de ratos aos 65 dias de idade, foi quantificada a noradrenalina
formada em ratos alimentados com racdo controle acompanhada ou ndo de oferta de sacarose
a 10% - um potente estimulador da formacao de noradrenalina (Young et al., 1982). Os ratos
SA apresentaram reducdo da formacdo de noradrenalina no coragdo, nos rins e no tecido
adiposo marrom intra-escapular, bem como menor formacdo de noradrenalina em resposta a
sacarose (Young et al., 2002). Este mesmo perfil foi identificado no modelo de obesidade por
lesdo hipotalamica ventromedial pela administracdo de ouro tioglucose (Young & Landsberg,
1980). Assim, ao contrério do que ocorre no inicio da vida, os animais submetidos a
superalimentacdo neonatal apresentam redugdo da atividade basal e estimulada do SNS,
contribuindo para manutencdo da obesidade dos ratos SA.

Em relacdo a funcdo simpatoadrenal de ratos SA, Lau e colaboradores (1988)
identificaram aumento da atividade das enzimas TH e FNMT somente na lactagdo, a exemplo
do contetido de noradrenalina no coragdo evidenciado por Heggeness e colaboradores (1970).
Esse aumento pode ser atribuido a maior concentracdo de GC apresentada pelos animais SA
no mesmo periodo, uma vez que estes sdo capazes de promover a sintese de catecolaminas ao
estimular a expressdo de FNMT (Hodel, 2001). No mesmo trabalho identificou-se uma sutil
elevacdo no inicio da lactagdo da atividade da colina acetiltransferase, um marcador de
atividade das terminacGes colinérgica que inervam as células cromafins (Lau et al., 1988). A
transitoriedade desse efeito da superalimentacdo sobre o nervo esplénico ainda pode ser
encarada como resultado de mecanismos protetores de nervos periféricos que possuem seus
corpos celulares no SNC. Desta forma resultando em um rapido retorno a homeostase.

Além das deficiéncias simpatoadrenais relacionadas a producdo e secrecdo das
catecolaminas, os tecidos alvos podem ainda apresentar reduzida sensibilidade a estes
horménios (Wang et al., 2001; Haemmerle et al., 2004). Estudos in vivo demonstram que
individuos obesos apresentam reducédo da sensibilidade ao efeito lipolitico das catecolaminas
no adiposo subcutaneo abdominal (Schiffelers et al., 2003; Jocken et al., 2008) possivelmente
associada a ineficiéncia dos mecanismos lipoliticos intracelulares acionados pelas
catecolaminas (Jocken & Blaak, 2008).
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4 JUSTIFICATIVA DO PRESENTE ESTUDO

S&@o muitos os fatores envolvidos na génese da obesidade. Conforme ja mencionado,
alteragBes nutricionais, hormonais e ambientais no inicio do desenvolvimento sdo capazes de
promover alteragdes na homeostase contribuindo assim para o desenvolvimento de futuros
distdrbios cardiometabdlicos (Gluckman & Hanson, 2007).

Em diferentes modelos experimentais de programacdo observa-se obesidade e
hiperfagia, decorrentes de importantes alteracdes endocrino-metabdlicas em periodos de alta
susceptibilidade morfo-funcional. Sabe-se ainda, que um dos possiveis fatores coadjuvantes
para o desenvolvimento de obesidade nesses modelos, é a disfuncdo do eixo simpatoadrenal e
do eixo HHA na vida adulta. Tanto em seres humanos (Basu et al., 2009) quanto em roedores
(Masuzaki et al., 2001), os hormdnios do estresse (glicocorticoides e catecolaminas) tém sido
amplamente citados como importantes contribuidores para o0 excesso de adiposidade, que
podem estar estimulando a ingestdo alimentar ou promovendo o armazenamento de acidos
graxos e glicose, seja pela modulacdo da secrecdo e/ou acdo de outros hormonios, ou por sua
acdo direta (Peckett et al., 2011). Disturbios na sensibilidade a esses hormonios também
podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento da obesidade (Nakayama et
al., 2011).

A superalimentacdo neonatal causada pela reducdo do tamanho da ninhada leva ao
desenvolvimento de hiperfagia e obesidade (Plagemann et al., 1992; Cunha et al., 2009;
Rodrigues et al., 2011; Hou et al., 2011). Torna-se, portanto, interessante investigar a possivel
contribuicdo de modificagdes no metabolismo dos GC e das catecolaminas no acimulo de
tecido adiposo. Bem como a compreensdo das surpreendentemente inalteradas glicemia e
insulinemia neste modelo de obesidade (Rodrigues et al., 2011), tendo como alvo de estudo da
sensibilidade hepética as catecolaminas, principalmente pelo fato do figado ser o érgédo mais
importante na controle da glicemia (Lin & Accili et al., 2011).

Desta forma, buscamos ampliar o conhecimento sobre os provaveis distlrbios
enddcrinos que podem contribuir para o desenvolvimento da sindrome metabdlica em um
modelo experimental que mimetiza um importante subgrupo de obesos, a obesidade neonatal,

uma vez que se torna cada vez maior a incidéncia de obesidade infantil.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da obesidade programada pela superalimentagdo neonatal sobre a

funcdo adrenal e hepatica em ratos adultos.

5.2 Objetivos Especificos

Nas proles aos 180 dias de idade nos modelos experimentais de obesidade pela

superalimentacéo causada pela reducdo do tamanho da ninhada, estudar:

Massa corporal e ingestao alimentar

Massa de gordura visceral

Conteudo de CRH hipotalamico

Contetdo de ACTH hipofiséario

As concentracgdes séricas de ACTH e corticosterona

O conteudo de catecolaminas adrenais totais

A secrecdo in vitro de catecolamina

Expressdo das enzimas de sintese das catecolaminas na medula adrenal

Conteudo de receptores teciduais de catecolaminas (ADRB3 e ADRB2) em TAV e figado
O conteldo de glicogénio hepatico

O conteldo de triglicerideos hepético

V V V V V V VYV V V V V VY

A morfologia hepatica
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Modelo experimental

Nosso desenho experimental foi aprovado pelo Comité de Etica para o Cuidado e Uso
de Animais Experimentais do Instituto de Biologia da UERJ (CEUA/184/2007;
CEUA/006/2009), estando de acordo com a Lei n°. 11.794 sancionada em 2008 (Marques et
al., 2009).

Para o desenvolvimento do nosso modelo experimental de obesidade, utilizamos ratas
Wistar (3 meses), nuliparas, mantidas em biotério com temperatura (25£1°C) e ciclo claro-
escuro (7:00-19:00 h) controlados que foram acasaladas (2 fémeas:1 macho) e receberam
agua e racao ad libitum. As fémeas gravidas foram entdo colocadas em gaiolas individuais.
Apo0s o nascimento, os neonatos foram distribuidos na proporcdo de 10 recém nascidos por
fémea lactante. Para induzir a superalimentacdo, no terceiro dia de lactacdo, o tamanho da
ninhada foi reduzido para 3 filhotes machos por mae (grupo SA). O grupo controle (C)
permaneceu com 10 filhotes por fémea lactante até o desmame (Figura 1). Para a realizacéo
de todos os experimentos foram utilizadas 7 ninhadas para ambos 0s grupos.

Aos 180 dias de idade, os animais de ambos os grupos foram sacrificados por
decapitacdo. O sangue foi coletado e centrifugado (133 xg / 25 min / 4°C) para obtencdo do
soro, que foi armazenado a -20°C para posterior dosagem de corticosterona e ACTH.

Amostras do tecido adiposo retroperitoneal (visceral), figado, hipotdlamo e hipdfise
foram armazenados a -20°C para quantificar o conte(do de proteinas e andlises histoldgicas.
As glandulas adrenais direitas foram pesadas e utilizadas para o experimento de secrecdo, em
seguida foi quantificado seu contetdo protéico. As glandulas adrenais esquerdas foram
pesadas, armazenadas em &cido acético (10%) a -20°C para quantificacdo do contetdo de

catecolaminas.



31

Modelo Experimental de Redu¢ao da Ninhada
(Plagemann et al., 1992; Rodrigues et al., 2007; Conceigdo et al., 2011)
Ajuste
ninflada Desmame
1 A Dias | | | |
(I | | \ |
e 0 3 21 180
Superalimentado
N=10 37 67
gaiola gaiola
Dias | | |
. | | |
\\ ’
PP 0 21 180
Controle "y P ¢
N=10 .
gaiola

Figura 2: Esquema do modelo experimental de redugao da ninhada.

6.2 Avaliagdo do estado nutricional

Massa corporal: durante os 21 dias da lactacdo, a massa corporal dos filhotes foi avaliada
diariamente, e apds o desmame, foi monitorada de 4 em 4 dias até os 180 dias de idade.

Ingestdo de racdo: apos o desmame, a ingestdo alimentar foi acompanhada de 4 em 4 dias até
180 dias de idade. A quantidade de racdo ingerida foi estimada pela diferenca entre o peso da
racao que restou na gaiola (R¢) e a quantidade total colocada 4 dias antes (R;), de acordo com

a formula:
Ingestdoderacdo (g) = |Ri—Rf [4

n

onde, “n” corresponde ao nlimero de animais em cada gaiola, e “4” ¢ o numero de dias.

Massa de Gordura Visceral (MGV): Para avaliar adiposidade central, dissecamos e
pesamos a MGV, que consiste na soma dos depoésitos de gordura do retroperiténio, mesentério

e epididimo (Figueiredo et al., 2011). Apds a pesagem, esta foi fotografada.
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6.3  Determinacdo das concentragdes séricas hormonais

Amostras de soro das proles foram utilizadas para as dosagens de corticosterona e
ACTH. Cada hormdnio foi analisado em ensaio unico, dispensando a avalia¢do do coeficiente
de variagdo interensaio.

A corticosteronemia total foi avaliada utilizando o kit especifico para murinos
(ImmuChemTM *?°I, duplo anticorpo, ICN Biomedicals, Inc Cleveland, OH, EUA). O
coeficiente de variagdo intra-ensaio foi 7%, sendo o limite minimo de detec¢do de 50ng/mL.

A concentracdo sérica de ACTH foi quantificada utilizando o kit de imunoensaio
enzimatico especifico para ratos de acordo com as instrucbes do fabricante (Phoenix
Pharmaceuticals, Inc., Burlingame, CA, EUA) com limite de deteccdo entre 0,04-25 ng/ml e

variacdo intra-ensaio de 2,05%.

6.4  Imunohistoquimica

Perfusdo e processamento histologico: Ratos de P180 foram anestesiados com Avertin®
(0,3mg/kg i.p.) e perfundidos via intracardiaca com solugdo salina 0,9% e paraformaldeido
4%; seguido de paraformaldeido e sacarose (10%). Os cérebros e hipéfises foram retirados e
armazenados em solucdo de sacarose (20%). Apds crioprotecdo, foi realizada a inclusdo em
OCT para a criotomia. Os cortes, com espessura de 20um, em plano coronal, foram obtidos
em cri6tomo e montados em laminas cobertas com gelatina-alimen de cromo 2%. As regifes
de interesse hipotaldmicas foram coletadas segundo as coordenadas obtidas do Atlas
estereotaxico (Paxinos e Watson, 1998). As laminas foram mantidas a -20°C até o
processamento imunohistoquimico.

