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RESUMO

BERNARDINO, D. N. Mecanismos centrais de regulacdo da ingestdo alimentar no modelo de
programacao pela suplementacdo com 6leo de coco em ratos adultos. 2017. 73 f. Dissertacéo
(Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Programacdo Metabdlica é um fendmeno onde insultos ocorridos em estagios criticos do
desenvolvimento (gestacdo e lactacdo) podem levar a disfuncdes metabolicas tardias. Alguns
tipos de o6leos, considerados saudaveis, tem sido comumente usados, mesmo nos periodos
criticos. Recentemente, observamos que a exposicdo materna ao 6leo de coco programa a prole
para sobrepeso e hiperfagia. Estudamos os efeitos da suplementacdo materna com 6leo de coco
durante a lactacdo, bem como o impacto da exposicdo continuada a este 6leo ao longo da vida,
sobre o ganho de peso, adiposidade e o comportamento alimentar das proles adultas. Ao
nascimento, as proles foram divididos em dois grupos: 1) Oleo de soja (OS); and 2) Oleo de
coco (OC). As maes de cada grupo receberam os 6leos por gavagem (500mg/kg de massa
corporal) durante toda a lactacdo. Uma parte do grupo CO continuou recebendo 6leo de coco ao
logo da vida, adicionado na ragédo (OCR). Em PN180, ambos os grupos OC e OCR apresentaram
maior massa corporal; mas somente os grupo OC apresentou hiperfagia, maior adiposidade
visceral (MGV), hiperleptinemia e maior conteido de leptina na MGV, enquanto o grupo OCR
apresentou hipofagia, menor MGV e normoleptinemia comparado ao OS. Ao oferecermos dietas
palataveis (hiperlipidica e hiperglicidica) por 30 minutos e 12 horas, todos os grupos preferiram a
racdo hiperlipidica. Porém, o grupo OCR teve uma preferencia significativamente maior,
caracterizando maior voracidade neste grupo comparada aos demais grupos. N&do observamos
modificacdo no receptor da leptina e na sua via de sinalizagdo classica (Jak2-Stat3) no nucleo
hipotaldmico arqueado (ARC), mas os grupos OC e OCR apresentaram menor contetdo de
SOCS3. Somente o grupo OCR apresentou menor contetido de GLP1R no ARC, e o grupo OC
apresentou maior conteudo da enzima de sintese de endocanabindide (DAGLa) no nucleo
hipotaldamico lateral, sem nenhuma alteracdo no receptor CB1 e na enzima de degradacdo
(FAAH). A exposicdo materna ao 6leo de coco programa para hiperfagia, sobrepeso e
hiperleptinemia na idade adulta, sugerindo o desenvolvimento de resisténcia ao efeito
anorexigénico da leptina. A via de sinalizacdo cléssica da leptina e o conteddo do receptor de
GLP1 no ARC foram normais no grupo OC e ndo explicam o fenotipo observado. A maior
ingestao alimentar nestes animais pode ser explicada pela maior expressdo da DAGLa, sugerindo
maior sintese de 2-AG, um conhecido mediador orexigénico. A exposicdo continua ao 6leo de
coco preveniu a maior parte das disfungdes observadas. Surpreendentemente, o grupo OCR,
apesar de hipofagico, apresentou maior voracidade quando exposto a uma dieta hiperlipidica.
Uma possivel explicagdo para este achado é o menor conteudo do receptor de GLP1 no ARC,
uma vez que esse peptideo inibe a ingestdo alimentar de curto prazo.

Palavras-chave: Oleo de coco. Programacao metabdlica. Obesidade. Leptina. Sistema

endocanabinoide.



ABSTRACT

BERNARDINO, D. N. Central mechanisms of food intake regulation in the programming model
by maternal coconut oil supplementation in adult rats. 2017. 73 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Metabolic Programming is a phenomenon, in which insults at critical stages of
development, such as gestation and lactation, can lead to future metabolic dysfunction. Some oils,
considered healthy, have been commonly used, even at critical windows of development.
Recently, we observed that maternal exposure to coconut oil programs offspring for overweight
and hyperphagia. We studied the effects of maternal supplementation with coconut oil during
lactation, as well as the impact of continued exposure of this oil in the chow throughout life, on
weight gain, adiposity and feeding behavior of the adult offspring. At birth, the pups were
divided into two groups: 1) Soybean oil (SO); and 2) Coconut oil (CO). The dams of each group
received the oils by gavage (0.5g9 / kg body mass) during lactation. Half of the CO group
continued to receive coconut oil in the chow throughout life (CO+C). In PN180, both CO and
CO+C groups had overweight, but only CO group had hyperfagia, higher visceral fat mass
(VFM), hyperleptinemia and increased leptin content in VFM, while CO+C group had hypofagia,
lower VFM and normoleptinemia compared to SO group. When we offered palatable diets
(hyperlipidic and hyperglycidic) for 30 minutes and 12 hours, all groups ate more the hyperlipidic
diet. However, the CO+C group had a significantly increased preference, characterizing greater
voracity in this group compared to the other groups. We observed no change in the leptin receptor
and its classical signaling pathway (Jak2-Stat3) in the arcuate hypothalamic nucleus (ARC), but
the CO and CO+C groups had lower SOCS3 content. Only the CO+C group had lower content of
GLPIR in the ARC, and the OC group showed higher content of DAGLa (enzyme of
endocannabinoid synthesis) in the lateral hypothalamic nucleus, with no alteration of CB1r and
FAAH (enzyme of endocannabinoid degradation). Maternal exposure to coconut oil programmed
for hyperphagia, overweight and hyperleptinemia in adulthood, suggesting the development of
resistance to the anorexigenic leptin effect. The classical leptin signaling pathway and the
receptor of GLP1 in the ARC were normal in the CO group and did not explain the observed
phenotype. The higher food intake in these animals can be explained by the greater expression of
DAGLa, suggesting a greater synthesis of 2-AG, a known orexigenic mediator. Continuous
exposure to coconut oil prevented most of the observed dysfunctions. Surprisingly, the CO+C
group, although hypophagic, presented greater voracity when exposed to a hyperlipidic diet. A
possible explanation for this finding is the lower content of the GLP1 receptor in the ARC, since
this peptide inhibits short-term food intake.

Keywords: Coconut oil. Metabolic programming. Obesity. Leptin. Endocannabinoid system.
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INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca cronica de origem multifatorial caracterizada por um acumulo
excessivo de tecido adiposo, que quando ocorre na regido abdominal, torna-se o principal
desencadeador das desordens metabdlicas tipicas. Muitas estratégias tém sido empregadas a fim
de evitar o desenvolvimento da obesidade, assim como para trata-la. O consumo de alimentos
funcionais € uma delas e tem se tornado muito popular, sobretudo entre as mulheres, inclusive
durante os periodos de gestacdo e lactagdo. Nesse contexto, o uso de 6leos ndo habituais, como o
6leo de coco, tem ganhado destaque para substituicdo das fontes de gordura tradicionais da dieta.
Porém, sabe-se que alteragdes na nutricdo materna durante tais periodos podem predispor a
obesidade e outras doencas na progénie na vida adulta.

Portanto, a obesidade pode ter sua etiologia na gestagdo, infancia ou adolescéncia,
periodos considerados criticos a exposi¢do a insultos (ambientais, nutricionais ou hormonais) que
associados as condicOes diferentes da janela critica, podem ser determinantes para a condi¢do
futura de satde. Assim, quando a condicdo desfavoravel permanece ao longo da vida, o individuo
torna-se melhor adaptando. No entanto, quando o insulto é transitorio, aumenta-se o risco de
desenvolvimento de doencas, principalmente as crbnicas ndo-transmissiveis na vida adulta,
processo este conhecido como programacao metabdlica ou plasticidade ontogenética.

De uma forma geral, na maioria dos modelos de programacdo metabdlica descritos na
literatura observa-se obesidade, hiperleptinemia e alteraces na ingestdo alimentar que podem
estar associados a mudancas na circuitaria neuronal responsavel por regular a ingestéo alimentar
e o equilibrio energético. As principais vias centrais que regulam tais funcdes residem no
hipotdlamo, em especial no nucleo arqueado hipotalamico (ARC), que é sensivel ao status
corporal de energia e orquestra as respostas para homeostasia, € no hipotalamo lateral (LH) que
integra sinais para controle da ingestdo alimentar homeostatica e hedonica. Os sinais que atuam
nessas areas podem ter origem no sistema nervoso central (SNC), como os endocanabinoides, ou
periférica como a leptina e 0s peptideos gastrointestinais, que alcangam tais regiGes por via
humoral ou nervosa, através das aferéncias vagais. Esses sinais se relacionam entre si e, podem
modular comportamentos e sofrer influéncia de estimulos externos, como a alimentacdo. Alguns

desses circuitos foram investigados no presente trabalho no contexto da suplementacdo materna
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com 6leo de coco e complementacdo alimentar com 0 mesmo 6leo na dieta da prole ao longo da

vida.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Obesidade

A obesidade é uma doenca de origem multifatorial cujos determinantes compreendem
tanto fatores genéticos e bioldgicos, quanto fatores sociais, econbmicos, comportamentais e
psicossociais (CAMPBELL, 2015). E uma doenga cronica caracterizada pelo acimulo excessivo
de gordura corporal (WHO, 2016). Quando esse acimulo ocorre na regido abdominal, a producéo
e liberacdo de citocinas pré-inflamatorias tornam-se aumentadas (KWOK; LAM; XU, 2016;
HEYMSFIELD; WADDEN, 2017) sendo esta a principal causa das principais desordens
metabdlicas tipicas da obesidade (HEYMSFIELD; WADDEN, 2017).

Segundo a World Health Organization, a prevaléncia de obesidade mais que dobrou nos
ultimos 35 anos. Entre a populacdo adulta, o nimero de obesos no mundo ultrapassa os 600
milhGes, o que representa 13% dela. Ja 0 nimero de adultos com sobrepeso é 3 vezes maior,
correspondendo a 39% da populagéo (WHO, 2016).

No Brasil, dados do sistema de vigilancia em saide mostraram que em 2014 a frequéncia
de adultos com excesso de peso foi de 52,5%, ja a de obesos ultrapassou os 17% superando a
média mundial. Enquanto a frequéncia de obesidade foi similar entre 0s sexos, a de excesso de
peso foi maior entre os homens (56,5%) do que entre as mulheres (49,1%) (MINISTERIO DA
SAUDE DO BRASIL, 2015).

1.2 Contribuicdo da programacéo metabdlica para o aumento da obesidade

AlteracBes nutricionais ou ambientais em periodos criticos do desenvolvimento, como a
gestacdo, a lactagdo (BARKER, 1990) e adolescéncia (CREWS; HE; HODGE, 2007), podem
contribuir para o desenvolvimento da obesidade na vida adulta. As primeiras associacdes entre

caracteristicas maternas e do recém-nascido com o desenvolvimento de doencas metabodlicas na
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vida adulta foram observadas relacionando baixo peso ao nascer e o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares na idade adulta (BARKER, 1990). Hoje ja existem vérios estudos clinicos e
experimentais confirmando essas evidéncias, e que estendem essa associacdo a outras doengas
crénicas ndo transmissiveis (HANSON; GLUCKMAN, 2014) como diabetes tipo 2 (HALES;
BARKER, 2013; JORNAYVAZ et al., 2016; KAJANTIE; OSMOND; ERIKSSON, 2017), que é
hoje a principal doenca enddcrina.

Nos periodos criticos do desenvolvimento ocorre imaturidade organica, biologica e
grande capacidade plastica que torna o individuo mais suscetivel aos fatores externos e a
anormalidades enddgenas (BARKER, 2004; HANSON; GLUCKMAN, 2014). Porém, quando a
condigdo inicial (imprinting) deixa de existir, em um momento fisioldgico de menor capacidade
plastica, se estabelece um novo funcionamento organico (BARKER, 2004), que na maioria das
vezes, aumenta a predisposicdo ao desenvolvimento de doencas na vida adulta (HANSON;
GLUCKMAN, 2014). Este fendmeno probabilistico, denominado programacdo metabolica,
independente de modificagfes na sequéncia de DNA e pode sofrer importante influéncia do
ambiente em que se Vvive.

Além do classico baixo peso ao nascer demostrado por Barker, também foram
identificados diversos outros fatores de imprinting capazes de desencadear a programacao
metabdlica. Entre eles destacam-se altera¢cdes na nutricdo materna como restricdo protéica ou
calorica durante a lactacdo (PASSOS et al., 2001; QASEM et al., 2016), suplementacdo materna
com Gleos (BISPO et al., 2015; GUARDA et al., 2016) e obesidade materna induzida por dieta
(KIRK et al., 2009; OBEN et al., 2010); alteracdes na nutricdo da prole, como excesso de
carboidratos (PATEL; SRINIVASAN, 2010), superalimentacdo neonatal (CONCEICAO et al.,
2011; PLAGEMANN et al., 1992), desmame precoce (LIMA et al., 2011; LIMA et al., 2013;
YOUNES-RAPOZO et al.,, 2012). Modificagcbes hormonais como hiperleptinemia neonatal
(TOSTE et al., 2006; TREVENZOLLI et al., 2007), hipoprolactinemia (MOURA et al., 2009) e a
exposicdo a poluentes ambientais no periodo neonatal, como a nicotina (de OLIVEIRA et al.,
2010; PINHEIRO et al., 2015a; YOUNES-RAPOZO et al., 2013), a fumaga do cigarro (LISBOA
et al., 2017; SANTOS-SILVA et al., 2013) e ao bisfenol (MACKAY; PATTERSON; ABIZAID,
2017) também configuram fatores de imprinting.

