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RESUMO

RODRIGUES, Vanessa da Silva Tavares. 4 redug¢do do tamanho da ninhada e a exposi¢do
a nicotina na lactagdo programam os marcadores do eixo intestino-cérebro em ratos Wistar
adultos de ambos os sexos. 2021. 94f. Tese (Doutorado Fisiopatologia Clinica e
Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2021.

A prevaléncia de obesidade mais que dobrou nos ultimos 30 anos. Hoje sabe-se que a
etiologia da obesidade envolve o desequilibrio do balango energético, que pode se dever a
alteracdes no padrdo alimentar. Diferentes mediadores enddgenos como: peptideos
gastrointestinais (GI), como ghrelina, CCK, GLP-1 e PYY, nervo vago, microbiota intestinal
e seus metabolitos, como os acidos graxos de cadeia curta, constituem o eixo intestino-
cérebro, que exerce um importante papel na regulacdo da ingestdo alimentar a curto prazo.
Em nosso laboratério, estudamos a obesidade que se origina devido a diferentes insultos em
janelas criticas de desenvolvimento, como por exemplo, a lactagdo. Nosso grupo evidenciou
que a redu¢do do tamanho da ninhada e a exposi¢cdo a nicotina via leite materno causa
alteragdes endocrino-metabolicas na prole adulta. A supernutrigdo neonatal precoce causa
hiperfagia e obesidade na prole de ambos os sexos. Ja a exposi¢ao a nicotina durante a lactacdo
afeta a prole de forma distinta; machos sdo obesos e normofégicos, enquanto as fémeas sao
eutroficas e hiperfagicas. Baseado nestes desfechos, a hipdtese desta Tese é que tanto a
supernutri¢ao por reducdo de ninhada como a exposi¢do precoce a nicotina sao capazes de
influenciar o eixo intestino-cérebro, ajudando a compreender o padrao alimentar apresentado
pelos animais na vida adulta. Modelo de supernutri¢io neonatal: Trés dias apds o parto, as
ninhadas de ratas Wistar foram divididas em: grupo ninhada reduzida (SL, do inglés small
litter), mantida com 3 filhotes (ninhada de 3 machos ou ninhada de 3 fémeas); grupo ninhada
normal (NL, do inglés normal litter), mantida com 10 filhotes (5 machos e 5 fémeas). A
eutandsia da prole ocorreu no dia pds-natal (PN) 150. Modelo de exposicio materna a
nicotina: Dois dias apos o parto, realizamos implante subcutadneo nas ratas lactantes, de
minibombas osmoticas que liberam nicotina free base (6mg/Kg/dia) por 14 dias da lactacdo
(grupo MNE, do inglés maternal nicotine exposure). As ratas controles (grupo CONT)
receberam  minibombas que liberam solucdo salina. As ninhadas MNE e CONT
permaneceram com 6 filhotes (3 machos e 3 fémeas). A eutanasia da prole ocorreu em PN180.
Nos dois modelos, os filhotes de cada sexo foram analisados separadamente. As proles adultas
dos dois modelos de programacao apresentaram disbiose intestinal (aumento de Firmicutes e
reducdo de Bacteroidetes), enquanto as fémeas apresentaram reducao de acetato fecal. Nao
observamos alteracdo nos receptores dos peptideos GI e do BDNF no intestino delgado.
Detectamos hiperatividade vagal na prole SL de ambos os sexos e nos machos MNE, embora
o conteudo de c-Fos no NTS tenha sido normal. No hipotalamo, observamos redugao de
GLPIR nos machos SL e aumento de CCK-1R nas fémeas SL. As proles MNE nao
apresentaram altera¢ao hipotalamica dos receptores dos peptideos GI. Em resumo, ambos os
modelos de programacdo causam modificagcdes especificas no eixo intestino-cérebro que
impactam no padrao alimentar da vida adulta de modo sexo dependente.

Palavras-chave: Programacdo metabdlica. Redu¢do de ninhada. Supernutrigdo neonatal.
Nicotina. Hiperfagia. Obesidade. Eixo intestino-cerébro. Nervo vago.

Microbiota intestinal. Rato.