Imunohistoquimica: Os anticorpos utilizados foram: anti-CRH (1:100, produzido em coelho,
Abcam, MA, EUA) e anti-ACTH (1:100, produzido em camundongo, Santa Cruz, CA, EUA),
revelados com o anticorpo secundarios IgG anti-coelho, produzido em burro conjugado com
ALEXA FLUOR 488 (Molecullar Probes, Invitrogen, Grand Island, NY, EUA). As laminas
foram lavadas 6 vezes em PBS + Triton 0,3% (salina tamponada com fosfato: KCI 2,7mM;
KH,PO, 1,47mM; NaCl 136mM e Na,HPO, 8mM; pH 7,4). Apos as lavagens, as laminas
foram incubadas com albumina sérica bovina (BSA) diluida em PBS (5%) por 1 h a 25°C. Em

seguida, as laminas foram incubadas com os anticorpos primarios diluidos em PBS-BSA (1%)
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por 2 h a 25°C, e overnight a 4°C. As laminas foram ent&o lavadas com PBS e incubadas com
anticorpos secundarios apropriados por 2 h a 25°C e mantidas no escuro. Apds lavagens, as
laminas foram contra-coradas com o marcador de ndcleo DAPI (Sigma, St. Louis, MO, EUA,
diluicdo 1:5.000 em &gua destilada) por 2 min. Seguido de lavagens com PBS e apds, com
agua destilada. As laminas foram montadas com Pro-long Gold Antifade (Molecular Probes,
Invitrogen Grand Island, NY, EUA) e guardadas a -20°C protegidas da luz.

Analise e aquisicdo de imagens: As analises foram feitas a partir de imagens obtidas por
microscopio confocal LSM 510 META ZEISS (Carl Zeiss Inc., Jena, Germany). As imagens
utilizadas para a quantificacdo foram capturadas no microscopio de epifluorescéncia
(Olympus BX51, Tokyo, Japan), acoplado a camera digital (Olympus DP72).

Quantificacdo: O anticorpo anti-CRH marca especialmente as fibras neuronais. Para as
analises de quantificacdo nos utilizamos a ferramenta de segmentacéo do Programa Image-Pro
Plus (versdo 4.5; Media Cybernetic, Inc, Silver Spring, MD, EUA), o qual extrai somente o
que é marcagdo e representa em uma nova mascara (outra imagem) em escala de preto e
branco, excluindo dessa forma toda a marcacdo de fundo (background). Apds, o programa
fornece dados em histograma com a quantidade total de pixels presentes na imagem (unidade
relativa). Este procedimento é repetido trés vezes para cada imagem, e a média das trés
repeticGes foram usadas como referéncia. Para a quantificacdo de ACTH nas hipofises, foram
analisados 4 cortes de cada animal, e em cada corte foram capturadas 2 imagens, totalizando 8
imagens de cada animal. Para as analises de quantificacdo, foram contadas as células positivas

para cada marcador, em cortes contra-corados com DAPI.

6.5  Analise da expressdo de proteinas por Western Blotting:

Glandulas adrenais direitas foram homogeneizadas em 1 mL de tampéo fosfato (pH
7.4), contentdo 1 ul de coquetel inibidor de proteases (Complete™ Protease Inhibitor
Cocktail Tablet, EDTA-free, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) e
centrifugados (1.920 xg, 4°C por 5 min).

O tecido adipos retroperitoneal (100 mg) foram homogeneizados em 700 pL de tampé&o
de lise (20 mM Tris-HCI, 10 mM NaF, 150 mM, 5 mM and 0,1% SDS, pH 7.4) com 1 ul de

coquetel de inibidores de proteases e centrifulgados (3.596 xg, 4°C por 25 min).
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Hipotalamo e hipo6fise foram homogeneizados com 200 pL de tampéo de lise (50 mM
HEPES, 1 mM MgCI2, 10 mM EDTA, Triton X-100 1%, pH 6.4) com 1 ul de coquetel
inibidor de proteases e centrifugados (3.596 xg, 4°C for 25 min).

A concentracdo protéica foi determinada usando ensaio colorimétrico kit BCA Protein
Assay (Thermo Scientific Inc., Barrington, IL, EUA) seguindo as recomendacdes do
fabricante e a leitura foi realizada a 540 nm. As amostras foram desnaturadas em tampéo de
amostras (50 mM Tris-HCI, pH 6.8, 1% SDS, 5% 2-mercaptoetanol, 10% glicerol e 0.001%
bromofenol azul) e aquecidas a 95 °C por 5 min. As amostras foram analisadas pelo método
SDS-PAGE. Foram pipetados 10 pg de proteina dos homogenatos em pogos no gel de 10% de
poliacrilamida para eletro-separacdo de acordo com o tamanho e carga da proteina. Em
sequida, as proteinas foram transferidas por eletroforese para membranas de nitrocelulose
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA).

Para inibir ligacdes inespecificas do anticorpo, as membranas foram incubadas (1% h)
em T-TBS acrescido de albumina a 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 90 min.
Posteriormente, as membranas foram lavadas com T-TBS e incubadas com o anticorpo
primario especifico para cada proteina (overnight, a 5°C): anti-CRH (1:100) para homogenato
de hipotalamo; anti-ACTH (1:100) para o homogenato de hipdfise; anti-TH, anti-DOPA-d,
anti-DBH, anti-FNMT (both at 1:1.000) para o homogenato de glandula adrenal; anti-ADRB3
(1:1.000) para o homogenato de tecido adiposo retroperitoneal; anti-ADRB2 (1:1.000) para o
homogenato de figado; e anti-p actina (1:100) para os homogenatos de todos os tecidos (com
anticorpos da Santa Cruz Biotechnology Inc.; CA, EUA). Apos este periodo, as membranas
foram lavadas e incubadas com 2° anticorpo conjugado a biotina (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) por 1 h (25°C) sob agitacdo constante. Apds mais uma sequéncia de lavagens, as
membranas foram incubadas com estreptavidina conjugada a peroxidase (Zymed, South San
Francisco, CA, EUA), na mesma concentracdo do anticorpo secundario utilizado (1 h, 25°C).
As membranas foram lavadas novamente com T-TBS e tratadas com kit de
quimioluminescéncia (ECL-plus; Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA) e
exposto a filme de raio-X.

As imagens das bandas foram analisadas e quantificadas com auxilio do programa
Image J 1.34s (Wayne Rasband National Institute of Health, Bethesda, MA, EUA).

Utilizamos a actina como controle interno.
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6.6  Determinacao de catecolaminas totais (adrenalina e noradrenalina) na adrenal

Dosamos o conteddo de catecolaminas totais na adrenal pelo método fluorimétrico do
trihidroxiindol, descrito anteriormente (Trevenzoli et al., 2007). As glandulas adrenais
esquerdas foram cuidadosamente dissecadas, pesadas em balanca de precisdo, mantidas em
acido acético 10% e armazenadas a -20°C até o processamento do tecido. Para extrair as
catecolaminas, as adrenais foram homogeneizadas manualmente em 500 ul de &cido acético
10% e centrifugadas (10.000 xg /1 min), para utilizacdo do sobrenadante. No ensaio
fluorimétrico, utilizamos padrdes de adrenalina (Adren®, Hipolabor, BH, Brasil) diluida em
acido acético 10%. Em 50 pL de cada padrdo ou amostra, adicionamos 250 pL de tampéo
fosfato 0,5 M, pH 7,0 e 25 pL de ferricianeto de potassio 0,5%. A solucdo foi homogeneizada,
incubada por 20 minutos e paralisada com 500 pl de acido ascérbico (60mg/mL)/NaOH 10M,
na propor¢do 1:19. Adicionamos 2 mL de agua destilada, sendo a solu¢cdo novamente
homogeneizada e submetida a leitura em espectrofluorimetro (Hidex, Turku, Finland). Os
comprimentos de onda para a leitura foram 420 nm de excitacdo e 510 nm de emissdo. As
dosagens foram feitas em duplicata, com os tubos de ensaio sob refrigeracao durante todo o
procedimento. A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford
(Bradford, 1976).

6.7  Secrecdo in vitro de catecolaminas

A secrecdo de catecolaminas basal e estimulada por cafeina foi avaliada em medulas
adrenais direitas isoladas, sendo estas dissecadas, com auxilio de pincas, tesoura e lupa.
Posteriormente, mantivemos as medulas em solucdo salina Krebs-Hepes com 0,5% de
albumina, composta por (em mM): CI" 154,26; Na* 143,4; Ca?* 2,5; Mg?* 1,18; SO,* 1,2; K*
5,9 e Hepes 25. A glicose foi acrescentada na concentracdo de 85 mg/dL, de acordo com as
médias glicémicas dos grupos experimentais de onde as medulas foram originadas. O pH da
solugéo salina foi 7,2. As medulas foram incubadas por 5 min em 200 pl de solugéo Krebs
para avaliar a secrecdo basal. Depois, as medulas foram estimuladas com 25 uM de cafeina
por 5 min. Ao final da estimulagéo, as solu¢des de incubacdo foram acrescidas de 20 ul de
acido acético absoluto para conservacdo das catecolaminas e armazenadas (-20°C) para

posterior dosagem pelo método fluorimétrico do trihidroxiindol.
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6.8  Normalizacdo do peso do figado

A hipertrofia hepatica foi estimada atraves da normalizacdo da massa do figado pelo
comprimento da tibia. Resumidamente, a massa do figado foi obtida por pesagem hidrostatica (em
NaCl 0,09%) e o comprimento da tibia esquerda foi obtido com um paquimetro, como descrito
por Xu et al., (2009).

6.9  Glicogénio hepatico

A glicose produzida pela hidrolise do glicogénio hepéatico foi avaliada com kit
comercial (Doles, Goiania, GO, BR) em método previamente descrito por Trevenzoli e
colaboradores (2010b). As amostras de figado foram pesadas e homogeneizadas com 4 mL de
TCA (10%). Apoés a centrifugacdo (1.000xg, 10 min, 4°C) foram adicionados a 5 mL de
etanol absoluto (Vetec, Duque de Caxias, RJ, BR) a 2 mL do sobrenadante. Apds 12 horas de
incubacdo a -20°C a mistura foi centrifugada (1.000xg, 10 min, 4°C) e o sobrenadante
descartado. O glicogénio foi hidrolisado pela incubacdo do pellet com 1 M HCI (Vetec,
Duque de Caxias, RJ, BR) por 30 minutos. Adicionou-se 1 mL de 1 M NaOH (Vetec, Duque
de Caxias, RJ, BR) para neutralizar a mistura. A glicose foi quantificada em 200 pL do

sobrenadante a 510 nm em espectrofluorimetro (Hidex, Turku, Finland).

6.10  Triglicerideo hepético

O conteudo total de triglicerideo hepatico avaliado por adaptacdo de metodologia
previamente descrita por Folch e colaboradores (1957). Resumidamente, 50 mg de figado
foram homogeneizados em 1 mL de isopropanol (Vetec, Dugue de Caxias, RJ, BR) e
centrifugados (740 xg, 10 min, 4°C). O contetdo de triglicerideo em 20 pyL do sobrenadante
foi quantificado com kit colorimétrico de acordo com as especifica¢fes do fabricante (Bioclin,
BH, MG, Brasil). A leitura foi realizada a 490-540 nm em espectrofluorimetro (Hidex, Turku,
Finland).
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6.11 Histologia do figado

Amostras do figado de 5 ratos foram impregnadas em OCT (Tissue-Tek, Sakura
Finetek, Torrance, CA, EUA) e seccionadas com criostato a 10 um para a coloragéo por Oil
Red O para avaliacdo histoldgica do volume da esteatose hepética (Vv[esteatose,figado])
(Catta-Preta et al., 2011). Amostras de figado dos mesmos ratos foram fixadas em formalina
(1.27 mol/L formaldeido 0.1 M tampéo fosfato-salina, pH 7.2) e embebidos em parafina para
realizacéo de cortes ndo seriados de 5 pum. Os cortes foram alocados em laminas histologicas
para a coloracdo com hepatoxilina/eosina a fim de identificar a arquitetura do figado
(Bancroft e Stevens, 1990). Foram tiradas 10 fotografias aleatérias por animal para avaliar a
esteatose e a arquitetura do figado. Todas as imagens foram escolhidas ao acaso (formato
TIFF, cor 36-bit, 1360x1024 pixels) com camera Olympus DP71 e com Olympus BX40
microscopio de fluorescéncia (Olympus, Tokyo, Japdo). As andlises foram realizadas com o
programa Image-Pro Plus versdo 5.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).