Algumas caracteristicas sdo comuns a maioria dos modelos de programagdo metabolica

acima citados, independentes do insulto responsavel pelo imprinting, seja ele nutricional,
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hormonal ou ambiental, que em geral, envolvem alteracbes na ingestdo alimentar e na
homeostase energética, associadas ao sobrepeso/obesidade e hiperleptinemia, com resisténcia a
sua acdo. Portanto, o conceito de programacdo metabdlica torna-se hoje um relevante fator que

contribui para a epidemia atual de obesidade.

1.3 Intervencdes na nutricdo materna na lactacdo — destaque para o consumo de gorduras

Na intencdo de se tornarem mais saudaveis, as pessoas vém aumentando o consumo de
alimentos funcionais, suplementos ou complementos nutricionais. Isso é observado sobretudo em
mulheres nos periodos de gestacdo e lactacdo, com a preocupacdo adicional de melhorar as
condicBes de saude (CHAMP e HOEBLER, 2009; FURUHJELM et al., 2009; WARSTEDT,
2016).

Uma pratica reconhecidamente protetora de agravos a saude do lactente é o aleitamento
materno. Essa protecdo ocorre tanto em curto quanto em longo prazo, no qual o contexto da
programacdo metabolica se insere. Victora et al. (2016) mostraram que em curto prazo, 0
aleitamento materno até os 6 meses de vida esta relacionado a maior protecdo contra diarreia e
infeccOes respiratdrias com reducdo no nimero de mortes na infancia. Ja em longo-prazo ele esta
associado com reducdo nas chances de desenvolver excesso de peso, na incidéncia de diabetes
mellitus tipo 2 e melhora nos parametros relacionados a inteligéncia (VICTORA et al., 2016).
Uma vez que a lactacdo corresponde a um importante periodo de desenvolvimento, quando o
lactente se torna mais suscetivel a influéncias de diferentes fatores, e o leite materno constitui-se
um veiculo tanto para nutriente quanto para as demais substancias as quais a made é exposta, o
préprio leite materno pode se tornar um relevante fator programador.

As mudancas no padrdo alimentar da lactante podem alterar o perfil qualitativo de
nutrientes do leite materno. Estudos mostraram que o perfil de AG do leite materno reflete o
perfil de AG presentes nos lipidios dietéticos ingeridos pela mée durante a gestacdo (DUNSTAN
et al., 2007; URWIN et al., 2012) e/ou lactacdo (MAZURIER et al., 2017; WARSTEDT et al.,
2016). Estudos experimentais (MARTIN et al., 2016; MOUSAVI et al., 2017; SANCHEZ et al.,

2012) e ensaios clinicos prospectivos (RYTTER et al., 2011) tém investigado os efeitos do
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consumo de certos 6leos durante a gestacdo e lactacdo sobre a salde do neonato. Sanchez et al.
(2012) avaliaram o efeito da suplementacdo materna com diferentes fontes de gordura do terco
final da gestacdo até o 21° dia de lactagdo sobre a massa e composicao corporal, ingestdo e
comportamento alimentar em ratos Wistar aos 21 e 180 dias de idade. As fontes de lipideos
empregadas foram o 6leo de oliva, margarina e manteiga, administrados uma vez ao dia por
gavagem intragastrica em quantidade correspondente a 30% da ingestdo caldrica normal diéria.
Apds o desmame, a prole recebeu racéo padrdo até os 4 meses de idade, quando parte dos animais
de cada grupo passaram a receber dieta hiperlipidica. Os resultados desse experimento revelaram
que a suplementacdo materna com margarina protegeu a prole do desenvolvimento de obesidade
na idade adulta, principalmente quando expostos a dieta obesogénica. O mecanismo envolvido
parece estar relacionado a maior sensibilidade a leptina acompanhada de menor preferéncia a
dieta hiperlipidica (SANCHEZ et al., 2012).

Nosso grupo também tem se dedicado a entender os efeitos da suplementacdo materna
com 6leos durante a lactacdo sobre o perfil hormonal e metabdlico da prole. Nesse contexto,
Guarda et al. (2014) avaliaram os efeitos da ingestdo materna de uma dieta rica em Gleo de
linhaca (17% de 6leo de linhaca + 2% de 6leo de soja) ou 6leo de soja (19% de 6leo de soja)
sobre a composicdo corporal e parametros hormonais e bioquimicos ao desmame (GUARDA et
al., 2014) e inflamatérios na idade adulta (GUARDA et al., 2016). Essas alteracdes na dieta
materna resultaram em menor ganho de peso a partir da primeira semana de lactacdo nos filhotes
machos e fémeas, 0 que pode ser atribuido ao menor contetdo de triglicerideos presentes no leite
das méaes dos grupos em dietas hiperlipidicas com éleo de linhaca ou soja, comparados ao grupo
controle normolipidico (7% de 6leo de soja na dieta) (GUARDA et al., 2014). Em contrapartida,
apenas a dieta rica em acido graxo o-linolénico durante a lactagdo foi capaz de programar a
progénie para o desenvolvimento de obesidade abdominal, dislipidemia e perfil pré-inflamatério
nos machos e resisténcia a insulina nas fémeas, além de hiperleptinemia em ambos 0s sexos
(GUARDA et al., 2016).

Recentemente em nosso laboratdrio iniciamos o estudo de modelos de programacéo
metabdlica pela suplementacdo materna com 6leos, onde ratas lactantes receberam diariamente
0,5g de diferentes 6leos/kg de peso corporal, via gavagem intragastrica (6leos de soja, oliva,
peixe ou coco). Dados preliminares mostraram que a prole macho dos grupos 6leo de oliva e 6leo

de coco apresentaram maior massa corporal, maior percentual de gordura corporal e
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hiperleptinemia aos 180 dias de idade, quando comparados ao grupo 6leo de soja. Porém, apenas
0 grupo bleo de coco desenvolveu hiperfagia (QUITETE, 2016).

1.4 Oleo de coco e sua utilizagdo em periodos criticos do desenvolvimento

O dleo de coco é extraido da polpa do fruto maduro e seco, a copra, que precisa ser
refinado para adequar-se ao consumo humano (KUMAR, 2011). Tal processamento deixa o
produto suscetivel a contaminacdo, oxidagdo e perdas nutricionais. Ja o 6leo virgem de coco €
obtido do leite de coco, num procedimento umido com condices de temperatura controladas.
Assim, esse processo preserva a qualidade nutricional do 6leo (MARINA et al., 2009).

Acidos graxos saturados de cadeia média sdo os principais constituintes do 6leo de coco.
Os mais abundantes sdo os acidos laurico (C12:0), miristico (C14:0), caprilico (C8:0) e caprico
(C10:0). Em quantidade relevante também se encontra o &cido palmitico (C16:0), acido graxo
saturado de cadeia longa (MARINA et al., 2009; EYRES, et al., 2016). O 6leo de coco possui
também elevado contetdo de polifendis que confere a ele uma atividade antioxidante (MARINA
et al., 2009). O conhecido perfil de acidos graxos do 6leo de coco tem direcionado as
investigacOes para os efeitos do seu consumo sobretudo sobre a salde cardiovascular, pois ja sdo
bem estabelecidos os efeitos adversos que outras fontes de &cidos graxos saturados possuem
sobre esse sistema. Trabalhos a cerca do tema mostram resultados ainda divergentes e nada
consensuais.

O consumo prolongado de 6leo de coco por humanos eleva as concentragfes plasmaticas
de colesterol total e LDL-c, quando comparado a ingestdo de alguns éleos cis-insaturados,
comportando-se de forma semelhante a algumas gorduras saturadas (EYRES et al., 2016). Por
outro lado, ensaio clinico em adultos e idosos brasileiros com historia prévia de doenca arterial
coronariana revelou que o consumo de 13 mL de dleo de coco por dia pode ser bom adjuvante de
dietas para prevencdo secundéria de doenca cardiovascular (CARDOSO et al., 2015). Ao final
dos 3 meses de intervencdo 0 grupo que recebeu 6leo de coco apresentou redugdo na

circunferéncia da cintura e elevacdo nas concentragdes de HDL-c (CARDOSO et al., 2015).
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Efeitos adicionais sobre a massa corporal (GUNASEKARAN et al., 2017) e ingestdo
alimentar (R1ZZO et al., 2016) também tem sido relatados em trabalhos com animais e humanos.
Especula-se que os resultados encontrados sejam decorrentes das caracteristicas metabdlicas que
0s acidos graxos saturados de cadeia média apresentam, ja que eles sdo mais facilmente
absorvidos e metabolizados, reduzindo o acumulo nos tecidos extra-hepéaticos e aumentando o
gasto energético (GUNASEKARAN et al., 2017; ST-ONGE; JONES, 2002). No entanto, 0s
TCM oriundos de outros tipos de 6leos apresentam composicdo de acidos graxos de cadeia média
diferentes do 6leo de coco. Enquanto nos primeiros predominam &cidos caprilico (C8:0) e
caprico (C10:0), o segundo é majoritariamente composto por acido laurico (C12:0) o que confere
absorcgao e metabolizagdo distinta (EYRES et al., 2016).

Os estudos que investigam as consequéncias do consumo de 6leo de coco nos periodos de
gestacdo e lactacdo ainda sdo incipientes. A suplementacdo com 1, 2 e 4mL de 6leo de coco/dia
em ratas durante a gestagdo ndo alterou a massa corporal das maes nem das proles, entretanto
reduziu a concentracdo de plaquetas e aumentou a atividade das enzimas antioxidantes,
superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) (NANDAKUMARAN et al., 2011).
Em um outro estudo a suplementacdo com 6leo de coco foi feita através da racao (representando
aproximadamente 11% dos lipideos totais da racdo suplementada) e iniciou-se no periodo
periconcepcional perpassando os periodos de acasalamento, gestacdo, lactacdo até a 6° semana de
vida da prole, quando foram sacrificados. A dieta ndo alterou o consumo alimentar da prole ao
longo da vida, mas provocou menor ganho cumulativo de peso e anormalidades na disposicao dos
pelos da regido dorsal do corpo (GUNASEKARAN et al., 2017).

1.5 Mecanismos centrais de regulagdo da ingestdo alimentar

As principais vias centrais que regulam a ingestdo alimentar e o balango energético
encontram-se no hipotalamo. Em roedores, em geral a neurogénese hipotalamica ocorre entre o
final da segunda e inicio da terceira semana de gestagdo, enquanto a formagéo dos circuitos so se
completa na segunda semana pos-natal, estabelecendo-se assim a comunicagéo entre 0s neurdnios

(BOURET, 2012). O hipotalamo maduro é organizado anatomicamente e funcionalmente em
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nacleos, destacando-se 0 ARC e o LH no controle da ingestdo alimentar homeostéatica, e na
integracdo entre estas e a via hedonica.

O ARC recebe sinais diretos e indiretos da periferia e de outras regides do SNC, a fim de
sentir o status de energia. Esses sinais atuam em duas populagdes neuronais dessa regido, a saber:
neurbnios que expressam 0s neuropeptideos orexigenos proteina relacionada ao agouti (AgRP) e
neuropeptideo Y (NPY) e neurbnios que expressam 0s neuropeptideos anorexigenos pro-
opiomelanocortina (POMC) e transcrito regulado pela cocaina e anfetamina (CART). Estes
enviam projecdes para outros nucleos hipotalamicos orquestrando assim, a resposta adequada
para proporcionar homeostasia (SIMPSON; MARTIN; BLOOM, 2009).

Ja o LH integra muitos circuitos envolvidos na regulacdo do comportamento alimentar e
balanco energético. Neste nucleo residem neur6nios produtores de importantes sinais orexigenos,
como o horménio concentrador de melanina (MCH) e a orexina (SIMPSON; MARTIN;
BLOOM, 2009), que recebem e enviam projecdes para areas do SNC relacionados a recompensa,
comportamento e homeostase energética, como o ndcleo accumbens (NAc), a area tegumentar
ventral (VTA, ventral tegmental area) e 0 ARC (HURLEY; JOHNSON, 2014; MORTON,;
MEEK; SCHWARTZ, 2014).

Assim, sinais provenientes tanto da periferia (por ex. insulina, leptina e horménios
gastrointestinais) quanto do SNC (por ex. dopamina e endocanabindides) participam da regulacéo

central da ingestdo alimentar e do gasto energético por vias diretas ou indiretas.

1.5.1 Leptina

A leptina € sintetizada principalmente no tecido adiposo branco e é considerada um
mensageiro aferente indispensavel para a transmisséo do status corporal de energia (JUNG; KIM,
2013). A concentracdo sérica de leptina é proporcional a adiposidade corporal (PARK; AHIMA,
2015). Uma vez transcrito, traduzido e processado a proteina, este hormoénio é secretado na
circulacdo, e alcanca o sistema nervoso central (SNC), seu principal sitio de agdo na regulacéo da
homeostase energética (SUTTON; MYERS; OLSON, 2016).
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S&o descritos na literatura trés mecanismos principais, mas pouco elucidados, de acesso
da leptina ao SNC, a saber: o classico transporte saturdvel do hormonio pela barreira
hematoencefalica (MUNZBERG; MORRISON, 2015), mediado pela isoforma curta do receptor
de leptina, Ob-Ra (PARK; AHIMA, 2015); através do envio de projecBes dos neurénios do ARC
para o espaco perivascular de orgdos circunventriculares, como a eminéncia mediana; ou
transporte da leptina da circulacdo periférica para o liquido cefalorraquidiano, através dos
tanicitos e deles para os nticleos periventriculares (MUNZBERG; MORRISON, 2015).

No SNC, a leptina atua principalmente em neurénios do ARC que expressam a isoforma
longa do seu receptor (Ob-Rb) (KWON; KIM; KIM, 2016; MUNZBERG; MORRISON, 2015), a
fim de reduzir a ingestdo alimentar e aumentar o gasto energético (REMMERS; DELEMARRE-
VAN DE WAAL, 2010). Entre as seis isoformas conhecidas do receptor de leptina (Ob-R), a
isoforma b (Ob-Rb) é a Gnica que possui 0 conjunto de requisitos necessarios para transducédo e
propagacgdo do sinal intracelular da leptina (KWON; KIM; KIM, 2016). O Ob-Rb é um receptor
com apenas um dominio transmembrana, membro da superfamilia dos receptores de citocinas
(KWON; KIM; KIM, 2016) que ndo possuem atividade quinase intrinseca (MUNZBERG;
MORRISON, 2015). A ligacdo da molécula de leptina a esse receptor provoca a dimerizacdo
responsavel por recrutar a proteina janus quinase 2 (JAK2) para a regido box 1. Esta quinase, por
sua vez, sofre auto fosforilacdo e entdo, fosforila 3 diferentes residuos de tirosina presentes no
dominio intracelular do receptor. Através deles, a leptina pode desencadear diferentes vias de
sinalizacdo e recrutar diferentes efetores para mediar seus efeitos (KWON; KIM; KIM, 2016;
MUNZBERG; MORRISON, 2015).

A via JAK2-STATS3 é a principal via de sinalizacdo pela qual a leptina exerce seus efeitos
sobre a ingestdo alimentar e o gasto energético (PARK; AHIMA, 2015, MUNZBERG;
MORRISON, 2015). Para recrutar e ativar o transdutor do sinal e ativador da transcri¢cdo-3
(STAT3), JAK2 fosforila o residuo de tirosina Y1138 do Ob-Rb e também a STAT3 recrutada.
Uma vez ativada, a pSTAT3 transloca para o nucleo celular onde regula a transcricdo de genes
dos neuropetideos orexigenos (-) e anorexigenos (+), principalmente do AgRP/NPY e POMC,
respectivamente (KWON; KIM; KIM, 2016). No entanto, a ativacdo de outras via secundarias
podem ser necessarias para complementar e reforgar tais efeitos ou até mesmo contribuir para sua

regulacao.
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Uma dessas vias complementares ¢ mediada pela proteina adaptadora SH2B1. Essa
proteina recruta substrato do receptor de insulina (IRS) para fosforilagdo por JAK2, com
subsequente ativacdo da fosfatidil-inositol-3-quinase (PI3K) e da AKT (também conhecida como
proteina quinase B). A ativacdo dessa via pela leptina tem como resultado final a fosforilacdo do
fator de transcricdo forkhead box protein O1 (FoxO1) pela AKT, inativando-o. Esse fator de
transcrigdo quando ativo no nucleo celular é capaz de estimular a transcricdo do neuropeptideo
AgRP e inibir a transcri¢cdo do neuropeptideo POMC, acdes contrarias aquelas promovidas por
STAT3 (KWON; KIM; KIM, 2016). Assim, parece que a inativacdo de FoxO1 € necessaria para
STAT3 mediar o efeito anorexigeno da leptina.

A AKT também promove a ativacdo de uma segunda via, através da fosforilacdo do
mammalian target of rapamycin (mTOR). Esta via culmina na ativacdo da proteina quinase S6
que fosfofrila a subunidade 02 da proteina quinase ativada por AMP (AMPK) em seu residuo de
serina 491, inativando-a (KWON; KIM; KIM, 2016).

Por fim, a ligacdo da leptina ao seu receptor Ob-Rb também é capaz de ativar a via das
quinases reguladas extracelularmente (ERK 1/2, extracelular signal-regulated kinase). Isso
ocorre com a fosforilacdo do receptor em seu residuo de tirosina Y985, iniciando mais uma via
para o controle da homeostase energética (KWON; KIM; KIM, 2016).

O principal regulador negativo da via da leptina é produzido em resposta a ativacdo de
STAT3 a pSTAT3. O supressor da sinalizacdo de citocinas 3 (SOCS3) se liga ao residuo de
tirosina Y985 e a JAK2 impedindo a fosforilacdo de STAT3 (MATTACE RASO et al., 2014;
MUNZBERG; MORRISON, 2015). Outro importante regulador da sinalizagdo do Ob-Rb é a
phosphotyrosine phosphatase-1B (PTP1B). Ela é uma proteina citoplasmética que defosforila
JAK2 (MATTACE RASO et al., 2014) em casos de excesso de leptina, também reduzindo a
ativacdo de STAT3 (KWON; KIM; KIM, 2016).

As proteinas SOCS3 e PTP1B, responsaveis pelo feedback negativo da via da leptina,
estdo muitas vezes envolvidas no desenvolvimento da resisténcia central aos efeitos desse
hormdnio (JUNG; KIM, 2013; KWON; KIM; KIM, 2016). Isso acontece em casos de obesidade,
guando o excesso de tecido adiposo produz quantidades também elevadas de leptina, gerando um
quadro de hiperleptinemia (KWON; KIM; KIM, 2016). Outro mecanismo importante de
resisténcia ocorre por reducdo do transporte da leptina pela barreira hematoencefalica (JUNG,;

KIM, 2013). Além dessas, outras vias relacionadas a inflamacdo hipotalamica e estresse de
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reticulo endoplasmaético também estdo sendo investigadas (JUNG; KIM, 2013; KWON; KIM;
KIM, 2016).

Além de regular a ingestao alimentar, por acdo no ARC, a leptina também pode regular os
aspectos heddnicos da alimentacdo. Estudos ja demonstraram a expressdo do Ob-Rb no VTA, na
substancia nigra (SN) (FIGLEWICZ et al., 2003) e no LH (JO et al., 2005). Assim, a leptina
modula o sistema mesolimbico por atuar diretamente nos neurénios dopaminérgicos do VTA e da
SN (DAVIS et al., 2011) ou indiretamente atraves de neurdnios localizados no LH (MYERS et
al., 2009). Estes ultimos, por sua vez, projetam para o VTA, influenciando a liberacdo de
dopamina (MYERS et al., 2009). Dessa forma a leptina reduziria a motivagéo, os efeitos de
recompensa e, por consequéncia, a preferéncia por alimentos palataveis (DAVIS et al., 2011;
SHIMIZU et al., 2017). Tal regulacdo contribui para o efeito anorexigeno do hormdénio de
maneira dependente da sensibilidade do SNC (SHIMIZU et al., 2017).

Além da regulacdo do apetite em longo prazo exercido pela leptina e insulina, fatores de
curto prazo provenientes principalmente do trato gastrointestinal também compdem o sistema de
controle da ingestdo alimentar e estdo sob influéncia da leptina. Esses sinais convergem no
hipotdlamo para regular a ingestdo alimentar e o gasto energético garantindo a homeostase da

massa corporal.

1.5.2 Acdo central dos hormdnios gastrointestinais

Os horménios gastrointestinais sdo peptideos secretados por celulas enteroenddcrinas
especificas do trato gastrointestinal (TGI), principalmente em resposta ao conteldo de energia
ingerido e ao tipo de nutrientes presentes em sua luz. De um modo geral, eles agem tanto por
meio de agdes paracrinas (via terminagdes vagais do TGI) quanto por a¢Bes endocrinas, enviando
para 0 SNC informacgdes sobre a presenca de nutrientes no TGI. Os hormdnios gastrointestinais
regulam a velocidade de esvaziamento gastrico, a motilidade intestinal, algumas secre¢des
digestivas e a expressdo de neuropeptideos orexigenos e anorexigenos através de ligacdo a
receptores especificos em regides-chave do SNC. Assim, eles contribuem para o controle

homeostatico de curto prazo da ingestdo alimentar (MARIC et al., 2014) no que diz respeito ao
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inicio e término de cada refei¢do. Entre os hormonios gastrointestinais, 0os de maior destaque nos
estudos que avaliam o controle da ingestdo alimentar, sdo a grelina (orexigénico) e o peptideo

semelhante ao glucagon 1 (GLP-1, anorexigénico).

1.5.2.1 Grelina

A grelina é um hormonio peptidico sintetizado e secretado principalmente pelas células
“X/A like” presentes na regido de fundo da mucosa do estomago. Ela pode ser liberada para a
circulacdo sob a forma de des-acil-grelina, C-grelina ou acil-grelina (DELPORTE, 2013), sendo
esta Ultima a forma biologicamente ativa do horménio. A grelina € conhecida por estimular o
inicio e a frequéncia da alimentacdo bem como o acumulo corporal de gordura, influenciando em
longo prazo a massa corporal, geralmente por mecanismos independentes (PEREZ-TILVE et al.,
2011).

A acil-grelina é gerada pela acilacdo do terceiro aminoacido da pro-grelina (serina 3) por
acdo da enzima grelina o-acil-transferase (GOAT) e subsequente clivagem da pro-grelina acilada.
O doador do grupo acil é obrigatoriamente um &cido graxo de cadeia média, principalmente o
acido caprilico (C8:0) e raramente o acido céprico (C10:0), num processo chamado de
octanoilacdo ou decanoilacdo, respectivamente. A ingestao de triglicerideos de cadeia média pode
alterar a relacdo des-acil/acil-grelina em favor do aumento das concentracdes dessa ultima forma
(LEMARIE et al., 2015).

A grelina acilada corresponde a uma pequena fracdo (<10%) da grelina plasmatica total.
Ela circula ligada a lipoproteinas ricas em triglicerideo e a lipoproteina de baixa densidade (LDL)
(DELPORTE, 2013). Seus efeitos biologicos sdo mediados por sua ligacdo a isoforma la do
receptor GHS (growth hormone secretagogue, GHS-R1a). Este & um receptor acoplado a proteina
Gaq (SCHELLEKENS; DINAN; CRYAN, 2010) que requer a presenca do grupamento acil para
o0 reconhecimento do ligante e ativacdo da cascata de sinalizagdo (CABRAL et al., 2017). Assim,
em concentracBes fisiologicas, somente a acil-grelina pode se ligar e ativar este receptor
(DELPORTE, 2013; CABRAL et al., 2017).


http://www-sciencedirect-com.ez29.capes.proxy.ufrj.br/science/article/pii/S0028390809001774
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O GHS-R1a é expresso por células da hipéfise e do SNC (LAVIANO et al., 2012), nas
terminagcOes vagais aferentes do trato gastrointestinal (DATE et al., 2002) e outros tecidos
periféricos como pancreas, baco, miocardio, glandula adrenal, tecido adiposo e vasos sanguineos
(LAVIANO et al., 2012). Nesses tecidos, a grelina desempenha diversos efeitos, dentre eles o
estimulo a secre¢do de hormdnio do crescimento, a ingestdo alimentar e a lipogénese, além de
reducdo do gasto energéetico (PRINZ; STENGEL, 2017), contribuindo para 0 aumento da massa
corporal.

Uma caracteristica peculiar do GHS-R1a na regulacdo da ingestdo alimentar é sua
capacidade de funcionar tanto como monémero quanto como dimero, associando-se a outro
GHS-R1a ou a receptores acoplados a proteina G, como o receptor de melanocortina 3 (MC3R),
0s de dopamina, o receptor de serotonina (5-HTzc, serotonin receptor 2c) (AL MASSADI et al.,
2017; CABRAL et al., 2017; DELPORTE, 2013), o receptor 5 de somatostatina (CABRAL et al.,
2017) e o receptor canabindide tipo 1 (CB1-R) (AL MASSADI, 2017).

A regulacdo da ingestdo alimentar e do gasto energético pela grelina ocorre
principalmente a nivel central, onde o receptor GHS-R1la é altamente expresso (MASON;
WANG; ZIGMAN, 2014; SHUTO et al., 2002). Sabe-se que grande parte da grelina encontrada
no cérebro é proveniente da circulacdo periférica (CABRAL et al., 2017). Especula-se que ela
entraria no SNC através dos capilares fenestrados dos dérgdos circunventriculares (CABRAL et
al., 2017; MASON; WANG; ZIGMAN, 2014), como a eminéncia mediana, com a qual o ARC
tem intimo contato.

Dos nucleos hipotalamicos, o0 ARC é o mais sensivel a acdo da grelina periférica
(CABRAL et al.,, 2014; MASON; WANG; ZIGMAN, 2014). Os receptores GHS-Rla
concentram-se nos neurdnios AgRP/NPY+, nos quais a ligacdo da grelina estimula a liberagao
dos neuropeptidios orexigenos e do neurotransmissor inibitério GABA (&cido gama-
aminobutirico) (AL MASSADI, 2017; MASON; WANG; ZIGMAN, 2014). O mecanismo de
acao envolvido na regulacdo da expressdo desses neuropeptidios tem como cerne a ativacao da
via da AMPK (DELPORTE, 2013). E através do GABA que a grelina modula de forma indireta a
atividade dos neurdnios POMCH+, inibindo sua liberacdo (AL MASSADI, 2017; MASON;
WANG; ZIGMAN, 2014). Além disso, ela reduz a disponibilidade de a-MSH por estimular
atividade da enzima prolil-carboxipeptidase, inativando-o (AL MASSADI, 2017).
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No LH, a mensagem chega através de neurdnios do hipocampo que expressam receptores
GHS-R1a. Estes enviam projecdes para 0s neurdnios orexina+ do LH, levando a liberagdo desse
neuropeptidio sob estimulo da grelina (AL MASSADI, 2017). O resultado disso é o aumento da
ingestdo alimentar e da motivacdo para consumo de alimentos ricos em gordura (MASON;
WANG; ZIGMAN, 2014).