6.12 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM). O programa
GraphPad Prism 5 (GraphPad softwares, Inc., San Diego, CA, EUA) foi utilizado para as
analises estatisticas e para obtencdo dos graficos. Os contelidos protéicos e as concentraces
hormonais foram analisados utilizando teste T ndo-paramétrico ndo pareado, seguido de
Mann-Whitney U como posteste. Os demais dados foram analisados através de teste T
Student ndo-pareado. Os dados experimentais foram considerados significativos quando p
<0,05.
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7 RESULTADOS

7.1 Avaliacdo da massa corporal e ingestdo alimentar

Os animais do grupo superalimentado apresentaram maior massa corporal desde o 7°
dia, atingindo um aumento de 41% no periodo do desmame (Figura 3A). Os animais
continuaram apresentando sobrepeso até os 180 dias de vida (+15% aos 180 dias, Figura 3B).
O grupo SA apresentou maior ingestdo alimentar do desmame até o sacrificio, (+15% aos 180
dias de vida, Figura 3C).

A
601 600~
*
%01 5271 L mmcC
=3 (=]
(=2} =
5 401 s 4001 . i CIsA
g g
£ 30- 5 3007
o o
2 9 2004
g 204 —-=C 4
'8 a *
O-
C T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 T T T T
Idade (dias) 30 80 120 180
Idade (dias)
C
404
IS *
S 304
SC) . . C
ED C3sA
T ©
S E20 x
Es
(23N}
cC =
S~ 10-
o
O_

T T T T
30 80 120 180

Idade (dias)

Figura 3: Efeito da superalimentacdo pos-natal sobre a massa corporal das proles dos grupos
C (o) e SA (e) (A), massa corporal (B) e consumo alimentar das proles C e SA na idade
adulta aos 30, 80, 120 e 180 dias de idade. Os valores sdo representados como média £ EPM.
* P <0,05 (N=7 por grupo). Andlise realizada pelo teste t de Student ndo pareado.
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Aos 180 dias, os animais do grupo SA apresentaram aumento da adiposidade central

(+79%, Figura 4A), decorrente do aumento no compartimento de tecido adiposo epididimal

(+77%, Figura 4B), retroperitoneal de (+92%, Figura 4C) e mesentérico (+93%, Figura 4D).
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Figura 4: Efeito da superalimentacdo pos-natal sobre massa de gordura visceral total (A),
epididimal (B), retroperitoneal (C) e mesentérica (D), fotografia representando a adiposidade
central (E) nos grupos C e SA aos 180 dias de idade. Os valores sdo representados como
média £ EPM. * P <0,05 (N=7 por grupo). Analise realizada pelo teste t de Student ndo

pareado.
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7.3 Avaliacdo de CRHe ACTH

Como demonstrado na figura 3, aos 180 dias de idade, o grupo SA ndo apresentou
diferenca no contetdo de CRH hipotalamico e na imunoreatividade para CRH na regido
parvocelular do nucleo paraventricular do hipotalamo. Também n&o foi observada diferenca
entre os grupos na avaliacdo do contetdo hipofisario de ACTH ou no namero de células

ACTH-positivas na hipofise.
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Figura 5: Efeito da superalimentagdo pds-natal sobre o contetudo hipotalamico de CRH (A) e
imunorreatividade neuronal para CRH (B), conteddo de ACTH hipofisario (C) e nimero de
células ACTH-positivas (D) nos grupos C e SA aos 180 dias de idade. As bandas representam
o0 conteudo de cada proteina analisada. Os contelidos de CRH e ACTH foram avaliados pela
densidade de pixel das bandas [unidades arbitrarias (UA)]; contetdo de actina foi utilizado
como controle. Os gréaficos representam um pool de duas corridas independentes de Western
blot. Os valores sdo representados como média £ EPM. * P <0,05 (N = 7 por grupo). Analise
realizada pelo teste de Mann-Whitney.
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7.4 Avaliagdo das concentragdes séricas hormonais

Os niveis séricos de ACTH e corticosterona do grupo SA nao diferiram do grupo C
aos 180 dias de idade (Figura 6).
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Figura 6: Efeito da superalimentacdo pds-natal sobre a concentragdo sérica de ACTH (A) e
corticosterona (B) nos grupos C e SA aos 180 dias de idade. Os valores sdo representados
como média + EPM (N = 7 por grupo). Analise realizada pelo teste de U Mann-Whitney.
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7.5 Determinagéo de catecolaminas totais

N&o observamos alteracdo da massa da glandula adrenal (Figura 7A) no grupo SA.
Entretanto a superalimentacdo pds-natal resultou em maior conteddo absoluto de
catecolaminas adrenais (+35%, Figura 7B) assim como maior contetdo relativo (+40%,
Figura 7C) aos 180 dias de idade.
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Figura 7: Efeito da superalimentacdo pos-natal sobre o peso da glandula adrenal (A),
conteudo absoluto (B) e relativo (C) de catecolaminas adrenais os grupos C e SA aos 180 dias
de idade. Os valores sdo representados como média + EPM. * P <0,05 (N = 7 por grupo).
Analise realizada pelo teste t de Student ndo pareado.
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7.6 Secrecao in vitro de catecolaminas

Como demonstrado na figura 8, o grupo SA apresentou maior secrecdo in vitro basal

(+53%) e estimulada por cafeina (+43%) de catecolaminas adrenais aos 180 dias de vida.

Secrec¢do de catecolamanas

C SA C SA

Basal Estimulada

Figura 8: Efeito da superalimentacdo pos-natal sobre a secre¢do de catecolaminas pela medula
adrenal. Secrecdo in vitro basal e estimulada por cafeina de catecolaminas nos grupos C e SA aos 180
dias de idade. Os valores sdo representados como média £ EPM. * P <0,05 (N = 7 por grupo). Analise
realizada pelo teste t de Student ndo pareado.

7.7 Avaliacdo da via de sintese das catecolaminas

Aos 180 dias de vida, os ratos SA apresentaram maior conteddo adrenal de tirosina
hidroxilase (+31%, Figura 9A) e de DOPA descarboxilase (+90%, Figura 9B), entretanto néo
houve alteracdo no conteldo das enzimas dopamina [ hidroxilase (Figura 9C) e

feniletanolamina N metiltransferase (Figura 9D).



44

A
=39 ® 200
S —= < —
T 20.0 < 15.0-
= <
8 S
o A 10.0-
3 10.01 o 100
fo} o
— o
5 3 504
© o0 £
U= c
T 8 ool
C SA :
C SA
C D
:('\ 3.01 2 3.09
] T S
'_
L 2.0- = -1
& z
()
3 1.0 S
% : § 1.04
= (0]
3 :
O 0.0 O 0.0
c SA C SA

C SA C _SA

THl- — -IPM: 60 kDa
DBHI*.;PM: 72 kDa

FNMTl- S — -IPM: 31 kDa
Bactinal —_—— ‘-]PM: 42 kDa

Figura 9: Efeito da superalimentacdo pos-natal sobre o contetdo de TH (A), de DOPA-d (B),
de dopamina B-hidroxilase (C) e de feniletanolamina N metiltransferase (D) em homogenatos
de medulas adrenais de ratos dos grupos C e SA aos 180 dias de idade. As bandas
representam o conteddo de cada proteina analisada (E). O contedo das enzimas foi avaliado
pela densidade de pixel das bandas [unidades arbitrarias (UA)]; conteldo de actina foi
utilizado como controle. Os graficos representam um pool de duas corridas independentes de
Western blot. Os valores séo representados como média = EPM. * P <0,05 (N = 7 por grupo).
Analise realizada pelo teste de Mann-Whitney.
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7.8 Receptor de adrenalina no TAV e figado

Como observado na figura 8, aos 180 dias, 0 grupo SA nado apresentou alteracdo do
conteido de ADRB3 no tecido adiposo retroperitoneal (figura 10A). Entretanto, apresentaram
reducdo do conteido de ADRB2 no figado (-45%, Figura 10A).
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Figura 10: Efeito da superalimentacdo pds-natal sobre o conteudo do receptor P3-
adrenérgicos (ADRB3) no tecido adiposo retroperitoneal (A) e do receptor 2-adrenérgicos
(ADRB2) no figado (B) dos grupos C e SA aos 180 dias de idade. As bandas representam o
conteldo de cada proteina analisada. Os conteudos de ADRB3 e ADRB2 foram avaliados
pela densidade de pixel das bandas [unidades arbitrarias (UA)]; conteddo de actina foi
utilizado como controle Os gréaficos representam um pool de duas corridas independentes de
Western blot. Os valores sdo média + EPM. * P <0,05 (N = 7 por grupo). Analise realizada
pelo teste de Mann-Whitney.
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7.9 Alteracdes bioquimicas hepéticas

Os ratos adultos SA apresentaram, aos 180 dias de vida, maior peso tecidual, assim
como maior conteudo hepatico de glicogénio e de triglicerideo (+18%, +79%, +49%, Figuras
11A, 11B e 11C, respectivamente).
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Figura 11: Efeito da superalimentagdo poés-natal sobre a razdo peso do figado pelo
comprimento da tibia (A), conteido de glicogénio (B) e triglicérides (C) no figado de ratos
dos grupos C e AS aos 180 dias de idade. Os valores séo representados como média £ EPM. *
P <0,05 (N = 5-7 por grupo). Analise realizada pelo teste t de Student ndo pareado.
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7.10 Histologia do figado

Como verificado na figura 12, a analise histolégica do figado, tanto pelo método de
Oil Red O quanto por hematoxilina/eosina, evidenciou maior densidade de goticulas de
lipidios nos hepatécitos no grupo SA aos 180 dias de vida (+13 vezes, P<0,05),

caracterizando um quadro de microesteatose hepatica.
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Figura 12: Efeito da superalimentacdo pos-natal sobre caracteristicas morfométricas
hepéticas. Fotomicrografias de figado observado em objetiva de 60x para coloragdo por H &
E (A; B) e objetiva de 100x para coloragdo por Oil Red O (C; D) em cortes histologicos dos
grupos C e SA aos 180 de idade. Goticulas lipidicas sdo indicadas por setas em ambas as
fotografias do grupo SA. Anadlise da porcentagem de esteatose (E). Os valores sdo
representados como média £ EPM. * P <0,05 (N =5 por grupo). Analise realizada pelo teste t
de Student ndo pareado.