Outro mecanismo proposto para acdo da grelina no SNC é sua ligacdo a receptores
presentes nos neurdnios sensoriais aferentes vagais, que inervam o TGl (MASON; WANG;
ZIGMAN, 2014). Este sinal chega ao nucleo do trato solitario (NTS) e segue para 0 ARC através
de vias noradrenérgicas, resultando na estimulacdo dos neurdnios AgRP/NPY+ (MASON;
WANG; ZIGMAN, 2014). Assim, a grelina aumenta a ingestdo alimentar tanto por meio de acéo
direta no ARC, quanto por meio de acdo indireta atraveés do NTS.

Receptores de grelina também sdo expressos nos neurdnios dopaminérgicos do VTA,
aumentando a liberagdo de dopamina no NAc (MASON; WANG; ZIGMAN, 2014). A
consequéncia disso é o aumento da ingestdo alimentar com reforco na procura e no valor de
recompensa para alimentos palataveis (MASON; WANG; ZIGMAN, 2014), configurando o
aspecto heddnico da grelina sobre a ingestdo alimentar.

Os efeitos da grelina sobre a ingestdo alimentar também sdo dependentes da ativacdo do
sistema endocanabindide, via receptores CB1. Estes interagem de forma mdtua e sinérgica, de
modo que a grelina estimula a sintese de endocanabindides e estes modulam a ativacdo de AMPK
induzida por grelina (AL MASSADI, 2017).

A grelina também tem efeitos diretos sobre a massa corporal, estimulando a lipogénese,
reduzindo a atividade da AMPK e aumentando a expressao dos fatores de transcrigio PPARY,
SREBP1 e das enzimas acetil-coenzima A-carboxilase e acido graxo sintase (DELPORTE, 2013).
Ja foi demonstrado que ela tem a capacidade de alterar a preferéncia da utilizacdo de substrato
energético para carboidratos, em detrimento da gordura (CABRAL et al., 2017).

A secrecdo e as concentracdes plasmaticas de grelina, bem como seus efeitos podem ser
dependentes do estado nutricional dos individuos. Estudos mostram que a secrecdo e as
concentragfes plasmaticas de grelina em individuos obesos costumam ser baixas, porém
constantes (TSCHOP et al., 2001, BRIGGS, 2010), perdendo a caracteristica pulsatil observada
em pessoas eutroficas. Somado a isso, observa-se também uma resisténcia central ao efeito

orexigeno da grelina (BRIGGS et al., 2010), como um mecanismo de protecdo para conter o
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ganho de peso. No entanto, essa resisténcia parece ser restrita a ingestdo alimentar, uma vez que

sua capacidade lipogénica ndo € alterada (PEREZ-TILVE et al., 2011).

1.5.2.2GLP-1

O GLP-1 é um horménio derivado do processamento pos-traducional do peptideo pro-
glucagon. As células que o sintetiza expressam RNAmM do precursor e a enzima pré-horménio
convertase especifica para catalisar tal modificacdo. Assim, apenas as células a do pancreas,
neurdnios do nacleo do trato solitario e hipotdlamo no SNC e as células L presentes na camada
epitelial do ileo distal e c6lon secretam esse hormonio (BAGGIO; DRUCKER, 2007).

O GLP-1 exerce seus efeitos incretina e anorexigénico através da ligacdo ao seu receptor
(GLP-1R). Esse pertence a familia dos receptores acoplados a proteina G (BAGGIO;
DRUCKER, 2007), podendo ativar vias de sinalizacdo dependentes ou independentes de AMPc,
dependendo do tecido em que ele é expresso (RONVEAUX; TOME; RAYBOULD, 2015). Ele
esta presente em tecidos periféricos e centrais como pancreas (c€lulas o, f e 0), trato
gastrointestinal, ganglio nodoso do nervo vago, hipéfise, hipotdlamo, tronco cerebral entre outros
(BAGGIO; DRUCKER, 2007).

No SNC, o GLP-1R pode ser ativado tanto pelo GLP-1 produzido localmente quanto pelo
produzido pelo intestino. Este pode chegar ao SNC por difusdo através da barreira
hematoencefalica e érgdos circunventriculares. A mensagem emitida pelo GLP-1 também pode
chegar ao SNC pelos ramos aferentes vagais que partem do ganglio nodoso para o nucleo do trato
solitario. Dessa regido, a informacdo é retransmitida para o hipotdlamo e outras regibes
(BAGGIO; DRUCKER, 2007). Essa ultima via parece ser dominante para os efeitos centrais do
GLP-1, ja que sua meia-vida na circulacdo é extremamente curta (PRINZ; STENGEL, 2017).

Quatro diferentes isoformas de GLP-1 podem ser secretadas, entre elas estdo as isoformas
GLP-1-(7-37) e GLP-1-(7-36)NH2 que sdo as formas biologicamente ativas. Esta Gltima é a
principal isoforma circulante em humanos e a que possui maior meia-vida por conter um
grupamento amida (BAGGIO; DRUCKER, 2007). A secrecdo de GLP-1 é estimulada pelo

contato das células L com nutrientes presentes na luz intestinal, sobretudo &cidos graxos e
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glicose. Assim, a concentracdo plasmatica desse horménio é dependente do tamanho e da
composicdo da refeicdo (BAGGIO; DRUCKER, 2007). Porém, a primeira fase da secrecdo
bifasica do GLP-1, que ocorre aproximadamente 15 minutos do inicio da refeicdo, independe
desse estimulo. Segue-se entdo uma segunda fase mais tardia e com duracéo mais prolongada que
a primeira (PRINZ; STENGEL, 2017). A leptina estimula a secrecdo de GLP-1 pelas células L
enteroendocrinas. Receptores de leptina também sdo encontrados no ganglio nodoso do nervo
vago e em neurdnios do NTS que expressam GLP-1R, promovendo a liberacdo local de GLP-1
que atua em regides hipotalamicas envolvidas no controle do apetite (RONVEAUX; TOME;
RAYBOULD, 2015). Por outro lado, a sinalizagdo periférica do GLP-1R também parece
influenciar nos efeitos da leptina sobre a ingestdo alimentar e o ganho de peso corporal em ratos
(RONVEAUX; TOME; RAYBOULD, 2015). Portanto, parece que a leptina pode potencializar a
secrecdo de GLP-1 e seus efeitos anorexigenos, e 0 GLP-1 também pode mediar os efeitos da
leptina sobre a homeostase energética.

Ambos grelina e o GLP-1 interagem na regulacdo da ingestdo alimentar, porém o
mecanismo envolvido nessa regulacdo ainda ndo esta claro. O que se sabe é que a grelina pode
regular a disponibilidade do GLP-1R na membrana plasmatica, reduzindo a ligacdo de um
agonista a este receptor (RONVEAUX; TOME; RAYBOULD, 2015).

O efeito anorexigeno do GLP-1 é mediado por dois mecanismos principais que se
complementam: reducdo da velocidade de esvaziamento gastrico e da secrecdo de é&cido
cloridrico (BAGGIO; DRUCKER, 2007), sendo responsavel por diminuir a ingestdo alimentar
em curto prazo e estimulacdo direta dos neurdnios POMC/CART+ e inibi¢do indireta dos
neurénios NPY/AgRP+ no ARC (KATSURADA; YADA , 2016). Assim o GLP-1 reduz a
ingestdo alimentar por diminuir o tamanho e a duragédo da refeicdo, bem como por aumentar o
intervalo de tempo entre as refeicdes (BARRERA et al., 2011).

Também foi vista uma acdo indireta do GLP-1 sobre os neurénios POMC+ no ARC
quando esse hormdnio foi co-administrado com leptina em doses que, individualmente, nédo
afetam a ingestdo alimentar. Nesse estudo houve um aumento da expressdo de POMC no
hipotdlamo, mediado por sinais que partem dos neurdnios do rombencéfalo (onde o NTS esta
localizado), resultando em reducdo da ingestdo alimentar nos ratos tratados com o0s dois
horménios simultaneamente (AKIEDA-ASAI et al., 2014).
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Barrera et al., 2011 revelaram que a ac&o central do GLP-1 vai além do controle sobre a
ingestdo alimentar em curto prazo. Eles mostraram que tanto a reducdo da producdo de pro-
glucagon no NTS quanto o bloqueio dos receptores centrais de GLP-1 resultaram no
desenvolvimento de hiperfagia e maior acumulo de gordura corporal em ratos adultos
alimentados com dieta padrdo e/ou rica em gordura. Esses achados reforcam a importancia da
acdo do GLP-1 a nivel central no controle da ingestdo alimentar e do balanco energético em
longo-prazo (BARRERA et al., 2011).

A inativacdo de GLP-1 é realizada pela enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP4) e se inicia
assim que o horménio é secretado. Esta enzima estd presente em varios tecidos, incluindo o
figado e os vasos que drenam a mucosa intestinal (BAGGIO; DRUCKER, 2007; RONVEAUX;
TOME; RAYBOULD, 2015), gerando os metabdlitos inativos GLP-1-(9-37) e GLP-1-(9-
36)NH2 que sdo excretados pelo rim (BAGGIO; DRUCKER, 2007).

1.5.3 O sistema endocanabindide (SEC)

O SEC regula o gasto energético e a ingestdo alimentar, tanto a nivel central quanto
periférico (CARDINAL, 2012; 2014; WATIKIS e KIM, 2015), o que faz dele uma importante
via para o desenvolvimento da obesidade. A resposta a sinais homeostaticos e heddnicos é
principalmente modulada pelos endocanabindides produzidos em populagdes neuronais
especificas do LH. Neste nucleo, a leptina influencia a sintese e a resposta dos endocanabindides
(CRISTINO et al., 2013; JO et al., 2005).

O SEC é composto pelos receptores canabinoides, seus agonistas enddgenos e as enzimas
que catalisam sua biossintese e degradacdo (NAUGHTON et al., 2013; WATIKIS; KIM, 2015).
Ele foi inicialmente descoberto por seu envolvido no mecanismo de agdo do A°-tetra-
hidrocanabinol (THC), principio ativo da maconha (Cannabis sativa) (DEVANE; AXELROD,
1994), que age sobre os receptores canabindides 1 (WATIKIS; KIM, 2015) produzindo efeitos
psicotropicos (DEVANE; AXELROD, 1994) e estimulantes do apetite (KIRKHAM, 2009).

Os receptores canabindides mais conhecidos sdo os de tipo 1 (CB1-R) e tipo 2 (CB2-R).

O primeiro esta distribuido por quase todo o SNC, mas também em células de 6rgaos periféricos
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como tecido adiposo branco (TAB) (FRANCISCHETTI; ABREU, 2006) figado (ALVHEIM et
al.,, 2014) e nas terminagOes vagais do trato gastrointestinal (WATIKIS; KIM, 2015),
favorecendo a lipogénese, a sensacdo de fome e a diminuicdo da sensibilidade a insulina e a
leptina (FRANCISCHETTI; ABREU, 2006). Ja os CB2-R estdo presentes principalmente em
células do sistema imune desempenhando efeitos imunomoduladores e anti-inflamatorios, mas
podem também ser encontrados em pequena quantidade no SNC, o0ssos, musculo e coracdo
(WATIKIS; KIM, 2015).

Ambos CB1-R e CB2-R possuem 7 dominios transmembrana acoplados na face interna da
membrana a proteina G inibitoria (Gain), principalmente. Assim, a ligagdo do agonista a um
desses receptores gera mudangas conformacionais na estrutura do receptor com consequente
dimerizagdo e ativac¢do da subunidade aijo. ESta inibe a atividade adenilato ciclase e a producéo de
monofosfatociclico de adenosina (AMPc) (WATIKIS; KIM, 2015) enquanto estimula a via da
MAPK (FRANCISCHETTI; ABREU, 2006), resultando na ativagdo da ERK 1/2. Dessa forma os
canabinoides regulam a expressdo de genes relacionados a diferenciacdo, proliferacdo, migracao,
transformacdo, sobrevivéncia e morte celular (DHOPESHWARKAR; MACKIE, 2014
HOWLETT, 2005). A ativacdo do CB1-R também exerce efeitos sobre canais ibnicos presentes
na membrana celular. Os canais de K* e Ca?* voltagem-dependentes e o0s canais de potassio
retificadores de influxo sdo entdo regulados pelo CB1-R para modular a excitabilidade celular e,
consequentemente, a liberagdo pré-sinaptica de neurotransmissores. (HOWLETT, 2005;
IRVING; MCDONALD; HARKANY, 2008).

No hipotadlamo, o CB1-R apresenta-se em pequena quantidade (HERKENHAM et al.,
1991) no nucleo paraventricular (PVN), co-expresso com o horménio liberador de corticotrofina
(CRH); no ARC, com as células que expressam o transcrito relacionado a cocaina e a anfetamina
(CART); no ndcleo ventromedial (VMN), com a pré-pro-orexina (WATIKIS; KIM, 2015); no
LH, com o hormdnio concentrador de melanina (MCH) e nos neurbnios positivos para o fator
esteroidogénico 1 (SF1) que também expressam receptores de leptina e medeiam a atividade do
sistema nervoso simpético (SNS) (CARDINAL et al., 2014). O CB1-R também esté presente no
sistema mesolimbico e no tronco cerebral (HERKENHAM et al., 1991), modulando o gasto
energético e principalmente a ingestdo alimentar. Além disso, estd envolvido na regulacédo de
funcGes cognitivas, emocionais e no reforco, que levam a dependéncia quimica
(FRANCISCHETTI; ABREU, 2006).
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Os agonistas enddgenos mais bem caracterizados que se ligam aos receptores
canabinoides sdo o 2-araquidonoil glicerol (2-AG) e a N-araquidoniletanolamida - Anandamida
(AEA) (WATIKIS; KIM, 2015) (figura 1). Eles séo sintetizados a partir de acidos graxos (AG)
derivados da dieta, principalmente do &cido araquidénico, AG poli-insaturado ®-6 (ALVHEIM et
al.,, 2014; NAUGHTON et al., 2013; WATIKIS; KIM, 2015), que sdo incorporados aos
fosfolipidios de membrana e depois utilizados pela maquinaria celular por remodelagem das
mesmas (WATIKIS; KIM, 2015). Para isso utilizam, dentre outras enzimas, a diacilglicerol
lipase sn-1-seletiva (DAGL) e uma fosfolipase D seletiva para N-acil-fosfatidiletanolamina
(NAPE-PLD) (NAUGHTON et al., 2013; WATIKIS; KIM, 2015). O 2-AG é o EC mais
abundante nos tecidos e correlaciona-se positivamente com o indice de massa corporal (IMC) e
adiposidade intra-abdominal em humanos obesos (NAUGHTON et al., 2013). Ele se liga com
afinidade semelhante a ambos os receptores canabinoides, enquanto a anandamida € um fraco
agonista para CB2-R (WATIKIS; KIM, 2015).

Figura 1- Formacdo e inativacdo dos endocanabindides
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Fonte: FRANCISCHETT & ABREU, 2006.
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Outras N-aciletanolaminas, derivadas dos &cidos graxos palmitico (C16:0), estearico
(C18:0) e oléico (C18:1), também possuem sua sintese catalisada pela enzima NAPE-PLD. O que
determina se a enzima vai servir a um ou a outro € a disponibilidade do substrato. Apesar desses
mediadores lipidicos possuirem estrutura quimica semelhante a dos endocanabindides eles nao
podem se ligar aos receptores canabindides. Apesar disso, eles podem influenciar a ingestdo
alimentar e metabolismo energético através da ligagdo a outros receptores como 0 receptor
ativado por proliferador de peroxissoma o (PPARa) (GEURTS et al., 2015).

Os ECs podem agir de forma autdcrina ou paracrina (WATIKIS e KIM, 2015) e logo ter
sua acdo interrompida por degradacdo. De forma semelhante, nos neurdnios eles sdo recaptados
e, em seguida, metabolizados a compostos inativos (FRANCISCHETTI; ABREU, 2006). Esse
processo ocorre por meio principalmente das vias enzimaticas que utilizam as enzimas monoacil
glicerol lipase (MAGL) e acido graxo amida hidrolase (FAAH), sendo a primeira mais especifica
para a 2-AG e a segunda para a anandamida (NAUGHTON et al., 2013; WATIKIS; KIM, 2015).

No TAB, o CB1-R é expresso apenas por adipdcitos em diferenciacdo e adipocitos
maduros (VETTOR; PAGANO, 2009). Sua ativacdo promove acumulo de gordura por meio do
aumento da atividade da enzima lipoproteina lipase (LPL), aumento da captacdo celular de
glicose (por aumentar a translocacdo de GLUT4 para a membrana), diminuigcdo da biogénese e
atividade mitocondrial e por estimulo a diferenciacdo de pré-adipdcitos a adipécitos (VETTOR,;
PAGANO, 2009), podendo induzir a obesidade hipertrofica (ALVHEIM et al., 2014) ou
hiperplasica. O compartimento de gordura visceral mostra-se mais expressivo para sintese e
atuacdo dos ECs (VETTOR; PAGANO, 2009).

O SEC ¢ ativado “sob demanda”, sendo os EC prontamente sintetizados e liberados em
respostas a estimulos fisiologicos (ALVHEIM et al., 2014). O jejum de curto prazo, exposic¢ao a
alimentos palataveis e situagcdes de estresse estimulam o SEC (FRANCISCHETTI; ABREU,
2006). Ainda o aumento no fornecimento de substrato para a biossintese dos EC, maior expressao
de CB1-R e atividade das suas enzimas de biossintese, bem como redugédo na degradagéo dos EC,
pode tornar este sistema hiperativo (NAUGHTON et al., 2013).

A hiperativagdo do SEC esta diretamente relacionada a hiperfagia, com preferéncia por
alimentos palataveis (CRISTINO; PALOMBA; DI MARZO, 2014; DI MARZO; LIGRESTI,;
CRISTINO, 2009), reducéo do gasto energético e maior acimulo de gordura (CARDINAL et al.,
2014; WATIKIS; KIM, 2015), alem de disturbios enddcrino-metabdlicos (ALVHEIM et al.,
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2014; NAUGHTON et al., 2013; WATIKIS; KIM, 2015), como hiperleptinemia (CARDINAL et
al., 2014) e alteragfes no metabolismo da glicose (ALVHEIM et al., 2014; CARDINAL et al.,
2014; NAUGHTON et al., 2013).

Existe uma intima relacdo entre a acdo central da leptina e o sistema endocanabinoide. Di
Marzo e colaboradores (2001) observaram que uma Unica dose intravenosa de leptina em ratos
normais foi capaz de reduzir em cerca de 50% os niveis hipotalamicos de 2-AG e anandamida,

sem alterar a atividade das principais enzimas de sintese e degradacdo (DI MARZO et al., 2001).
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JUSTIFICATIVA

Na tentativa de melhorar a qualidade de vida, muitas pessoas, principalmente mulheres,
agregam em sua rotina, a ingestdo de alimentos funcionais, mesmo sem seu efeito bioativo ser
completamente conhecido, o que atualmente pode ser tratado como um modismo. A substitui¢do
das fontes tradicionais de gordura, como o 6leo de soja e as gorduras saturadas de origem animal
na dieta ocidental, por outras ndo habituais como o 6éleo de coco, consideradas mais saudaveis,
vem ganhando popularidade. As vezes, essa substituicdo também tem sido adotada de forma
pontual durante os periodos criticos do desenvolvimento como a gestacdo e lactacdo, momento
em que geralmente a mae tem maior preocupacdo em estar saudavel.

Pouco se sabe sobre as consequéncias futuras do uso do éleo de coco por individuos
expostos a este dleo no periodo de desenvolvimento. Sabe-se que diferentes fatores de imprinting
resultam em modificacdo no comportamento alimentar, e que este pode ser um dos mecanismos
para 0 ganho ponderal anormal e o subsequente desenvolvimento da obesidade. Assim, para um
melhor entendimento dessas modificagcdes, propomos avaliar os mecanismos centrais envolvidos
no controle do apetite em um modelo experimental de suplementagcdo materna com éleo de coco,
que conhecidamente leva a hiperfagia da prole adulta. Também temos a intencdo de investigar o
que acontece nos mesmos circuitos centrais de regulacdo da ingestdo alimentar quando essa prole
é exposta ao mesmo fator de imprinting durante toda a sua vida, ou seja 6leo de coco na dieta

pos-desmame ofertada a prole de forma continua.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o ganho de peso e o comportamento alimentar de ratos Wistar machos adultos

amamentados por médes que receberam suplementacdo com 6leo de coco durante todo o periodo

da lactagdo, bem como em animais que continuaram recebendo este 6leo na racdo durante toda a

vida.

2.2 Objetivos Especificos

A\

Monitorar a evolucdo ponderal da prole ao longo da vida e a ingestdo alimentar a partir do
desmame;

Testar a preferencia por dietas hiperglicidica e hiperlipidica aos 175 dias de idade;

Estudar a composicéo corporal aos 180 dias de idade;

Investigar os seguintes parametros envolvidos com a ingestdo alimentar aos 180 dias de
idade:

- Concentracdes de leptina no plasma e no tecido adiposo branco;

- Conteldo das proteinas da via de sinalizacdo da leptina (ObR, pJAK2, pSTAT3 e SOCS3)
no nucleo arqueado do hipotalamo;

- Contetdo do receptor do peptideo gastrointestinal GLP-1 (GLP-1R) no nucleo arqueado do
hipotalamo;

- Contetido das enzimas de sintese e degradacdo de endocanabindide e de seu receptor
(DAGLa, FAAH ¢ CB1-R) no hipotalamo lateral.
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido utilizando ratos Wistar alojados em gaiolas de
polipropileno com forragem apropriada, mantidas no biotério do Laboratério de Fisiologia
Enddcrina sob condigdes controladas de temperatura (22+2°C), ciclo claro-escuro de 12h (7:00-
19:00 h) e sistema de exaustdo de ar. O nimero de animais mantidos por gaiola foi de 1
(gestacdo), 1 mde com sua respectiva ninhada (lactacdo) e 4 (animais adultos de segmento). A
agua filtrada e a racdo oferecidas foram consumidas sob livre demanda.

Todos os procedimentos de cuidado animal obedeceram a lei n® 11.794, de outubro de
2008, que regula os procedimentos para 0 uso de animais em atividades de ensino e pesquisa no
territério nacional. O desenho experimental executado neste trabalho foi aprovado pelo Comité
de Etica para Uso Animal do Instituto de Biologia Roberto Alcintara Gomes, da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (IBRAG/UERJ) e registrado sob o nimero CEUA/001/2014.

3.1 Modelo de imprinting por suplementa¢do materna com 6leo de coco.

Ratas fémeas nuliparas de aproximadamente 3 meses de idade foram acasaladas com ratos
machos da mesma linhagem na proporcdo de 2:1, durante 2 semanas. Ao final desse periodo, as
fémeas gravidas foram acomodadas em gaiolas individuais até o nascimento da prole (dia pds-
natal 0, PNO). Como esquematizado no Quadro 1, no primeiro dia poés-natal (PN 1) as proles
foram ajustadas para 6 filhotes machos por mée. A partir desse momento cada lactante,
juntamente com sua ninhada, foi aleatoriamente atribuidas a um dos 2 grupos experimentais, a
saber:

e grupo Oleo de soja (OS) - animais cujas maes receberam 6leo de soja na dose de 500

mg/kg de peso corporal, por gavagem intra-gastrica, durante os 20 dias da lactacdo (PN 1

a PN 20);
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grupo 6leo de coco (OC) - animais cujas maes receberam 6leo de coco na dose de 500
mg/kg de peso corporal, por gavagem intra-gastrica, durante os 20 dias da lactacdo (PN 1
a PN 20);

Ao desmame (PN 21), os animais do grupo OC foram subdivididos em 2 diferentes

grupos, de acordo com a tipo de racdo consumida sob livre demanda até os 180 dias de idade.

A partir de entdo, o estudo passou a ser composto pelos seguintes grupos experimentais:

grupo oleo de soja (OS, 9 ninhadas) - animais cujas maes receberam 0Oleo de soja durante
a lactacdo e que a partir do desmame passaram a consumir racdo comercial padrdo para
roedores (Nuvilab-NUVITAL Nutrientes LTDA, Parana, Brasil);

grupo oleo de coco (OC, 7 ninhadas) — animais cujas maes receberam 0Oleo de coco
durante a lactacdo e que a partir do desmame passaram a consumir ragdo comercial
padrdo para roedores (Nuvilab-NUVITAL Nutrientes LTDA, Paran4, Brasil);

grupo oleo de coco ragdo (OCR, 7 ninhadas) — animais cujas mées receberam oleo de
coco durante a lactacdo e racdo complementada com 6leo de coco (66,6% do total de

lipidios da racéo).
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Quadro 1 - Delineamento experimental, destacando a intervengdo nutricional realizada em cada

grupo nos periodos de lactacdo e pos-desmame

Suplementacdo  materna  por Alimentag3o ao longo da vida

01 sgavagem intragdstrica durante a 21 180
| | lactagdo 1 i
i1 | /I
Dias PN
Ragdo padrao
— 0S8 e SR @S I > 0SS
(500 mg de dleo de soja/kg ~ ~
Ragdo padrao
de peso corporal) I i s
P> ocC > 0C
> OC e | ) )
i Ragdo complementada com dleo de coco
(500 mg de 6leo de coco/kg > UL e >

de peso corporal)

Legenda: Delineamento experimental do modelo de programacéo pela suplementagdo materna com 6leo de coco
durante a lactacdo, e complementacao alimentar com este éleo ao longo de toda a vida. Ratas lactantes
receberam gavagem intragastrica com éleo de soja — grupo OS ou 6leo de coco — grupo OC
(500mg/kg) durante todo o periodo da lactacdo. Ao desmame o grupo OC foi subdividido em 2
grupos: os animais alimentados com racéo padrdo ao longo da vida — grupo OC, assim como o grupo
0S, e os alimentados com ragdo complementada com 6leo de coco até os 180 dias de idade. OS- dleo
de soja; OC- 6leo de coco; OCR- 6leo de coco ragdo.

Fonte: A autora, 2017.

3.2 Preparo da racdo complementada com 6leo de coco

A racdo complementada com 6leo de coco foi produzida no préprio laboratério. Sua base foi
racdo padrdo (Nuvilab®, NUVITAL Nutrientes LTDA, Parana, Brasil) consumida pelos ratos,
em sua forma farelada. A esta ragdo foram adicionadas quantidades suficientes de amido de
milho, proteina texturizada de soja e 6leo de coco (coconut oil from Cocos nucifera, Chem
Cruz®, Santa Cruz Biotechnology) a fim de manter a composi¢do nutricional e a fonte de
macronutrientes semelhantes aos da racdo padrdo (normocalorica, normoproteica e normolipidica
e normoglicidica), alterando parcialmente somente a fonte lipidica. Também foram acrescidos
mix de minerais, vitaminas, aminoacidos e antioxidante segundo as recomendagdes do Instituto
Americano de Nutricdo (AIN- 93M) para roedores. (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). Os
ingredientes utilizados no preparo da racdo complementada com 6leo de coco estdo detalhados a

seguir (Quadro 2).
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Quadro 2 - Ingredientes e composi¢do de macronutrientes da ragdo complementada com 6leo de

coco.
QUANTIDADE | CHO PTN LIP
Racé&o padrdo (g) 500 330 110 20
Amido (g) 600 510 0 0
Proteina texturizada (g) 500 100 260 5
Oleo de coco (mL) 50 0 0 50
TOTAL 1650 940 370 75
TOTAL em 10009 570 224 45
Kcal em 10009 3585 2279 897 409
%Kcal 63,6 25,0 11,4
Mix de minerais (Q) 9,6
Mix de vitaminas (Q) 1,6
L-cistina (mg) 875
Metionina (mg) 150
Lisina (mgQ) 50
BHT (mg) 300

CHO- carboidratos, PTN — proteina, LIP — lipideos, BHT — Butilhidroxitolueno.
Fonte: QUITETE, 2016.