Tabela 2: Resumo dos principais achados do modelo experimental de

obesidade neonatal por reducdo do tamanho da ninhada

Massa corporal adulto T 15%
Ingestdo alimentar adulto N 15%
Massa de gordura visceral total oy 79%
Massa de gordura epididimal T 77%
Massa de gordura retroperitoneal T 92%
Massa de gordura mesentérica T 93%
Conteudo e quantificacdo de CRH = -

Conteudo e quantificacdo de ACTH = -

ACTH e corticosterona no soro = -

Peso da glandula adrenal = -

Conteudo absoluto de catecolaminas totais 0 35%
Conteldo relativo de catecolaminas totais X 40%
Secrecdo basal in vitro de catecolaminas o 53%
Secrecdo estimulada in vitro de catecolaminas o 43%
Conteudo de TH na medula adrenal 0 31%
Contetido de DOPA-descarboxilase na medula adrenal X 90%
Contetdo de DBH e FNMT na medula adrenal = -

Contetdo de ADRB3 no TAV = -

Conteudo de ADRP2 no figado J 45%
Peso do figado o 18%
Conteudo de glicogénio hepético 0 79%
Conteudo de triglicerideo hepético 0 49%
Porcentagem de esteatose 0 13x

48
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8 DISCUSSAO

Os hormonios do estresse, GC e catecolaminas, sdo importantes reguladores do
metabolismo do tecido adiposo. Além disto, sdo amplamente associados a obesidade, seja por
estimular a ingestao alimentar ou por modular o armazenamento de &cidos graxos (Dallman et
al., 2001; Epel et al., 2001; Tentolouris et al., 2006; Campbell et al., 2011; Peckett et al.,
2011), tornando-se importante a compreensdo dos seus efeitos sobre a regulacdo do
metabolismo energético.

No presente estudo, a reducdo do tamanho da ninhada durante a lactacdo resultou,
dentre outras alteracOes, em hiperfagia e obesidade da prole por toda vida, corroborando
resultados anteriores realizados em nosso laboratorio (Rodrigues et al., 2009; Rodrigues et al.,
2011; Conceicéo et al., 2011) e por outros grupos (Plagemann et al., 1992; Velkoska & Cole,
2005; Moreira et al., 2009; Ferreti et al., 2011; Soares et al., 2012). Esse modelo de
programacao resulta também na reducéo da sensibilidade ao efeito anorexigeno tanto a leptina
(Rodrigues et al., 2011; Zhang et al., 2011) quanto a insulina (Plagemann et al., 2010) e esta
associada a reducdo da termogénese no tecido adiposo marrom (Xiao et al., 2007). Estudos
sugerem que esse perfil esteja associado aos elevados niveis séricos de insulina, leptina e
glicose durante o periodo critico da lactagdo, que podem alterar, por toda vida, os padrfes de
expressao génica das cascatas de sinalizagcdo envolvidas no gerenciamento dos estoques
energéticos (Plagemann et al., 1999a, 1999d e 2010).

Alguns trabalhos sugerem que a obesidade visceral estd associada a elevados niveis
séricos de GC, semelhante ao que ocorre na sindrome de Cushing (Livingstone et al, 2000;
Plagemann, 2004; Peckett et al., 2011; Gathercole et al., 2011; Baudrand et al., 2011; Shah e
Lila, 2011). Entretanto, a obesidade sem alteracdo neste parametro também & descrita
(Andrew et al., 1998; Jessop et al., 2001; Boullu-ciocca et al., 2005; Hou et al., 2011). Os
ratos SA apresentam maturacdo precoce do eixo HHA, caracterizada por maior expressao de
CRH no hipotalamo, maior peso da glandula adrenal, elevado ACTH sérico e corticosterona
ao desmame (Boullu-ciocca et al., 2005). Entretanto, ao avaliarmos uma possivel disfungéo
persistente do eixo HHA nos animais SA adultos, observamos que os niveis basais de CRH
hipotalamico, de ACTH hipofisario e sérico e a corticosteronemia ndo apresentaram alteracéo
significativa, sugerindo uma normalizagdo do eixo HHA, com o envelhecimento. Esta
normalizagdo do eixo HHA também foi observada em camundongos transgénicos
(C57BI6/DBAZ2) aos 190 dias, criados em ninhadas reduzidas (Ferretti et al., 2011).
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Corroborando o estudo de Spencer & Tilbrook, (2009), verificamos
normocorticosteronemia aos 180 dias, apesar da elevada massa de tecido adiposo visceral. A
literatura aponta que além da hiperatividade do eixo HHA, a obesidade pode estar relacionada
a alteracdes no contetdo tecidual de GC, bem como da atividade de enzimas que regulam seu
metabolismo local (aumento da enzima 11BHSDI1, do receptor de glicocorticoide e redugao de
50 redutase tipo 1 e 5B redutase). Essas modificacOes teciduais podem levar a maior
sensibilidade tecidual aos GC e consequente favorecimento ao aumento do estoque de
substratos energéticos na forma de lipidios e glicogénio (Cooper & Stewart, 2009; Masuzaki
et al., 2003; Paterson et al., 2004; Walker, 2007).

A 11B-HSD1 €é uma enzima que converte a forma inativa do GC, 11
dehidrocorticosterona, a sua forma ativa corticosterona (em roedores), resultando em maior
geracdo local de GC. Velkoska e Cole (2005), utilizando o modelo de programacao pela
superalimentacdo neonatal, atribuiram a maior adiposidade ao aumento na producao tecidual
de GC devido ao elevado conteudo de 11B-HSD1 no tecido adiposo aos 120 dias, que também
foi confirmado pela maior expressao e atividade desta enzima aos 112 dias (Hou et al., 2011).
Assim, um maior contetdo de GC no tecido adiposo resulta em aumento da adipogénese,
mediada por maior expressdo da lipase de triglicerideos no tecido adiposo e maturacdo dos
pré-adipocitos (Xu & Bjorntorp, 1990). Assim, supomos que nossos ratos SA apresentem
maior contetdo de 11B-HSD1 no tecido adiposo aos 180 dias, conferindo maior producédo
local de GC.

Outro sistema neuro-hormonal que apresenta capacidade de interferir na modulacao
das reservas energéticas € 0 SNS e medula adrenal. A ativacdo desse sistema ndo ocorre de
forma generalizada, mas sim de forma seletiva (Macdonald et al., 1995). Um exemplo que
merece destaque sdo os individuos obesos e hipertensos, que algumas vezes apresentam maior
atividade simpatoadrenal associada a menor sensibilidade tecidual a atividade catabdlica das
catecolaminas (Davy & Hall, 2004). Outra possibilidade é uma inibicdo mais abrangente do
sistema simpatoadrenal. De fato, ratos obesos que foram tratados com MSG na lactacdo
apresentam reducdo do ténus simpético e da secrecdo basal de catecolaminas pela medula
adrenal (Andreazzi et al., 2011).

Interferéncias nutricionais na janela critica da lactacéo estdo relacionadas as alteracfes
no padrdo de funcionamento do sistema simpatoadrenal em longo prazo (Young, 2002;
Fagundes et al., 2007; Laborie et al., 2011). O modelo de indugéo de obesidade pela reducédo

do tamanho da ninhada na lactacdo estd associado & menor atividade das terminacGes
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simpaticas do tecido adiposo marrom, rim e coracdo mediante estimulo por sacarose (Young,
2002) e menor atividade lipolitica mediada pelas catecolaminas no tecido adiposo marrom na
idade adulta (Xiao et al., 2007). Estes resultados refletem a reducdo da capacidade
termogénica do tecido adiposo marrom favorecendo o desenvolvimento da obesidade.

Apesar da menor sensibilidade demonstrada em estudos anteriores, o presente estudo
apresenta, pela primeira vez, o elevado conteudo tecidual de catecolaminas no grupo SA aos
180 dias, provavelmente devido ao aumento do conteudo das enzimas TH e DOPA
descarboxilase na medula da glandula adrenal. Anteriormente, Lau e colaboradores (1988)
identificaram um aumento transitério (da lactacdo ao inicio da puberdade) da atividade das
enzimas TH e FNMT em ratos Sprague-Dawley submetidos ao mesmo modelo experimental.
Além da maior sintese adrenal de catecolaminas, nossos animais também apresentaram maior
secrecdo basal e estimulada por cafeina, sugerindo uma maior concentracdo sérica de
catecolaminas. Tal fato poderia estar funcionando como um fator contribuinte para o
desenvolvimento da hipertensdo arterial apresentada por esses animais na idade adulta
(Plagemann et al., 1992; Peng et al., 2006).

Modelos de programacdo metabolica que apresentam obesidade materna ou da prole
durante a lactacdo apresentam também hiperleptinemia neonatal (Plagemann et al., 1999;
Rodrigues et al., 2009; Oben et al., 2011). Esse fato assume grande relevancia para a
compreensdo da hiperfuncdo adrenomedular apresentada por ratos na idade adulta tanto no
modelo SA quanto no modelo de obesidade materna (Oben et al., 2011). Nosso grupo
demonstrou que isoladamente a hiperleptinemia durante a lactacdo é capaz de promover a
hiperfuncdo adrenomedular na idade adulta (Trevenzoli et al., 2007; Fraga-Marques et al.,
2009; Trevenzoli et al., 2010a). A acdo estimulatéria da leptina sobre a atividade simpética
pode ocorrer tanto a nivel central (Baltatzi et al., 2008), quanto diretamente sobre as células
cromafins (Takekoshi et al., 1999). No modelo de hiperleptinemia neonatal, ao que parece o
estimulo para maior producdo de catecolaminas pela medula da adrenal € central, através do
estimulo que a leptina exerce no sistema nervoso simpatico a nivel central, pois a
administracdo de leptina em medulas adrenais isoladas, resultou em menor secrecdo de
catecolaminas no grupo programado pela hiperleptinemia neonatal. Ademais, a via de
sinalizacéo da leptina apresentou menor OBR e JAK2 nas medulas dos animais programados
(Trevenzoli et al., 2010). Sugerindo que a hiperleptinemia neonatal produz alteracdes a nivel
central que elevam a atividade adrenomedular da prole na idade adulta, mas que a resposta da

medula ao efeito estimulatério da leptina € menor nestes animais programados.
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Em outro modelo de programacdo estudado em nosso laboratério (Pinheiro et al.,
2011), em que as maes sdo tratadas com nicotina durante os 15 primeiros dias de lactagéo,
estes animais também desenvolvem hiperleptinemia ao final do tratamento, porém ao
contrario do modelo SA, em que a leptinemia é normalizada na idade adulta, no modelo da
programac&o por nicotina, os animais sao hiperleptinemicos. Provavelmente, em fungéo desta
diferenga, estes animais apresentam fendtipo diferente dos animais SA, quando adultos. No
modelo de programacéo por nicotina, ocorre maior expressdo de CRH no hipotalamo, maior
marcacdo de ACTH na hipofise, maior corticosteronemia, e assim como no nosso modelo de
SA, maior expressdo de TH e conteudo de catecolaminas, porém a secrecdo basal ou
estimulada de catecolaminas in vitro ndo foi aumentada. Outra diferenca importante, é que o
ADRB3 no tecido adiposo visceral foi aumentado no modelo de programacao por nicotina,
enquanto apresentou alteracdo no modelo SA. Como estes animais apresentam em comum
hiperleptinemia neonatal, as similaridades como o aumento do contetdo de catecolaminas na
medula, podem ser devido a este imprinting. Entretanto, as alteragdes no eixo HHA no grupo
nicotina podem ser causada pela hiperleptinemia do animal adulto. Como a leptina estimula o
CRH (Peckett et al., 2011), o aumento observado pode estar associado a hiperleptinemia.
Desta forma, a auséncia de alteragdo no eixo HHA do modelo SA, ressalta a importancia da
normoleptinemia na fungdo normal deste eixo.