Todos esses ingredientes foram homogeneizados em batedeira industrial, por cerca de 20
minutos. Agua morna foi adicionada a massa até que ela atingisse a consisténcia necessaria para
formacdo de novos pellets. Estes foram entdo levados a estufa de secagem por 24h, a 50°C. Apds
a secagem, a racao foi armazenada a 4° C. A cada semana um novo lote de racdo era produzido, a

fim de garantir sua qualidade nutricional e manter sua seguranca microbioldgica.

3.3 Avaliacéo do estado nutricional

O estado nutricional foi avaliado periodicamente através das medidas de massa corporal e
ingestdo alimentar. Adicionalmente, a massa de gordura visceral também foi medida no dia da

eutanasia.
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3.3.1 Massa corporal

A massa corporal dos animais foi monitorada durante toda a vida por pesagem em balanca
digital, em intervalos de 4 dias do desmame até os 180 dias de idade.

3.3.2 Ingestdo alimentar

A quantidade de racdo oferecida e a quantidade de racdo restante em cada gaiola foi
medida e registrada a cada 4 dias. Assim, a ingestdo alimentar de cada animal foi estimada pela
diferenca entre a ragdo inicial e a racéo final, dividido pelo nimero de animais presentes em cada

gaiola e pelo intervalo de dias entre cada pesagem.

3.3.3 Avaliacdo da massa de gordura visceral

Os compartimentos de gordura mesentérica, gonadal e retroperitoneal foram dissecados
apos o sacrificio e imediatamente pesados em balanca de precisdo. A massa de gordura visceral
(MGV) é entdo resultante da soma do peso desses compartimentos de gordura.

3.4 Teste de preferéncia alimentar

O teste de preferéncia alimentar foi realizado aos 175 dias de idade, sob jejum de 12h
(8:00-20:00 h). Apds esse periodo os animais dos grupos OS, OC e OCR, contidos em caixas

com 2 animais de cada ninhada, foram expostos por um periodo de 12 h (ciclo escuro, 20:00-8:00
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h) as dietas hiperglicidica (rica em agUcar simples) e hiperlipidica (miscelanea de aglcar simples
e gordura saturada, com predominancia desta Gltima) (Quadro 3), simultaneamente, para
avaliacdo da preferéncia. O consumo destas racoes foi registrado em 2 momentos: 30 minutos
apos o inicio do teste, para avaliacdo da voracidade e ao final de 12 h de exposi¢do (PINHEIRO

et al., 2015b). Os resultados foram expressos pelo consumo (g)/ animal.

Quadro 3 - Composicdo de macronutrientes das rac6es palataveis

Composicdo em g/100g
Padréo Hiperglicidica Hiperlipidica
Carboidratos 66,0 78,9 58,9
Proteina 23,0 14,3 14,3
Lipidios 11,0 6,8 26,8
Valor energético (Kcal) 455 461 561

Fonte: PINHEIRO et al., 2015b

3.5 Eutanésia

A eutanasia foi realizada aos 180 dias de idade, apds jejum de 12 horas, por puncdo
cardiaca sob efeito anestésico (90mL/kg de peso de cloridrato de quetamina com 15mL/kg de
peso de cloridrato xilazina, ip.). O sangue foi coletado em tubos de sangue contendo EDTA e
entdo centrifugado (3000 rpm/20 minutos/4°C) para obtencdo do plasma. Este foi armazenado a
-20°c até a realizacdo das analises. Ap0s a exsanguinacdo, o cérebro foi rapidamente dissecado e
armazenado a -20°C por 24h; apds esse periodo, foi conservado a -80°C. Os compartimentos de
gordura visceral também foram dissecados e imediatamente pesados, aliquotados em microtubos
e congelados em nitrogénio liquido. Todos os tecidos, exceto o plasma, foram armazenados a -
80°C.
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3.6 Determinacdo das concentragdes de leptina plasmética e tecidual

A concentracdo plasmatica de leptina foi medida utilizando ensaio imunoenzimatico
(ELISA), colorimétrico, com reatividade especifica para leptina produzida em ratos (EMD
Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA). O nivel de leptina nas amostras de tecido adiposo
retroperitoneal também foi mensurada apds extracdo prévia em tampdo RIPA. Todas as amostras
foram incluidas num Udnico ensaio. O coeficiente de variacdo intraensaio foi de 2,13% com

sensibilidade de deteccdo de 0,08 ng/mL. Os resultados foram expressos em ng/mL.

3.7 Isolamento dos nucleos hipotalamicos

Os cérebros congelados foram cortados em sentido coronal utilizando criostato (Hyrax
C25, Zeiss, Stuttgart Alemanha) a temperatura de -12° C. As regifes de interesse foram
localizadas tomando como ponto de referéncia o bregma (PAXINOS E WATSON, 1998). Assim,
a técnica de punch foi aplicada para isolar o nacleo arqueado (ARC) e o hipotalamo lateral (LH)
no corte coronal localizado entre o bregma -1,6 e -2,6 mm. Os nucleos foram armazenados a -

80°C até a realizacdo das analises.

3.8 Determinacéo do conteddo de proteinas por western blotting

As proteinas da via de sinalizacdo da leptina, do receptor de GLP-1 e do SEC foram
quantificados pelo método de western blotting empregando os seguintes procedimentos:

Extracdo de proteinas - as proteinas do ARC e do LH foram respectivamente extraidas em
80 e 60 mL de tampédo RIPA (50mM TRIS pH 7,4; 150mM NaCl; 0,1% SDS, 50mM NaF,
30mM pirofosfato de sodio, 5SmM-EDTA, 1% Triton X-100), adicionado de ortovonadato de
sodio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e coquetel inibidor de proteases (Complete®
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EDTA-free - Roche Applied Science, Mannheim, Alemanha). Para isso utilizou-se processador
ultrassonico (SONICS Vibra-Cell® modelo VCX 130, Newtown, CT, EUA) em 2 ciclos de 10
seg., separados por um intervalo de 15 seg. e amplitude de 40%. Os homogenatos resultantes ndo
precisaram ser centrifugados.

Dosagem de proteina — a determinagdo da concentragdo de proteina dos homogenatos foi
realizada utilizando o kit de ensaio colorimétrico BCA (BCA Protein Assay Kit - Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, EUA), juntamente com uma curva padrdo de proteina pré-diluida
(Pierce® BSA Protein Assay Standard Pre-Diluted Set - Thermo Fisher Scientific Inc.) segundo
orientacOes do fabricante. A leitura do ensaio foi feita em leitor de microplaca a 562nm.

Preparo das amostras — as amostras foram diluidas a partir do homogenato-estoque para
possuirem a mesma quantidade de proteina no mesmo volume a ser pipetado no gel. Ao
homogenato diluido foi adicionado 20% de tampédo contendo 2-mercaptoetanol, alcangando,
assim, o volume final determinado. As amostras diluidas foram, entdo, vortexadas e deixadas por
1 h em temperatura ambiente para desnaturagdo das proteinas.

Western blotting — as amostras diluidas foram pipetadas e submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) de 10 ou 12%, dependendo do peso molecular da proteina alvo.
Uma vez separadas, as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (GE
Healthcare, Amersham Place, Bucks, Inglaterra). Em seguida, foram incubadas por 45 minutos
em solucdo com 5% de albumina sérica bovina (BSA - Sigma-Aldrich) diluida em T-TBS
(20mM Tris, 0,5M NaCl - pH7,5 + 0,1% de tween-20) a fim de inibir possiveis ligacfes
inespecificas. Na sequéncia, as membranas foram incubadas com o anticorpo primario, especifico
para a proteina que se deseja marcar, overnight a 4°C. Apds esse periodo as membranas foram
lavadas com solucdo T-TBS e incubadas com anticorpo secundario biotinilado, por 1 hora. Em
seguida foram feitas novas lavagens com T-TBS e uma nova incubagdo com estreptavidina
conjugada a peroxidase (GE Healthcare), durante 1 hora. Por fim, outras lavagens com T-TBS
foram realizadas para entdo a membrana ser revelada. Estas foram expostas ao reagente ECL
(ECL® - GE Healthcare) e submetidas a um sistema de detec¢do por quimioluminescéncia
(ImageQuant LAS 500 - GE Healthcare), que também capturava as imagens geradas. Todas as
incubagdes foram realizadas em temperatura ambiente, sob suave e constante agitacdo. As
imagens das bandas foram quantificadas por densitometria com o auxilio do programa Image J,
versdo 1.6.0 (National Institute of Health, Bethesda, MD, EUA). A proteina -actina foi utilizada
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como controle interno de todos os ensaios. Os detalhes da técnica especificos para cada proteina

—alvo estdo descritos no Quadro 4.

Quadro 4 - Proteinas marcadas por western blotting e suas condicdes especificas de ensaio

Quantidade de Concentragdo
. Marcador . do gel de Concentracdo do Concentragéo do
Tecido proteina por SO Y g
(PM) poliacrilamida AC primario AC secundério
slot (ug) (%)
Ob-R
(100-125 1:1000* 1:10000
kDa)
pJAK2 -E0O* .
(128 kDa) 0 " 1:500 1:10000
Nucleo pSTAT3
arqueado (91-86 1:500* 1:10000
kDa)
SOCS3 -EOO* .
(~30 kDa) 1:500 1:7000
GLP-1R . ,
(~53kDa) 30 12 1:200 1:5000
CB1-R
(60-53 10 10 1:100** 1:7000
Hipotalamo Di%?a
lateral (115 kDa) 10 10 1:500 1:10000
FAAH B .
(~63 kDa) 20 12 1:500 1:10000

Nota: Todos os anticorpos foram diluidos em T-TBS; as incubagdes ocorreram em temperatura ambiente com a
membrana sob leve agitacdo. PM: peso molecular; AC: anticorpo. * Santa Cruz biotechnology Inc., Dallas, TX,
EUA,; **Abcam Inc., Cambridge, MA, EUA

Fonte: A autora, 2017.

3.9 Analise estatistica

Todos os dados obtidos foram analisados e tiveram sua significancia testada no programa
GraphPad Prisma, versdo 5.0 (San Diego, CA, EUA). As evolugdes de ingestdo alimentar e
massa corporal do desmame a vida adulta foram avaliadas por analise de variancia bivariada (two
way ANOVA). A anélise de variancia univariada (one way ANOVA) foi aplicada para avaliar os
3 grupos experimentais aos 180 dias de idade. JA o0 ANOVA bivariada (two way ANOVA) foi
utilizado nas anélises do teste de preferéncia alimentar (rac&o hiperglicidica x hiperlipidica) nos 3

grupos de estudo (OS x OC x OCR) para avaliar a influéncia que o tratamento recebido ao longo
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da vida poderia ter sobre a escolha da racdo (interacdo preferéncia alimentar x tratamento). O
pos-teste de Student-Newman-Keuls foi aplicado quando as andlises de varidncia indicavam
alguma diferenca significativa. Os resultados foram expressos como média + EPM (erro padréo
da média) e as diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.

Os animais provenientes de todas as ninhadas foram incluidos na avaliacdo do estado
nutricional, enquanto no teste de preferéncia selecionamos aleatoriamente apenas 2 animais de

cada ninhada. Nas demais analises utilizamos 1 animal de cada ninhada para todos os grupos.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao da evolucdo da ingestdo alimentar e massa corporal do periodo do desmame

até a idade adulta (180 dias):

Na evolucdo da ingestdo alimentar representada na Figura 2, podemos observar que ja nos
primeiros dias ap6s o desmame os grupos estudados diferiram significativamente quanto a
quantidade de racdo consumida. Enquanto o grupo OC apresentou maior ingestdo alimentar no
PN25 comparado ao grupo OS (OC vs OS, +26%) e OCR (OC vs OCR, +40%), o grupo OCR
exibiu menor ingestdo alimentar quando comparado ao grupo OS (OCR vs OS, -10 %). Este
perfil dos 3 grupos se manteve ao longo de todo o seguimento (PN 180: OC vs OS, +8%; OCR vs
0OS, -7%; OC vs OCR, +16%). Assim, caracterizamos os animais do grupo OC como

hiperfagicos e os animais do grupo OCR como hipofagicos, quando comparados ao grupo OS.

Figura 2- Evolugéo da ingestéo alimentar
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Legenda: Evolugdo da ingestdo alimentar (PN 25 a PN 180) dos animais expostos indiretamente ao 6leo de soja (OS,
n= 36) ou 6leo de coco (OC, n= 28) durante a lactacdo e ao 6leo de coco durante toda a vida (OCR, n=
28). Resultados expressos como média xEPM. *OC vs OCR; OC vs OS; °OCR vs OS (p<0,05).
Fonte: A autora, 2017.
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A evolugédo da massa corporal ao longo do tempo (PN25 a PN180 - Figura 3), mostrou
que um padrdo de maior massa corporal nos grupos que receberam dleo de coco, foi mais
evidente a partir do PN73. Assim, ambos 0s grupos OC e OCR chegaram a0s180 dias de idade
com massa corporal aproximadamente 10% maior que o grupo OS, sem existir diferencas entre
eles (OC: 455,2 + 7,6; OCR: 455,6 + 8,9 g).