Considerando que os animais SA apresentam obesidade visceral, seria esperada uma
reducdo da sensibilidade a lipdélise mediada pelas catecolaminas, conforme ja descrito em
outros modelos de obesidade (Collins et al., 1999; Dos Santos et al., 2012). Contudo, a
superalimentacdo po6s-natal ndo esta associada a reducdo do contetdo de ADRB3 no tecido
adiposo retroperitoneal. E pouco provavel que haja alteracio no subcutineo, pois ndo ha
relatos desta associacdo na obesidade. Por outro lado, uma limitacdo deste estudo é nédo
termos feito também o ADRB2 no tecido visceral. Lembramos que no modelo de
programacdo por administracdo materna de nicotina na lactacdo o ADRB3 visceral esta
aumentado, mas a secrecdo de catecolamina esta diminuida, sugerindo um menor estimulo
catecolaminérgico neste tecido e dai a desinibicdo da expressdo deste receptor, explicando
entdo a obesidade nos animais programados por nicotina neonatal (Pinheiro et al., 2011).
Estudos anteriores demonstraram que o0s ratos SA apresentam aumento de &cidos graxos
livres, triglicerideo e colesterol aos 120 dias (Boullu-ciocca et al., 2005), porém néo
apresentam alteracdo nos niveis séricos de triglicerideo e LDL-c aos180 dais, que apesar da

reducdo do HDL-c sugere uma normalizacdo do perfil lipidico nesta idade mais avancada
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(Martins et al., 2008; Rodrigues et al., 2011). No presente trabalho ndo avaliamos a isoforma
a2 de receptores adrenérgico no tecido adiposo. Sua contribui¢do para a manutengéo da massa
de tecido adiposo ndo pode ser menosprezada, uma vez que maior expressdo deste receptor é
descrita em modelos de obesidade, mediando o efeito antilipolitico exercido pelas
catecolaminas (Jocken & Blaak, 2008). Em conjunto, tais resultados sugerem uma taxa
lipolitica dentro de padrdes de normalidade, sugerindo que a hipertrofia dos adipécitos dos
ratos SA (Conceicdo et al., 2011) ndo esteja associada a reducdo da taxa lipolitica.

O figado é um 6rgdo que desempenha importante papel no metabolismo energético.
Entre outras funces, € responsavel pelo armazenamento de substratos energéticos que sdo
mobilizados em resposta a curtos periodos de jejum e estresse (Raddatz e Ramadori, 2007). O
figado é o principal reservatério de glicose para os outros tecidos. O armazenamento da
glicose sob a forma de glicogénio é estimulado pela concentracdo sérica de nutrientes como
glicose, frutose e aminoécidos gliconeogénicos, de horménios como a insulina e GC, e pelo
estimulo do sistema parassimpético (Bollen et al., 1998). J& a degradacdo do glicogénio a
glicose € estimulada pelo glucagon, horménio tireoidiano, sistema simpatoadrenérgico e
prostaglandinas (Bollen et al., 1998). Considerando a importancia das catecolaminas
(principalmente da adrenalina) para a glicogenolise ¢ B-oxidacao de acidos graxos no figado,
quantificamos o contetdo hepatico de ADRB2 para avaliar a sensibilidade hepética as
catecolaminas em ratos SA aos 180 dias. Constatamos menor contetdo de ADRB2 nestes
animais, o que sugere que a menor sensibilidade as catecolaminas no figado, provavelmente
por inibicdo na sintese de receptores exercida pelo excesso de catecolaminas séricas,
fendmeno conhecido como downregulation.

Outra explicacdo para menor sensibilidade hepéatica as catecolaminas seria que a
superalimentacdo neonatal e/ou a persistente hiperfagia induzisse o desenvolvimento de um
mecanismo hepético de tamponamento dos niveis séricos de substratos energéticos, por um
mecanismo de retencdo de glicose sob a forma de glicogénio. Tal hipdtese ajudaria a
compreender a normoglicemia e normoinsulinemia de jejum observada por Rodrigues e
colaboradores (2011) no mesmo modelo de redugédo de ninhada, aos 180 dias de vida.

Além disto, recentemente evidenciamos que o figado dos ratos SA também apresenta
menor contetido de nitrito que esta diretamente relacionado a um menor conteudo de 6xido
nitrico (Conceicdo & Franco, artigo submetido), que tem sua producdo proporcional a
glicogendlise hepatica mediada pela ativagdo do ADRB2 (Hodis et al., 2007), reforcando a

hipbtese de menor efeito catabdlico das catecolaminas no figado desses animais.
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O maior conteudo de glicogénio hepatico nos animais SA contribui para a
normoglicemia de jejum descrita previamente neste modelo (Rinaldi et al., 2008; Rodrigues et
al., 2011). Além da menor sensibilidade aos efeitos catabolicos das catecolaminas, 0 modelo
SA apresenta outras importantes alteraces hormonais que favorecem o acumulo de
glicogénio no figado. Rodrigues et al., 2009 menor concentracdo sérica de hormonios
tireoidianos nos ratos SA aos 180 dias de vida. Como o T3 estimula a glicogendlise pelo
aumento da concentracdo intracelular de calcio e consequente ativacdo da enzima glicogénio
fosforilase quinase o (Daza et al., 1997), o hipotireoidismo observado neste modelo, pode
estar contribuindo para a maior deposicao hepética de glicogénio (Pickard et al., 2003). Outra
possibilidade seria uma maior sensibilidade hepatica a corticosterona (Paterson et al., 2004;
Edgerton et al., 2010) nos animais SA, uma vez que os glicocorticGides promovem a
inativagdo da enzima glicogénio fosforilase a e ativacdo da glicogénio sintase favorecendo a
formagdo de glicogénio (Moore et al., 1998). De fato, j& foi caracterizado maior expressdo e
atividade da 11BHSD1 e menor expressio de 5B redutase hepéticas no modelo de
programacdo por reducao de ninhada (Hou et al., 2011).

Ainda considerando a importancia do figado para a modulacdo dos substratos
energeéticos evidenciamos pela primeira vez neste modelo, um quadro de esteatose hepatica
ndo alcoolica, que é considerada uma importante manifestacdo da sindrome metabdlica e que
esta relacionada ao declinio de sua capacidade hepética de lidar com a glicemia e com o fluxo
de acidos graxos livres (Pietildinen et al., 2005). Estudos demonstram a relacdo entre a
programacdo fetal e neonatal e comprometimento do metabolismo de lipidios no figado e
consequente desenvolvimento de esteatose hepéatica ndo alcodlica (Hogg et al., 2011;
Trevenzoli et al., 2010b). Souza-Mello et al., (2007) encontraram resultados semelhantes em
ratos adultos programados pela restricdo protéica durante a gestacdo associada a oferta de
dieta hiperlipidica na lactacdo. Modelos experimentais de obesidade materna também estéo
relacionados ao desenvolvimento de esteatose hepatica ndo alcodlica na prole. A oferta de
uma dieta de cafeteria durante a gravidez e lactacdo resulta no desenvolvimento de esteatose
hepética na prole aos 3 meses de idade, associado a maior lipogénese e a menor B-oxidacéo
(Bouanane et al., 2010). Isoladamente a oferta de dieta materna hiperlipidica na lactacdo
também é capaz de induzir alteragfes estruturais e metabolicas do figado da prole (Oben et
al., 2010).

Frequentemente a obesidade esti associada a elevada deposicdo de triglicerideos no

figado (Jakobsen et al., 2007) e a resisténcia hepatica a insulina (Pietilainen et al., 2005).
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Curiosamente os ratos superalimentados durante a lactagdo ndo apresentam
hipertrigliceridemia, hipoadiponectinemia, hiperleptinemia ou hiperinsulinemia (Rodrigues et
al., 2011) que séo alteracbes consideradas necessarias para inducédo a esteatose hepatica ndo
alcoolica em outros modelos (Souza-Mello et al., 2007; Bouanane et al., 2010; Trevenzoli et
al., 2010b). Entretanto, é importante ressaltar que os ratos SA apresentaram resisténcia a
insulina (Conceicdo & Franco, artigo submetido), outro importante fator envolvido no
acumulo de substratos energéticos no figado. Em um estudo realizado para avaliar o efeito de
uma dieta hipercalorica sobre o acumulo de lipidios e a sensibilidade hepética a insulina,
excluindo o efeito da resisténcia a insulina nos demais tecidos, ratos adultos foram
alimentados com dieta hiperlipidica por apenas 3 dias. Como resultado, esses ratos
apresentaram esteatose hepatica e resisténcia a insulina caracterizada pela menor fosforilacao
de IRS1 ¢ IRS2 por aumento da atividade de INK1 e contetido de PKCy no figado (Samuel et
al., 2004). Demonstramos recentemente que o0s ratos SA apresentam resisténcia insulinica
hepética caracterizada pela reducdo dos contetdos da isoforma [ do receptor de insulina, do
IRS1 e fosfo-IRS1, da PI3K e da Akt aos 180 dias (Conceicdo & Franco, artigo submetido).
Além disso, os ratos SA apresentam aumento da atividade de enzimas lipogénicas hepaticas
aos 140 dias, a acido graxo sintase, ATP citrato liase, enzima malica e glicose-6-fosfato
desidrogenase (Duff & Snell, 1982), que também contribuem para o acimulo de triglicerideos
no figado, encontrado no presente estudo.

Nosso estudo demonstra que mesmo sem oferta de dieta rica em gorduras, a
programacdo pela SA leva ao desenvolvimento de esteatose hepética ndo alcoolica na idade
adulta. Isto provavelmente resulta da menor sensibilidade hepética as catecolaminas e a
insulina e da maior sensibilidade aos GC.

Em conjunto, nossos resultados indicam que o estado nutricional durante a lactacéo é
de extrema importancia para o desenvolvimento adequado dos sistemas metabolicos
responsaveis pela manutencdo dos estoques energéticos. Demonstramos que a fungdo da
medula adrenal é sensivel a superalimentacdo pés-natal, resultando na sua hiperativacdo na
idade adulta, embora associada a menor sensibilidade tecidual. Além disso, os ratos SA
apresentam alteragcdes metabolicas que favorecem o armazenamento de lipidios no figado e no
tecido adiposo. Portanto, nossos achados contribuem para um melhor entendimento a respeito
de como alteracdes no eixo adrenal podem contribuir para o estabelecimento de esteatose

hepética, hipertensdo e outras doengas crbnicas relacionadas a obesidade, e que essas
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alteracbes podem ser estabelecidas por modificagdes no padrdo nutricional e endocrino em
estagios onde ocorrem maior plasticidade.
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9 CONCLUSAO

A superalimentacdo neonatal causada pela reducdo do tamanho da ninhada leva ao
desenvolvimento de hiperfagia e obesidade. Nossos resultados indicam que a regulacdo
central do eixo hipotdlamo-hipéfise-cortex adrenal aparentemente encontra-se normal.
Entretanto, hd uma hiper-ativacdo adrenomedular caracterizada pela maior sintese, contetdo e
secrecdo de catecolaminas. Aparentemente, a sensibilidade as catecolaminas do tecido
adiposo visceral esta preservada. Entretanto, sugerimos que o maior conteudo de glicogénio e
triglicerideos do figado seja devido a uma menor sensibilidade as catecolaminas, pois o
receptor ADRB2 esta menos expresso no figado. Embora a superalimentacdo neonatal resulte
em hiperfuncdo adrenomedular, sua sensibilidade periférica é tecido-especifica. Desta forma a
menor sensibilidade hepética a catecolaminas pode contribuir para a microesteatose hepatica
observada neste modelo e a maior secregdo de catecolaminas pode induzir a hipertenséo

arterial relatada por outros autores neste modelo.
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Abstract

Nutritional and hormonal status at early phases of development are related to epigenetic changes,
promoting disease development. Childhood overweight is related with late obesity, insulin resistance
and higher cardiometabolic risk. Rats overfed during lactation show higher visceral adiposity,
hyperphagia leptin resistance and hypertension in adulthood. Previously. we demonstrated that
neonatal hyperleptinemia is associated with adrenal medullary hyperfunction and liver steatosis at
adulthood. Here, we evaluated the adrenal function and liver tissue of adult obese rats that were
overfed during lactation. To induce early overfeeding, the litler size was reduced from ten to three
male pups at the third day of lactation until weaning (SL). Control group had ten rats per liter (NL).
After weaning, rats had free access to standard diet and water until 180 days old (1 animal from each
litter, n=7). Significant differences had p<0.05. The SL group presented higher adrenal
catecholamine content (absolute: +353% and relative: +40%), tyrosine hydroxylase (+31%), DOPA
decarboxylase (+90%) protein contents, basal and caffeine-induced catecholamine in virro secretion
(+35% and +43%, respectively). However, hormones of the hypothalamic-pituitary-adrenal cortex
axis weme unchanged. The Ps-adrenergic receptor content in visceral adipose tissue was unchanged in
SL rats, but the pradmenergic receptor in the liver was lower (-43%). SL group showed higher
glycogen and triglycerides contents in liver (+79% and +49%. respectively), which showed
microesteatosis. Although the neonatal overfeeding leads to higher adrenomedullary function, adult
obese SL rats have a dysfunction in hepatic pr-adrenergic receptor, which can contribute for the

hepatic dysfunction characteristic of liver obesity complications.
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Introduction

Epidemiological studies have demonstrated an increased prevalence of obesity in many
countries in all age groups (Formiguera and Canton, 2004). The obesity is related with increased
incidence of co-morbidities, such as hypertension. dyslipidemia, type Il diabetes and nonalcoholic fat
liver disease (NAFLD) and muscle steatosis (Zelber-Sagi zelv er al., 2011). Clinical, epidemiological
and experimental studies show that childhood obesity is associated with early nutritional status and
long-term consequences upon energy balance, feeding behavior and body composition (Barker,
2004; de Moura er al., 2008). First this phenomenon was named as programming however nowaday s
it has been called developmental plasticity. due its more probabilistic than deterministic nature
{Gluckman and Hanson, 2007).

Ovemutrition in rats may be induced by reducing litter size and it causes increase of body fat
content, triglycerides, insulin, leptin and glucose serum levels at weaning (Plagemann er al., 1999;
Rodrigues er al., 2009). Momover, the early overfed rats present structural and functional
hypothalamic changes (Plagemann e al., 199%; Rodrigues er al., 2011; Ferretti er al., 2011). In this
model, it was showed the increased number of hypothalamic immunopositive neurons to NPY and
galanin (Plagemann er al., 19993, 1999b) and leptin and insulin resistance to the anorexigenic effect
(Davidowa and Plagemann, 2000; Davidowa and Plagemann, 2001, Rodrigues er al. 2011). These
changes may have an important role during the organ and system development involved in food
intake and body weight regulation, and may contribute to a higher risk of diseases related to obesity
at adulthood (Reilly and Kelly, 2011).

Early overfed rats had hyperleptinemia at weaning (Rodrigues er al.. 2011) and in our model
of experimental neonatal hyperleptinemia, we suggest that the increased level of leptin during this
deve lopmental plasticity window is an important stimulator of adrenal sympathetic function, which
persist  through adulthood. Also, in this programming model. we showed hypertension,

hypertriglyceridemia and microesteatosis (Trevenzoli er al, 2007; Trevenzoli er al, 2010b).
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However, in the early overfeeding model it was demonstrated in adult rats, a lower sympathetic
activity stimulated by dietary sucrose in heart and lower sympathetic activity in brown adipose
tissue, contributing to reduction of thermogenesis and energy expenditure, which explain, at least in
part, the obese phenotype (Young, 2002). Thus, the autonomic function that is involved in the
regulation of glucose and lipid metabolism may also be affected by early overnutrition, contributing
to late metabolic disorders, such as obesity, insulin resistance and hypertension at adulthood
iPlaggeman et al., 1992; Peng er al., 2006).

It is well known that adrenal catecholamines are involved in energetic homeostasis
iNonogaki, 2000). It promotes a global catabolic response, increasing the liver glucose release and
lipolysis. Catecholamines bind to B2 and B3 adrerergic receptors at hepatocytes and adipocytes,
mrespectively (Blaak er al., 1993) In the liver, this activates glycogen phosphorylase and glucose-6-
phosphatase resulting in glycogen breakdown (Yorek er al., 1980). In adipocytes, catecholamines
induce the hormone sensitive lipase (HSL) activation, which hydrolyzes tnglycerides (Djouder er al.,
2010).

It has been shown that glucoconticeids (GC) may influence fat and glucose depots affecting
adipogenesis, lipogenesis/lipolysis as well as glycogenesis/meoglycogenesis (Campbell er al, 2011).
Furthermore, GC are involved in  chromaffin  cell differentiation and upregulate the
phenylethanolamine  N-methyltransferase (PNMT) expression, increasing the conversion of
norepinephrine to epinephrine (Ross er al, 1990). Also, CG increases liver catecholamine sensitivity,
through stimulation of the 2 adrenergic receptors mRNA expression (Comett e al., 1998).

There are some reports that suggest an alteration of the hypothalamic- pituitary-adrenal cortex
(HPA) axis associated with obesity and metabolic disorders (Pasquali er al, 1993; Mastorakos &
Zapanti, 2004). Concerning early overfeeding model, it was demonstrated that overfed rats had an
anticipation of maturation of the HPA axis and higher serum ACTH and corticosterone at weaning

iBoullu-Ciocca er al., 2005). When adult, females that were early overfed showed increased HPA
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response to immobilization stress while males had normal response (Spencer and Tilbrook, 2009).
Thus, it is possible that a HPA axis dysfunction could be obesogenic in early overfed rats.

The aim of this study was to evaluate the influence of early overfeeding on adrenal function
and its contribution to energetic homeostasis, especially in liver tssue, at adulthood. Here we
measured the hormonal status of the HPA axis itissue CEH-ACTH and serum ACTH-
corticosterone ), the adrenal catecholamine, the medullary in virro catecholamine melease and the
catecholamine synthesizing enzymes content in adrenal glands. We also evaluated the sensitivity to
catecholamines through quantification of P2 and P3 adrerergic receptors content (ADRB2 e
ADRR3) in liver and adipocyte, glycogen and triglycerides liver storages as well as morphological

liver analyses in adult animals raised in small litter.

Materials and Methods

Experimental model

The use of the animals according to our experimental design was approved by the Animal
Care and Use Committee of the Biology Institute of the State University of Rio de Jameiro
(CEUAS 842007, CEUASOG2009). Wistar rats were housed in a temperature-controlled room {25+
1°C) with artificial dark—light cycles (lights on at 07:00h, lights off at 19:00h). Adult virgin female
rats weme caged with male rats. Afier mating, each female was placed in an individual cage with free
access to water and food until delivery. To induce postnatal early overfeeding, 3 days after birth the
litter size was adjusted to 3 male pups per litter (group SL) (Plagemann er al., 1992; Rodrigues er al.,
2009). Litters containing 10 rats per dam were used as controls { group NL). The animals analyzed in
this study were from 7 litters per group. Afier weaning, groups had free access to water and a
standard diet. Body weight gain was daily monitored during lactation. From weaning until the
postnatal day 180 (PN 180), body weight and food intake (g/100g BW) were monitored every 4 days.

One rat from each litter was killed in PN 180 by rapid decapitation. Blood samples, adrenal glands,

n
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visceral adipose tissue (VAT) and liver samples were collected and stored at - 20°C until the
experiments. Left adrenal glands were collected for in vire assay using isolated freshly medullae as
described below. The ratio of liver mass/tibia length was estimated by the Scherde method (Scherle,
1970). The hydrostatic livers weights were normalized by the right tibia length, from the condyles to

the tip of the medial malleolus.
Hormone measuramenis

Blood samples were centrifuged (1.000xg, 4°C for 20 min), and the serum was kept
separately at -20°C. The total serum corticosterone was measured using a specific commercial
radicimmunoassay kit for rats (ICN Biomedicals Inc., Cleveland, OH, USA) with an assay
sensitivity of 30 ng/ml and an intra assay variation coefficient of 7%. The serum ACTH
concentration was determined wsing enzyme immunoassay kit for rats according to manufacturer
instructions (Phoenix Pharmaceuticals, Inc., Burlingame, CA, USA) with range of detection from 0

to 25 ng/ml and intra assay varation of 2,05%,

Immunohistochemistry

The corticotrophin-releasing hormone (CRH) and adrenocorticotropic hormone (ACTH) were
analyzed by immunohistochemistry. Rats (5 animals per group from different litters) were
anaesthetized with avertin™ (0.3 mg/kg i.p.) and submitted to intracardial perfusion with 0.9% saline
solution followed by 4% paraformaldehyde in 100 mM phosphate buffer (pH 7.4) and then by 4%
paraformaldehyde plus 10% sucrose for eryoprotection. Tissues were immersed in 100mM
phosphate buffer containing 20% sucrose overnmight at 4°C. Hypothalamus and pituitary were
sectioned at 20 pm on a cryotome at —20°C and collected in gelatinized slides. Hypothalamus
sections containing the paraventricular nucleus were collected according to Paxinos and Watson

(1998), starting from Bregma -1.88mm.
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For immunostaining, sections were treated with a 0.3% PBS-Triton X-100 soluton, followed
by incubation with the blocking solution Image-1T{R) FX signal enhancer {Invitrogen, Grand Island,
NY, USA) for 30 min at room temperature. Hypothalamus sections were incubated with ant-CRH
irabbit polyclonal antibody, diluted 1:100 from Abcam Inc., MA, USA), and pituitaries were
incubated with anti-ACTH (mouse monoclonal antibody, diluted 1:100 from Santa Cruz
Biotechnology Inc.; CA, USA) overnight at 4°C. Immunoreaction was visualized by incubation with
the appropriated secondary antibody for 1 h at room temperature: donkey anti-rabbit conjugated with
Alexa Fluor 488 or donkey anti-mouse conjugated with Alexa Fluor 555 (Invitrogen, Grand Island,
NY, USA). In control procedures, omission of the primary antibodie s with inclusion of the secondary
antibody produced no labeling. After nnses with PBS, sections wemr counterstained with DAFPI
i(Sigma, S5t Louis, MO, USA — diluted 1:5.000). Slides weme rinsed and mounted in ProLong Gold
anti-fading reagent (Invitrogen, Grand Island, NY, USA).

Image capturing was performed with a Microscope Confocal LSM 510 META (Carl Zeiss Inc.,
Jena, Germany). For quantification procedures we used captured images of four slices per animal. In
hy pothalamus sections, we analysed the paraventricular nucleus (PVN), in the parvocellular region.
We used the antero-posterior coordinates from Paxinos and Watson Atlas (1998) as guides to select
the appropriate histological sections and equated the levels of hypothalamus in both groups.