Figura 3- Evolucdo da massa corporal

500-

= 400-

g 300 oS
g -2 OC
o -

o 200 -~ OCR
@ 100-

=

25 37 49 61 73 85 97 109 121 133 145 157 169 18
Idade (dias)

Legenda: Evolucdo da massa corporal (PN 25 a PN 180) dos animais cujas maes foram expostas ao 6leo de soja (OS,
n= 36) ou 6leo de coco (OC, n= 28) durante a lactacdo e ao 6leo de coco durante toda a vida (OCR, n=
28). Resultados expressos como média +EPM.*OC vs OCR; #OC vs OS; °OCRvs OS (p<0,05)
Fonte: A autora, 2017.

4.2 Avaliagéo da massa de gordura visceral aos 180 dias de idade:

Em PN 180 (Figura 4), o grupo OC apresentou maior conteido de gordura visceral em
relacdo ao grupo OS (OC vs OS, +44%). Os grupos OS e OCR mostraram MGV semelhantes
entre si (0OS: 12,33 £ 0,72; OCR: 12,27 + 0,71).
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Figura 4- Massa de gordura visceral aos 180 dias de idade
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Legenda: MGV dos grupos 6leo de soja (OS, n= 36), 6leo de coco (OC, n=28) e 6leo de coco ragdo (OCR, n= 28),

em PN180. Resultados como média £EPM. *vs OS; °vs OCR(p< 0,05)
Fonte: A autora, 2017.

4.3 Preferéncia alimentar por dietas palataveis na vida adulta:

Nos primeiros 30 minutos de realimentacdo antecedida por jejum de 12h (Figura 5A), 0s
trés grupos consumiram maior quantidade da racdo hiperlipidica comparado a racdo
hiperglicidica (dieta: F192 =268.99 P<0,001). A preferéncia pela dieta hiperlipidica do grupo OC
ndo diferiu significativamente do grupo OS (OS: 3,0 + 0,39; OC: 3,64 £ 0,30). No entanto, a
preferéncia pela racéo rica em gordura foi maior no grupo OCR quando comparado aos grupos
OS (OCR vs 0OS, +21%) e OC(OCR vs OC, +20%), indicando interacdo entre a dieta e o
tratamento (dieta x tratamento: F292= 5.00, P=0,0087).

Ao final das 12h de oferta dos alimentos palataveis (Figura 5B), o consumo da dieta rica
em gordura permaneceu significativamente maior que a ingestdo da dieta rica em acUcar entre
todos os grupos testados (dieta: Fi9>= 585.66, P<0,0001). Porém, a diferenca observada nos
primeiros 30 minutos de oferta das racOes palataveis desaparece ao longo do periodo de
exposicdo, de modo que, o consumo final resultante da dieta preferida & semelhante entre os
grupos OS, OC e OCR.
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Figura 5- Preferéncia por dietas palataveis aos 175 dias de idade
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Legenda: Preferéncia alimentar em PN 175dos animais programados pela exposi¢cdo materna ao éleo de soja (OS,
n=18) ou éleo de coco (OC, n=14) durante a lactacdo, e exposicdo ao 6leo de coco a partir do desmame
(OCR, n= 14).Ingestdo apds 30 minutos (A) e em 12h (B) da oferta das ragdes palativeis. Resultados
expressos como média £EPM. *OC vs OCR; °OCR vs OS; £hiperglicidica vs hiperlipidica (p<0,05).
Fonte: A autora, 2017.

4.4 Concentracao de leptina plasmatica e tecidual:

A leptina plasmatica de jejum (Figura 6A) dos animais adultos (PN 180) foi maior no
grupo OC (+3x) em relacdo ao grupo OS. Néo foram verificadas diferencas nos niveis de leptina
entre os grupos OS e OCR (OS: 0,98 = 0,19; OCR: 1,39 £ 0,24ng/ml). O mesmo perfil foi
encontrado quanto a concentracdo de leptina no tecido adiposo retroperitoneal (Figura 6B), onde
foi observado maior concentragdo no grupo OC comparado ao grupo OS (+1,7x), sem diferencas
entre os grupos OS e OCR (OS: 3,05 £ 0,70; OCR: 2,05 + 0,35ng/ml).
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Figura 6- ConcentracGes plasmaética e tecidual de leptina
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Legenda: Concentracdo de leptina no plasma (A) e tecido adiposo retroperitoneal (B) em PN180. Resultados
expressos como média +EPM. Grupo éleo de soja (OS, n= 9), 6leo de coco (OC, n= 7) e 6leo de coco
racdo (OCR, n=7). *vs OS; °vs OCR (p< 0,05).

Fonte: A autora, 2017.

4.5 Reguladores de curto e longo prazo da ingestdo alimentar: a via de sinalizagdo da
leptina, receptor de GLP-1 e o sistema endocanabindide (SEC):

A Figura 7 exibe o contetdo das proteinas da via de sinalizacdo da leptina no ARC. N&o
houve diferenca entre os trés grupos para o conteudo de Ob-R (Figura 7A), pJAK2 (Figura 7B),
assim como para a proteina pSTAT3 (Figura 7C). Ja a expressdo da proteina SOCS3 (Figura 7D)
mostrou-se significativamente reduzida nos grupos OC (-23%) e OCR (-25%), em relacdo ao

grupo OS.
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Figura 7- Conteudo de proteinas da via de sinalizacdo da leptina no ARC
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Legenda: Contetdo das proteinas da via de sinalizacéo da leptina — Ob-R (A), pJAK2 (B), pSTAT3 (C) e SOCS3 (D)
— no ndcleo arqueado do hipotadlamo dos animais, aos 180 dias de idade, cujas mées foram expostas ao
6leo de soja (OS, n=9) ou 6leo de coco (OC, n= 7) durante a lactacdo, e ao 6leo de coco apds desmame
(OCR, n= 7). Resultados como média +tEPM. * vs OS (p<0,05)

Fonte: A autora, 2017.

Também observamos menor expressdo no contetdo de GLP-1R no ARC (Figura 8)
apenas no grupo OCR quando comparado ao grupo OS (-49%); os grupos OC e OCR néo
diferiram entre si (OS Vs OC, P=0,983).
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Figura 8- Conteido de GLP-1R no ARC
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Legenda: Conteudo do receptor do horménio gastrointestinal GLP-1(GLP-1R) no ARC aos 180 dias de idade.
Resultados expressos como média zEPM. Grupo 6leo de soja (OS, n=9), 6leo de coco (OC, n=7) e éleo
de coco racdo (OCR, n=7).

Fonte: A autora, 2017.

Avaliamos o contetdo de proteinas do SEC no LH (Figura 9). Entre as proteinas
analisadas observamos somente maior expressdo no contetdo da enzima de sintese DAGLa

(Figura 9B), quando comparado ao grupo OS (+58%), sem alteracdo no grupo OCR.



Figura 9- Contetdo de proteinas do SEC no LH
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Legenda: Conteldo do receptor, enzimas de sintese e degradacdo do sistema endocanabindide, CB1-R (A), DAGLa
(B), FAAH(C), no hipotalamo lateral dos animais aos 180 dias de idade. Resultados expressos como
média +EPM. Grupo éleo de soja (OS, n=9), 6leo de coco (OC, n=7) e 6leo de coco ragdo (OCR, n=7). *

vs OS (p<0,05).

Fonte: A autora, 2017.
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5 DISCUSSAO

A principal fonte lipidica tanto da dieta de humanos quanto da usada nas racfes para
animais € o 6leo de soja. Nosso grupo tem mostrado que a substituicdo, parcial ou total, do 6leo
de soja na dieta materna durante a lactacdo por uma outra fonte ndo usual, como o 6leo de coco
(QUITETE, 2016) ou oleo de linhaca (GUARDA et al., 2016), programa as proles adultas para
distdrbios enddcrino-metabdlicos quando comparado ao 6éleo de soja. Assim, neste trabalho o
grupo experimental que recebeu dleo de coco ajuda a compreender alguns dos mecanismos destas
alteracOes e serve de alerta para as consequéncias tardias da troca transitéria da fonte mais
comum de 6leo na alimentacdo (soja) por uma outra fonte, mesmo que considerada mais
saudavel, no periodo critico do desenvolvimento (lactacao).

A suplementacdo materna com 6leo de coco durante a lactagdo aumentou a concentragao
de triglicerideos e a densidade calérica no leite das mées suplementadas com 6leo de coco
(QUITETE, 2016), podendo ser este um dos fatores de imprinting no nosso modelo de
programacdo. Além disto, o transporte de acido laurico através do leite materno deve estar
aumentado no nosso modelo pois este € o principal &cido graxo presente no 6leo de coco.
Observamos que as proles de maes suplementadas com éleo de coco apresentaram hiperfagia
desde os primeiros dias p6s-desmame (PN25). O maior ganho de massa corporal no grupo OC s6
se estabeleceu entre PN49 e PN61, mantendo-se maior que o grupo OS ao longo de toda a vida.
Assim, a maior ingestdo acumulada ao longo de algumas semanas pode ter contribuido para a
maior massa corporal e maior adiposidade visceral observada no grupo OC.

As proles cujas as mées receberam 0leo de coco na lactagdo e continuaram recebendo este
6leo na racdo (grupo OCR) apresentam hipofagia ao longo da vida e menor massa de gordura
visceral aos 180 dias de idade, apesar de terem um ganho de massa corporal maior que o grupo
OS e igual ao grupo OC. Assim, a maior massa corporal da prole OCR pode ser explicado por
possivel aumento de gordura subcutdanea ou até mesmo massa magra, sendo portanto
metabolicamente melhor adaptado.

A ingestdo de triglicerideos de cadeia média (TCM) tem sido associado a menor ingestédo
alimentar e reducdo da massa corporal (BACH; BABAYAN, 1982; FERREIRA et al., 2014; ST-
ONGE; JONES, 2002). Tais efeitos sdo principalmente atribuidos aos acidos caprilico (C8:0) e
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caprico (C10:0), que juntos correspondem, a cerca de 14% dos &cidos graxos presentes no dleo de
coco. O &cido graxo predominante neste 6leo é o &cido laurico (C12:0) — aproximadamente 48% -
(LOCKYER; STANNER, 2016), que também é reconhecido por reduzir a ingestdo alimentar e
proporcionar caracteristicas metabdlicas mais favoraveis que os acido graxos de cadeia longa
(MONTGOMERY et al., 2013). Como o grupo OCR foi exposto ao 6leo de coco durante toda a
vida, é possivel que estes efeitos tenham contribuido para a hipofagia observada.

As concentracdes plasmaticas de leptina, bem como o seu contetdo no tecido adiposo
retroperitoneal foram proporcionais a massa de gordura visceral em cada grupo estudado. A
ingestdo de 6leo de coco ao longo de toda a vida preveniu ndo sé o aumento da adiposidade, mas
também o aumento da leptinemia nos animais programados. A hiperfagia associada ao excesso de
leptina plasmatica apresentados pelo grupo OC é caracteristico de resisténcia central aos efeitos
anorexigenos desse hormdnio (BONOMO et al., 2007; LIMA et al., 2011; RODRIGUES et al.,
2011). Por isso, investigamos a expressdo de algumas proteinas da via classica da leptina no
ARC. Néo verificamos alteragdes no contetido de Ob-R, pJAK2 e pSTAT3 no ARC em ambos 0s
grupos OCR e OC. A Unica diferenca encontrada foi uma menor expressdo de SOCS3 nesses dois
grupos experimentais. Portanto, a resisténcia a leptina desenvolvida pelos animais do grupo OC,
¢ possivelmente mediada por outra via de sinalizacdo da leptina que ndo a via classica
JAK/STAT ou ainda por dificuldade de acesso desse hormdnio ao SNC.

Alguns mecanismos tém sido propostos para explicar a dificuldade de acesso da leptina ao
SNC em obesos hiperleptinémicos; 0 mais antigo e aceito baseia-se na caracteristica saturavel do
transporte desse hormdnio através da barreira hematoencefalica realizado pela isoforma curta do
receptor de leptina, 0 Ob-Ra (Burguera et al., 2000; JUNG; KIM, 2013). Outro mecanismo
descrito envolve o transporte da leptina do plasma para o hipotalamo atraves dos tanicitos, que
revestem a interface de contato do ARC com a eminéncia mediana, constituindo o primeiro sitio
de acesso e acdo da leptina ao hipotalamo. H& evidéncias de que os tanicitos captam a leptina na
eminéncia mediana e a transportam para o fluido cerebrospinal, sendo redistribuida para o
hipotalamo. Esse mecanismo é mediado por uma isoforma ainda ndo identificada de Ob-R
(BALLAND et al.,, 2014), que pode contribuir para o desenvolvimento de resisténcia por
dificuldade de acesso do hormonio aos neurdnios-alvo.

A via da PI3K/AKT é uma via alternativa candidata a estar reduzida nos animais OC, que

também poderia contribuir para a resisténcia a leptina. Essa via alternativa inibe a ativacdo do
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fator de transcricdo FoxO1. Este fator, quando em sua forma ativa (desfosforilada), estimula a
transcricdo dos neuropeptidios NPY e AgRP (KWON; KIM; KIM, 2016) e inibe a de POMC
(principal mediador dos efeitos anorexigenos da leptina) por se ligar diretamente a pSTATS3,
impedindo a sua ligacdo a regido promotora dos seus gene-alvo (YANG et al., 2009; MA et al.,
2015). Assim, para que os efeitos anorexigenos da leptina mediados por pSTAT3 ocorram é
necessario que a via da PIBK/AKT esteja igualmente funcionante. E possivel que nosso trabalho
esta via esteja reduzida assim como FoxO1 esteja aumentada na prole OC, explicando o seu
maior consumo de racéo.