We quantified the number of pixels labeled by anti-CRH antibody, since this antibody labels
specially neuron fibers. For this, we used the Image-Pro Plus (version 4.5; Media Cybemetic, Inc,
Silver Spring, MD, USA), in which the segmentation tool was used in order to better differentiate the
background from CRH staining of the fibers. The program create a new mask, in gray-scale image
ibrighter pixels indicating stromger labelling), in which is calculated the average pixel intensity.
Since the cut-off point was selected by the experimenter, we decided to repeat this procedure three

times and the average results-were used as the datum.
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For ACTH quantification in pituitary, images from two fields of each pituitary (four slices per
animal) were captured. The positive cells labeled by ACTH antibody were counted and images were
counterstained with DAPL Anti-ACTH antibody labels the perinuclear region, so individual cells can

be easily identified with this labe lling.

Adrenal eatecholamine guantification

The total catecholamines (epinephrine and norepinephrine) were guantified by the
trihydrox yindole method (Trevenzoli er al, 2010a; Oliveira er al., 2010). Right adrenal glands were
homogenized in 10% acetic acid and centrifuged (1,120xg, 5 min) and supematants were kept frozen
for later analysis. We used 50 pl of the supematant to quantify cakecholamine concentration.
Epinephrine was used as the standard. Briefly, 30 pL of the standard and the supernatant were mixed
with 250 pL of 0.5 M buffer phosphate, pH 7.0, and 25 pL. of 0.5% potassium femicyanate, followed
by incubation (20 min; ice bath). The reaction was stopped with 500 pL. of 60 mgfml ascorbic acid’
SN MNaOH (1:19 proportion), after which the samples were diluted with 2 mL of water. The
parameters used in the fluorometer L"-"icmrj; PerkinElmer, Waltham, MA, USA) were 420 nm to

excitation and 510 nm to emission.

In vitro Catecholmmine release assay

The experiment was performed in culture cell plates (96 wells) at 25°C as previously
described (Trevenzoli er al., 2010a). After sacrifice, left adrenal glands were immediately collected
and weighed: adrenal medullae were dissected out and maintained in standard Krebs-HEPES
solution, pH 7.2, for 1 h. This solution contained (in mM): 134.26 CI', 143.4 Na", 2.5 Ca:*, 1.18
]'l.'flgz", 1.2 SD,;E', 3.9 K, 25 HEPES, 0.5% BSA and glucose (85 mg/dL). Medullae were incubated
for 5 min in 200 pl of Krebs solution to evaluate basal secretion. Next, medullae were stimulated by
25 pM caffeine for 5 min (200 pLfwell; Prepotech, Rocky Hill, NI USA). To maintain the same

osmolarity of the standard Krebs-Hepes solution, an equivalent concentration of Na® (25mM) was

8
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removed from the solution containing caffeine. Then we added 20 pL of concentrated acetic acid in
the wells for improved catecholamine conservation. Medium aliquots were collected and kept at -

20°C until catecholamine measurement by fluorimetry.

Western Mlotting analysis

Left adrenal glands were homogenized in 1 mL phosphate buffer (pH 7.4), containing 1 pl
protease inhibitor cocktail (Complete™ Protease Inhibitor Cocktail Tablet, EDTA-free, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz. CA, USA) and centrifuged (13,000 rpm, 4°C for 5 min). VAT samples
i 100mg) were homogenized in 700 pL lyses buffer (20 mM Trs-HCL 10 mM NaF, 150 mM, 5 mM
and 0.1% SDS, pH 7.4) with inhibitors cocktail and centrifuged (13,000 rpm, 4°C for 25 min).
Samples of hypothalamus and pitvitary gland were homogenized on the lyses buffer (50 mM
HEPES, 1 mM MgClz, 10 mM EDTA, Trton X-100 1%, pH 6.4) containing protease inhibitors
cocktail and centrifuged (13,000 rpm, 4°C for 25 min). Protein concentration was de termined using
the BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific Inc.. Barmngton, [L, USA), and samples were
denatured in the sample buffer (30mM Tris-HCL pH 6.8, 1% SDS, 5% 2-mercaptoethanol. 10%

glycerol, and 0.001% bromophenol blue ) and heated at 95 “C for 3 min.

The samples were analyzed by the SDS-PAGE method. Homogenates were carried on 10%
polyacrylamide gel with 10 pg of total proteins in each slot of gel. and electroblotted in a
nitrocellulose membrane (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NI, USA). Membranes were
incubated with TBS containing 2% of albumin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 90 min.
Next, membranes were washed with TBS and incubated overnight with the following primary
antibodies: anti-CEH (1:100) in the hypothalamus; anti-ACTH (1:100) in the pituitary gland; anti-
TH, anti-DOPA decarboxylase, ant-DEH, anti-PNMT (both at 1:1.000) in the adrenal gland; anti-
ADER3 (1:1.000) in the TAB: anti-ADRB2 (1:1.000) in the liver, and anti-f actin (1:100) in all

tissues. Furthermore, membranes wemre washed and incubated with appropriate secondary antibodies
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conjugated to biotin for 1 h. Membranes were washed and incubated for 1 h with streptavidin
horseradish peroxidase (HRP) conjugated (Zymed. South San Francisco, CA, USA) at the same
secondary antibody concentration. Immunoreactive proteins were visualized by HRP substrate
(ECL-plus; Amersham Pharmacia Biotech. Piscataway, NJ, USA) and exposed to X-ray film. Both
area and density of protein bands were quantified by Image J 1.34s software (Wayne Rasband

National Institute of Health, Bethesda. MA., USA).

Liver triglyceride content

Total triglyceride was extracted from the liver following the adapted Folch Method er al.
(1957). Briefly, 50 mg of liver was homogenized in 1 mL of isopropanol (Vetec. Duque de Caxias,
RIJ. Brazil) and centrifuged (5,900 rpm. 10 min, at 4°C). The triglyceride content was measured by

colorimetric assay with commercial kits (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brazil).

Liver glycogen content

The glucose produced by glycogen hydrolysis was measured using a commercial kit (Glucox,
Doles. Goidnia, GO, Brazil) as described before (Trevenzoli er al., 2010b). Liver was weighed and
homogenized with 4 mL of TCA (10%). After centrifugation (1,000xg, 4°C, 10 min). 2 mL of
supernatant was added to 5 mL of absolute ethanol and frozen. After 24 h, the mixture was
centrifuged (1.000xg. 4°C. 10 min) and the supemnatant discarded. The glycogen was hydrolyzed

boiling the pellet for 30 min with 1M HCI. After the addition of 1 mL of 1 M NaOH to neutralize the

mixture, glucose was measured in 200 uL. of supernatant.

Liver histology
Liver samples were embedded in OCT (Tissue-Tek, Sakura Finetek, Torrance, CA. USA) and

sectioned into 10 ym using a cryostat to Oil Red O staining for histological evaluation of volume

density of steatosis (Vv[steatosis liver]) by image analysis method (Catta-Preta er al.. 2011). Other

10
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liver samples from the same rats were fixed in formalin (freshly prepared 1.27 mol/L. formaldehyde.
0.1 M phosphate-buffered saline, pH 7.2) and embedded in paraffin to non-serial sections of 5 pm.
The sections were placed into glass slides to stain in hematox ylinfeosin for evaluation of architecture
of liver (Bancroft and Stevens, 1990). At least 10 photomicrographs per animal were randomly
measured to evaluate the percentage of steatosis and the liver architeture. We used 5 animals per
group for these analyses. All digital images were acquired at random (TIFF format, 36-bit color,
1360x1024 pixels) with an Olympus DP71 camera and an Olympus BX40 epifluorescence
microscope (Olympus, Tokyo, Japan), and analyzed with the software Image-Pro Plus version 5.0

iMedia Cybemetics, Silver Spring, MDD, USA).

Statistical anal vsis

Data are expressed as meantSEM. The GraphPad Prism 5 program (GraphPad softwares,
Inc., San Diego, CA, USA) was used for statistical analyses and graphics. Protein content and serum
hormones were analysed using the non-parametric Mann-Whitney ' test Other experimental data
were determined by Student’'s unpaired t - test, with the level of significance set at p<0.05. For
morphological analyses we used 5 animals per group because this number is satisfactory for obtain

significance representation.

Results

Corroborating previous findings, offspring overfed during lactation had higher body mass
from PN 7 until the end of lactation (NL: 34.8 £ 1.0 g vs SL: 489 £ 0.6 g p=0.0001) and they
remained with overweight until PN 180 (NL: 405.8 £ 95 g vs SL: 466.2 + 11.4 g p<0.001). 5L
group presented a higher cumulative food intake from weaning until adulthood (NL: 676.7 £ 4.3 gvs
SL: T77.5 £ 8.3 gz p=0.0001). They also presented higher VAT weight (NL: 11.34 £ 0.7 g vs 5L:

21.8 + 1.9 g; p<0.001).

11
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SL group did not show any change in hypothalamic CRH content {Fig.1A), in CRH
immunoreactivity in the parvocellular region of the paraventricular nucleus in the hypothalamus
(Fig. 1B}, in pituitary ACTH content (Fiz. 1C) or in ACTH positive cell number (Fig. 1D} by
immunchistochemistry. Also, serum ACTH (Fig.1E) and corticosterone (Fig.1F) levels were
unchanged in the se animals.

Concerning adrenal gland, no change in adrenal mass (Fig.2A) was found in SL group at 180
days old. However, early overfeeding caused higher total adrenal catecholamine content (absolute:
+35%, p<0.05, Fig.2B and relative: +40%, p<0.05, Fig.2C). Figure 2D represents the adrenal
medullary secretion of catecholamine in virroe from normal fed and overfed neonates, before and after
the caffeine stimulus. SL group showed higher basal (+53%, p<0.05), and stimulated (+43%,
p=0.03) catecholamine mrelease. Also, this group had higher admenal tyrosine hydroxylase and DOPA
decarboxylase contents (+31% Fig.3A and 90% Fig.3B. mespectively p<0.05), but without changes in
other  catecholamines  synthesizing  emrymes:  dopamine [ hydroxylase (Fig.3C) or
phenylethanolamine N methyltransferase (Fig.3D).

In PN 180, SL rats did not present any alteration of the ADRB3 in VAT protein content
(Fig. 4A)), however, they had lower ADRB2 protein content in liver (-45%, p<0.05, Fig.4B).

Concerning the liver tissue, adult 5L rats showed important alierations, such as higher mass
(+18%, p<0.05, Fig.5A), glycogen content (+79%, p<0.05, Fig.5B) and trglyceride content {+49%,
p=0.05, Fg.5C) The 5L group also showed many drops of lipids in the hepatocytes evidenced by
il Red O or HE staining, characterizing a microesteatosis (NL: (.29 £ 0.09 % vs SL: 4.10 = 0.99

0.6 %; p<0.03).

Discussion

In the present study, the litter size reduction programmed for hyperphagia and overweight at

adulthood, corroborating previous data from our laboratory (Rodngues er all, 2009, Rodrigues er al.,
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2011; Conceigao er al., 2011) and others authors (Plageman er al., 1992; Boullu-Ciocea er al., 2005;
Fermetti er al, 2011). Several studies attribute this profile to neonatal hyperleptinemia,
hypernsulinemia, and hyperglycemia at weaning, which may cause a malprogramming of the
energetic manager systems and stress pathways throughout life, mainly through hypothalamic

modifications (Plagemann er al., 1999 and 2010).

In Cushing’s syndrome, visceral obesity is associated with the high glucocorticoid levels,
iShah and Lila, 2011). However, obesity without changes in serum cortisol have been described
iRosmond et al., 1998; Salehi et al., 2005), similarly what we have found in our ex perimental model.
Despite the higher VAT mass exhibited by the SL rats, they did not show changes in basal serum
corticosterone in PN 180, cormoborating other authors (Spencer and Tilbrook, 2009). Velkoska and
Cole (2005) using the same model attributed the high visceral adiposity to increased GC sensitivity
due to a higher content of 11-f-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (11-HS5D1) in adipose tissue
at 120 days old This enzyme comveris 1l-dehydrocorticosterone in the active hormone
corticosterone to supply the local tissue demand promoting adipogenesis (Campbell er al., 2011).
Also higher 115-HSD1 levels in liver {Edgerton er al, 2010) and adipocyte (Boullu-Ciocca er al.,
2005) contribute to an increase in fat and glycogen liver content and visceral fat deposition. Thus,
although unchanged serum corticosterone, we cannot discard a possible higher 115-HSD1 in obese

SL rats in PN 180, increasing the peripheral GC action.

In order to evaluate a possible hypothalamic-pituitary axis dysfunction in obese 5L rats as
well as the central corticosterone responsiveness, we studied the CRH-ACTH status. We did not find
changes in hypothalamic CRH content by Western blotting and immunochistochemistry analysis.
Likewise, Ferretti er al. (2011) found no alterations in CEH mBENA at 190 days of age in
C3TBI&DBAZ mice submitted to reduce litter size. In our study, also the pituitary ACTH content

and serum levels were not aliered. Therefore, in our model the central GC action was preserved

joe@endocrinclogy.org
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The sympathoadrenal system, which is composed of the sympathetic nervous system and the
adrenal medulla can be programmed by nutritional, environmental and hormonal influences during
pregnancy andfor lactation (Trevenzoli er al., 2007; Spencer and Tilbrook, 2009; Trevenzoli er al.,
2010a) and these changes are related to the development of cardiac and other metabolic diseases
(Barker, 2004; de Moura e al.. 2008). Although the litter size reduction was previously associated
with lower sympathetic activity (Young, 2002), we observed a higher adrenal catecholamine content
in SL group at 180 days old, probably due to the increased adrenal medullary TH and DOPA
decarboxylase expressions. Lau er al, (1988) found higher TH and PNMT activities during the
lactation in Sprague-Dawley rats reared with 5 pups per dam at birth. Moreover, in our study, 5L rats
showed both higher in virro basal and caffeine stimulated catecholamine release at adulthood. These
findings suggest a higher serum catecholamine consistent with the hypertension and other
cardiovascular disturbances observed in early overfed rats (Plaggeman et al., 1992; Peng er al.,

2006).

Catecholamines ame important regulators of lipolysis. mainly stimulating the B3- and
inhibiting the o2- adrenoreceptor subtypes in adipose tssue during fasting (Blaak er al, 1993).
Therefore, in our experimental model, it would be expected a reduced lipolysis induced by
catecholamines. However, the early overnutrition was not able to cause long lasting changes in the
catecholamine sensitivity through ADRB3 protein content in retrope ritoneal adipose tissue, as would
be expected in an obesity model (Collins er al, 1999). Previously, in EQ model, Rodrigues er al.
(2011) reported unchanged serum triglycenide and LDL-c as well as Boullu-Ciocca er al. (2005)
showed normal serum free fatty acid in SL rats at adulthood Thus, this lipid profile is in agreement
with a normal lipolysis rate. However, it has been reported that SL rats have higher GC receptor and
11E-H5D1 mRMNA in visceral adipocyte at 112 days old (Boullu-Ciocca er al., 2005). This higher GC

sensitivity is mlated to adipocyte differemtiabon (Xu and Bjomtorp, 1990) and triglycende
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accumulation in the adipocyte by stimulating lipoprotein lipase (Fried er al., 1993). Thus, this
explanation can contribute to the higher visceral adipose tissue mass observed in early overfed rats.

Concemning energy metabolism the liver is one of the most important organs for this issue.
Among other functions, it is responsible for gluconeogenesis, glycogenolysis beyond storing
glycogen and triglycerides (Raddate and Ramadori, 2007), which are influenced by plasma glucose,
neurotransmitters and hormones, such as catecholamines and GC levels. Considering the importance
of catecholamine to glycogenolysis and fatty acid oxidation, we measured the liver ADRB2 content
in adult SL rats, which was lower compared with the controls. This profile may be due to a down
regulation of the ADRB2 expression due to a possible higher serum catecholamine. Interestingly. the
SL liver also presented decreased nitric oxide content (Conceicio EP & Franco JG, 2011 unpublished
observations) that is preduced during liver glycogenolysis mediated by ADRB2 activation {Hodis er
al.. 2007). Thus, a reduction of the catabolic effect of catecholamines may contribute to the glycogen
and triglyceride accumulation found in liver of adult SL rats.

The increased liver glycogen content in SL rats contributes to normal basal serum glucose
observed in a previous study (Rodrigues er al., 2009). We suppose that hyperleptinemia during
lactation (Rodrigues e al., 2009) may program the liver of SL rats to maintain a higher glycogen
content, considering that the neonatal exogenous hyperleptinemia also canses an increase in liver
glycogen content at 150 days old (Trevenzoli er al., 2010b). Since hy pothy roidism is associate d with
higher liver glycogen (Pickard er al, 2003), another glycogenic contributing factor is the lower
triiodothyronine levels of SL rats (Rodrigues er al., 2009). In addition, SL rats had elevated hepatic
11B-HSD1 activity at 21 and 112 days old (Hou er al., 2011), which is in agreement with a recent
study in obese humans that showed the contrbution of higher liver 11g-HSD1 expression to
increased local corticosterone production {Baudrand er al., 2011) and there fore to a higher glycogen

depots in the liver (Edgerton er al.. 2010).
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Moreover, the liver of SL rats showed triglyceride deposition, mvealing one more liver
anaholic profile, as is found in other obesity models. Duff and Snell (1982) found an increass in
lipogenic enzymes activities, such as fatty acid synthetase (FAS), ATP citrate lyase, malic enzyme
and glucose-6-phosphate dehydrogenase in the liver of small litter reared rats at 140 days old. These
contribute to the liver fat deposition, which is known as steatosis or nonalcoholic fat liver disease
{NAFLD). In fact, some studies comelate higher central adiposity deposition to lipid accumulation in
the liver (Jakobsen et al., 2007) and insulin resistance (Pietildinen et al., 2005), which was observed
in BO mode] at 180 days old (Conceiglo EP & Franco JG, 2011 unpublished observations). Samuel
et al. (2004) submitied rats to a high fat diet during 3 days to study the repercussions on liver fat
accumulation and liver insulin resistance, without confounding the effect of insulin resistance on
other tissues, confirming data previously reporied by Kraegen et all (1991) Their data showed
NAFLD associated to liver insulin resistance, which was attributed to a decrease in IRS1 and IRS2
tyrosine phosphorilation due to high JINK1 activity and PKC-gpsilon content in the liver (Samuel e
al., 2004),

The MAFLIDD is an important liver manifestation of metabolic syndrome, which is related to
decline in glucose body management There are some studies showing the mlation between fetal and
neonatal programming and the impairment of liver lipid metabolism and NAFLD development. The
maternal protein restriction during lactation is associated with a reduction of fatty acid oxidation and
impairment of very low-density lipoprotein (VLIDL) secretion as well as an increase in lipogenesis,
which induces liver sieatosis and steatohepatitis (Kwon e al, 20110 Souza-Mello et al, (2007)
found similar results in adult rat offspring programmed by protein restricted during pregnancy and
high fat diet during lactation. Interestingly, the maternal overnourishment is able to induce structural
and metabolic liver alterations (Oben er al, 20107 a5 well as matemal undemutrition also does. The
maternal cafeteria diet during pregnancy and lactation programmed for NAFLD in 3 months old rats

due to an increase of lipogenesis and a decrease of beta-oxidation (Bouanane ef al., 2010). Our study

16
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also reproduces the programming for future NAFLD development but without high fat diet. Probably
this is associated with reduced catecholamine sensitivity and increased GC sensibility because SL
rats in PN 180 did not present higher liver triglyceride influx, hypeadiponectinemia, hyperieptinemia
or hyperinsulinemia as it was already described in other models (Souza-Mello et al., 2007: Bouanane

et al., 2010; Trevenzoli ef al., 2010b),

In conclusion, the early nutritional state is important to adeguate development metabolic
systems, which may contribute to the establishment of obesity and other chronic diseases throughout
life. The SL sympathoadrenal system is sensitive to postnatal ovemutrition, resulting in
hyperactivation. Moreover, these rats present metabolic changes, which are favorabke to the storage
of energetic fuels in the liver and visceral adipocytes, such as decreased liver sensitivity to

catecholamine.
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Figure 4
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Figure legends

Figure 1: Long-term effect of neonatal overnutrition on the hypothalamus-pituitary-adrenal
cortex axis. Hypothalamic CRH (A) and pituitary ACTH protein contents (C) from normal liter
{ML-black bar) and small litier { SL-white bar) rats at 180 days old The top figure is a representative
blot. CRH and ACTH content were quantified by scanning densitometry [arbitrary units (ALT)]; actin
content was used as control loading. Graph mpresents a pool of 2 independent Western blot
runmings. CRH immunoreactivity (B), ACTH* cell number (I3}, serum ACTH (E) and corticoslerone

(F). Values are means £ SEM. M= 5-7 per group iby the Mann-Whitney U7 iest).

Figure 2: Long-term effect of neonatal overnutrition on the adrenal medullae, Adrenal gland
weight (A), absolute (B) and relative (C) adrenal catecholamine content and in vitro basal and
caffeine stimulated catecholamine release (1) of normal litter {NL-black bar) and small litter {S1-
white bar) rats at 180 days old. Values are means £ SEM. *p<0.05, N=7 per group (by the Stdent’s

unpairad t - tast).

Figure 3: Long-term effect of neonatal overnutrition on the catecholamine synthesis. Prokin
content of TH {A), DOPA decarboxylass (B), dopamine g hydroxylase (C), phenylethanolamine N
methyltransferase (1)) in adrenal medullae homogenates from normal Litter (ML-black bar) and small
litter {SL-white bar) rats at 180 davs old. Representative blots of each protein (E) are shown. Enzyme
contents were quantified by scanning densitometry [arbitrary units (AU actin conient was used as
control loading. Graph represenis a pool of 2 independent Westem blot runnings. Values are means =

SEM. #p<(.05, M= 7 per group (by the Mann-Whitney U test).

Fipure 4: Long-term effect of neonatal overnwirition on the tissue catecholamine
responsiveness. Protzin conient of p3-adrenergic receptor (ADRB3) in retroperitoneal fat

homogenates (A) and p2-adrenergic receptor (ADRB2) in liver homogenates (B) from (NL-black
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bar) and {SL-white bar) at 130 days old. The top figure is a representative blot. ADRB3 and ADRBE2
content were gquantified by scanning densitometry [arbitrary units (AU)]; actin content was used as
control loading. Graph represents a pool of 2 independent Westemn blot runnings. Values are means £

SEM. *p<0.05, N= 7 per group (by the Mann-Whitney L/ est).

Figure 5: Long-term effect of neonatal overnuirition on liver energetic storape and
morphometric characteristics, Weight of liver normalized for tibia length (A), glycogen (B} and
triglyeeride (C) contents in liver from normal liter (ML-black bar) and small litter {SL-white bar)
rats at 180 days old. Photomicrographs of liver observed at 60x objective in H&E (top) and 100x il
Red O staining {bottom). Lipid droplets are indicated by arrows at both staining of SL group. Values

are means £ SEM. #p<0.05, N=5-7 per group (by the Student’s unpaired t - test).
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