Além disso, a via da AKT também promove a ativacdo da via mTOR/proteina kinase S6
que resulta na inativagdo da AMPK com consequente acimulo de produtos responsaveis pela
anorexia mediada por esta via no ARC. Em camundongos com obesidade induzida por dieta, a
administracdo de leptina ndo reduziu a ingestdo alimentar num periodo de 24h. Esse efeito foi
associado a AMPKa2 normal e ativagdo de STAT3 no ARC, sugerindo que somado a outros
reguladores da AMPK, alteracbes no funcionamento dessa via também contribuem para a
resisténcia central a leptina (MARTIN et al., 2006). Assim, em nossos animais OC, a resisténcia
ao efeito central da leptina pode ser resultado de uma reducdo da AKT, e consequentemente da
mTOR, com maior ativagdo da AMPK.

A proteina SOCS3 ¢é estimulada pela via JAK/STAT responsavel por realizar o feedback
negativo da mesma, de forma que niveis elevados dessas proteinas estdo associados a resisténcia
a leptina, comumente observado em obesos (BJJRB/AK et al., 1999). Entretanto, nos animais do
grupo OC observamos menor expressdao de SOCS3, demonstrando que esta ndo € a causa da
resisténcia a leptina. Por outro lado, os animais OCR mostraram-se sensiveis a leptina muito
provavelmente um reflexo da sua composicdo corporal, especialmente pela menor gordura
visceral.

Uma outra possibilidade para compreender a hiperfagia observada no grupo OC é a maior
expressdo de DAGLa no LH. Essa enzima catalisa a sintese do endocanabindide mais abundante,
0 2-AG, sugerindo que sua biossintese possa estar aumentada. Como ndo conseguimos
quantificar o conteido de sua principal enzima de degradacdo, a MAGL, ndo sabemos se a
degradacdo de 2-AG esta menor na prole OC. Por outro lado, o conteudo da enzima FAAH,
enzima que degrada principalmente a anandamida, ndo mostrou-se alterado, além de ndo termos

quantificado o conteddo de sua enzima de sintese, a NAPE-PLD. Apesar das limitagdes técnicas,
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o maior conteido de DAGLa no LH é um importante achado, uma vez que pode explicar a maior
ingestdo alimentar nos animais programados. Esse resultado corrobora Cristino e colaboradores
(2013), que observaram em camundongos adultos obesos, com resisténcia a leptina, maior
marcacdo para DAGLo nos neurdnios produtores de orexina no LH. Adicionalmente, a
imunomarcacéo para MAGL néo foi alterada nesses animais obesos, assim como os niveis de EC
(CRISTINO et al., 2013).

O LH desempenha um importante papel no controle e integracdo de sinais homeostaticos
e hedbdnicos na regulacdo do comportamento alimentar (HURLEY; JOHNSON, 2014;
MORTON; MEEK; SCHWARTZ, 2014). Essa integracdo parece ser mediada pelo SEC (DI
MARZO; LIGRESTI; CRISTINO, 2009) no LH, onde verificou-se que a leptina também pode
regular a sintese dos mediadores desse sistema (JO et al., 2005). Além disso, estudos de
eletrofisiologia mostraram que as duas principais populacGes de neurénios encontradas no LH
(MCH+ e orexina+) estdo envolvidas nesse controle (JO et al., 2005; BECKER et al., 2017).

Os neurdnios do LH que produzem MCH expressam Ob-Rb e recebem inervagdes
gabaérgicas de diferentes regides do cérebro, como o ARC e o NAc. Na presenca de leptina, o
neurotransmissor GABA € liberado, hiperpolarizando o neurdnio pds-sinaptico MCH+. Ja em
camundongos que ndo produzem leptina (ob/ob), a concentracdo de Ca?* intracelular aumenta,
favorecendo a sintese de EC, que via CB1-R presentes nos terminais pré-sinapticos gabaérgicos,
blogueiam a liberagdo de GABA. Assim, os ECs aumentam a liberagdo do MCH, resultando em
aumentando da ingestdo alimentar (JO et al., 2005). Os animais programados pelo 6leo de coco,
hiperleptinémicos, hiperfagicos e com um possivel aumento de 2-AG no LH talvez também
apresentem uma maior liberagdo de MCH.

Ja os neurdnios orexina+ séo afetados de maneira indireta pela auséncia de leptina(ob/ob)
ou por resisténcia a sua a¢do. Nessas condigdes ha um remodelamento das entradas que inervam
0s neurdnios orexina+, em vez de predominantemente glutamatérgicas (excitatérios) elas tornam-
se majoritariamente gabaérgicos (inibitorios), expressando CB1-R em ambos os casos. Assim,
enquanto em condicBes de homeostase, os EC produzidos pelos neurbnios pos-sinapticos
orexina+ inibem a liberacdo de orexina, em condicdes de deficiéncia de leptina eles estimulam a
liberacdo desse neuropeptideo orexigeno (BECKER et al., 2017). Portanto, é possivel que a
resisténcia a leptina dos animais OC esteja comprometendo o correto arranjo sinaptico do

hipotalamo, influenciando as func¢des dos ECs e levando a maior secre¢do de orexina.
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Cristino e colaboradores (2013) demonstraram haver remodelamento sinaptico das
aferéncias que inervam 0s neurdnios orexina+ do LH de roedores adultos obesos, tanto com
deficiéncia genética a leptina (ob/ob) quanto com resisténcia a leptina no ARC induzida por dieta.
Estes autores demonstraram que prejuizo na sinalizagdo mTOR/S6K1 da leptina nos neurénios do
ARC ¢é um dos responsaveis pelo rearranjo das aferéncias que se conectam com 0s neurbnios
orexina+ no LH. O fato dos animais alimentados com dieta high fat terem apresentado resisténcia
a leptina no nucleo arqueado, mas ndo no LH, reforcam essas interpretacdes (CRISTINO et al.,
2013). Esses mesmos autores observaram que o 2-AG atua nos CB1-R localizados nos neurdnios
gabaérgicos dos animais obesos com resisténcia a leptina, “desinibindo” os neur6nios orexina+
pos-sinapticos.

No presente trabalho, sugerimos que a hiperfagia associada a hiperleptinemia se deva ao
desenvolvimento de resisténcia a leptina no grupo OC, possivelmente, levando ao aumento na
expressdo de NPY e AgRP e a reducgdo na expressao de POMC no ARC, que através de estimulos
positivos no LH aumentam a producéo de MCH e orexina.

Contrario ao observado no grupo OC, o grupo OCR ndo apresentou alteracdo no contetido
de proteinas do SEC. Assim, supomos que o SEC nesses animais esteja normal, o que pode ser
atribuido a uma sensibilidade hipotalamica normal a leptina, visto a importancia desse horménio
no rearranjo e funcionamento de fibras que inervam os neurdnios anorexigenos presentes no LH e
que sofrem influencia direta dos EC via CB1-R.

Sabe-se que a hiperatividade do SEC esta relacionada a hiperfagia e a preferéncia por
alimentos palataveis, principalmente os ricos em gordura. Essa preferéncia tem sido associada
particularmente aos niveis de 2-AG no hipotadlamo (HIGUCHI et al., 2011,2012). Ao realizarmos
um teste para avaliar a preferéncia alimentar apos um jejum de 12h, todos os grupos preferiram a
racdo hiperlipidica, tanto em 30 minutos quanto em 12 horas apés o inicio da oferta.
Surpreendentemente, o grupo OC, apesar de apresentar sobrepeso, resisténcia a leptina e
possivelmente um SEC disfuncional no LH, ndo diferiu do grupo controle (OS) quanto ao teste
de comportamento alimentar. Uma possivel explicacdo para esse achado seria uma inibicdo do
sinal que parte do LH para as regiGes que compdem o sistema mesolimbico, impedindo assim a
producdo, liberacdo e/ou acdo de dopamina, ou ainda que o funcionamento do SEC no sistema

mesolimbico néo esteja alterado.
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De forma inesperada, o grupo OCR, hipofégico em vigéncia de racao padrdo e com menor
adiposidade central, apresentou maior voracidade alimentar com um maior consumo da ragéo
hiperlipidica ap6s 30 minutos do inicio do teste, comparados com o grupo OS e OC. E possivel
que estes animais tenham uma falha no sistema de recompensa dopaminérgico cerebral.
Anteriormente, em nosso laboratério, demostramos que ratos obesos programados pela exposi¢do
a fumagca de cigarro na lactacdo apresentam, na vida adulta, maior preferencia a dieta rica em
gordura tanto em 30 minutos como em 12 horas (PINHEIRO et al., 2015b). Tal achado foi
associado as seguintes alteracdes no sistema dopaminérgico mesocorticolimbico: diminuicdo do
conteido de tirosina hidroxilase (TH, enzima limitante da producdo de dopamina) no VTA e
reducdo de TH e do receptor dopaminérgico tipo 2 no NAc (Pinheiro et al., 2015), indicando
menor producdo e efeito da dopamina neste modelo de programacdo. No presente estudo
sugerimos que o grupo OCR tenha uma menor sintese de dopamina no VTA ou menor sintese,
secrecdo e/ou acdo de dopamina no NAc. Assim a determinacdo do sistema dopaminérgico de
recompensa cerebral em nosso modelo experimental podera nos dar alguma pista sobre a
preferéncia alimentar dos animais OCR comparados aos outros dois grupos. Como a maior
ingestdo da dieta hiperlipidica pela prole OCR ocorreu sé de forma aguda, e a quantidade total de
racao ingerida em 12 horas ndo foi diferente entre os grupos, decidimos avaliar a acdo central de
um peptideo gastrointestinal que inibe a ingestdo alimentar de curto prazo (finalizando a
refeicdo), o GLP-1. Detectamos menor conteddo de GLP-1R no ARC, indicando que esses
animais devem apresentar uma menor resposta ao GLP-1, mas que parece ser compensada ao
longo do periodo de avaliacdo, uma vez que os reguladores de logo prazo, como a leptina,
aparentemente tem sua a acao preservada.

Apesar de, aparentemente, o grupo OCR ser melhor adaptado (hipofagico, menor
adiposidade e normoleptinémico), o achado de maior voracidade pela dieta palatavel sugere que

estes animais podem se tornar obesos caso expostos a uma dieta hiperlipidica.
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CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados encontrados no presente estudo e da crescente utilizacdo de
alimentos funcionais e suplementos alimentares por mulheres em periodos criticos do
desenvolvimento, como a lactacdo, € importante um melhor entendimento dos mecanismos
envolvidos para uma maior conscientizacdo a respeito de possiveis consequéncias futuras para
seus filhos, sobretudo quando se trata do uso transitorio, impulsionado pelo modismo.

A suplementacdo materna com o6leo de coco durante o periodo da lactacdo levou a
consequéncias nocivas para a composicdo corporal e para a regulacdo central da ingestdo
alimentar, favorecendo o desenvolvimento da obesidade, mas que, em sua maioria, podem ser
evitadas quando o fator de imprinting permanece ao longo da vida, refor¢cando o principio de que
a programacdo metabolica é, de fato, um fenémeno adaptativo.

Recentemente, a SBEM (Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia) e a
ABESO (Associacdo Brasileira para o Estudo de Sindrome Metabdlica e Obesidade)
posicionaram-se contra o0 uso terapéutico do 6leo de coco para emagrecimento, baseadas no fato
de ainda ndo existirem evidéncias cientificas sobre sua eficacia e pela escassez de estudos bem
controlados com o seu uso em humanos, que mostram um numero reduzido de participantes. E
ainda, por poder apresentar potenciais riscos para a saude, uma vez que ha grande associacéo
entre consumo de acidos graxos saturados e o risco de doencas cardiovasculares.

Apesar de diferentes estudos experimentais demonstrarem efeitos benéficos do 6leo de
coco melhorando desordens da obesidade (ALVES et al., 2017; DEOL et al., 2015; SHIRAZIet
al., 2014), um estudo mostrou que o uso de Oleo de coco através de dieta high-fat, reduziu os
niveis de adiponectina em camundongos, podendo, entdo, estar associado com resisténcia a
insulina e aterosclerose (BUENO ET AL., 2008). Portanto, os efeitos do 6leo de coco ainda sdo
muito controversos e 0s mecanismos destes efeitos ainda ndo estdo bem esclarecidos na literatura,

0 que torna a sua prescri¢édo inapropriada.
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Concluséao

Nesse trabalho mostramos que a suplementacdo materna com 6leo de coco no periodo da
lactacdo programa a prole para hiperfagia, excesso de peso, maior adiposidade central e
hiperleptinemia na idade adulta. Essas alteragfes parecem tornar disfuncional alguns dos
mecanismos centrais que controlam a ingestdo alimentar, que fogem a via classica da leptina. A
prole programada pelo 6leo de coco apresentou maior contedo da enzima de sintese de
endocanabindide (DAGLa) no hipotadlamo lateral, que embora sem alteragdo no receptor CB1 e
na enzima de degradacdo (FAAH), em parte, pode explicar a hiperfagia apresentada por este
grupo, pois sugere maior sintese de 2-AG, um conhecido orexigénico.

Entretanto a exposi¢do continua ao 6leo de coco no periodo pds desmame preveniu a
maior parte das disfuncOes observadas. Surpreendentemente, o grupo OCR, apesar de exibir
hipofagia durante o seu desenvolvimento, apresentou maior voracidade quando exposto a uma
dieta hiperlipidica. Uma possivel explicacdo para este achado seria 0 menor conteldo do receptor

de GLP-1 no ARC, uma vez que esse peptideo inibe a ingestdo alimentar de curto prazo.
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