ABSTRACT

RODRIGUES, Vanessa da Silva Tavares. Litter size reduction and nicotine exposure during
lactation program markers of the gut-brain axis in adult Wistar rats of both sexes. 2021.
94f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

The prevalence of obesity has more than doubled in the last 30 years. It is now known
that the etiology of obesity involves a deregulation in energy balance, which may be due to
changes in eating patterns. Some endogenous mediators, such as: gastrointestinal (GI) peptides,
as ghrelin, CCK, GLP-1 and PYY, vagus nerve, intestinal microbiota and its metabolites, as
short-chain fatty acids, constitute the gut-brain axis, which plays an important role in the
regulation of short-term food intake. In our laboratory, we study obesity originated from
different insults in critical developmental windows, such as lactation period. Our group showed
that litter size reduction and exclusive exposure to nicotine via breast milk cause endocrine-
metabolic alterations in adult offspring. Early postnatal overnutrition causes hyperphagia and
obesity in offspring of both sexes. On the other hand, nicotine exposure during lactation affects
the offspring differently; males are obese and normophagic, while females are eutrophic and
hyperphagic. Based on these outcomes, the hypothesis of this work is that both overnutrition
by litter reduction and early exposure to nicotine are capable of influencing the gut-brain axis,
contributing to understand the eating pattern presented by animals in adulthood. Model of
postnatal overnutrition: Three days after parturition, litters of Wistar rats were divided into:
small litter size group (SL), maintained with 3 pups (3 male litter or 3 female litter); normal
litter size group (NL), maintained with 10 pups (5 males and 5 females). The offspring were
euthanized on the postnatal day (PN) 150. Model of maternal nicotine exposure (MNE): Two
days after delivery, we implanted subcutaneous osmotic minipumps in lactating rats that release
nicotine free base (6mg/Kg/day) for 14 days of lactation (MNE group). Control rats received
minipumps that release saline solution. The MNE and control litters remained with 6 pups (3
males and 3 females). The offspring were euthanized in PN180. In both experimental models,
the offspring of each sex were analyzed separately. Adult offspring of the two programming
models showed intestinal dysbiosis (increased Firmicutes and reduced Bacteroidetes), while
females showed a reduction in fecal acetate. We did not observe changes in GI peptide receptors
and BDNF in the small intestine. We detected vagal hyperactivity in SL offspring of both sexes
as well as in MNE males, although the c-Fos content in NTS was normal. In the hypothalamus,
we observed a reduction in GLP1R in SL males and an increase in CCK-1R in SL females.
MNE offspring did not show hypothalamic alteration of GI peptide receptors. In summary, both
programming models cause specific changes in the biomarkers of gut-brain axis of offspring
that influence the eating pattern in adult life in a sex-dependent manner.

Keywords: Metabolic programming. Litter reduction. Neonatal overnutrition. Nicotine.

Hyperphagia. Obesity. Gut-brain axis. Vagus nerve. Gut microbiota. Rat.
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INTRODUCAO

OBESIDADE

A obesidade ¢ mundialmente considerada um problema de saude publica, pois atinge
praticamente todos os paises do mundo, sem discriminagado de sexo, faixa etaria, raga ou classe
social (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). De acordo com a defini¢do da Organizagio
Mundial da Satde (OMS), a obesidade ¢ uma doenca em que o excesso de gordura corporal é
aumentado a ponto de gerar prejuizos a saude e o bem-estar do individuo (WHO, 2000). E
uma doenga multifatorial e complexa, envolvendo fatores genéticos, ambientais e
comportamentais (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Esse aumento na adiposidade
geralmente ¢ gerado por um balango energético positivo, que pode vir de um descontrole dos
centros que regulam a ingestdo alimentar, assunto que sera abordado mais a frente.

Sabe-se que o sitio de deposigdo de gordura no organismo € o grande preditor de risco
para a satde. Individuos com obesidade androide (aumento de gordura visceral), sdo mais pré-
dispostos a riscos cardiometabolicos do que os obesos do tipo gindide (aumento de gordura
subcutanea) (Fig. 1) (WHO, 2000). A obesidade ¢ classificada segundo o IMC (indice de
massa corporal) (Tab. 1), calculado a partir da férmula - peso (kg)/altura® (m), que leva em
consideracdo a massa corporal e a altura do individuo (WHO, 2000). No entanto, essa
classificagdo pode mascarar um percentual de individuos que se encontram dentro da faixa de
IMC normal (eutrofia), mas apresentam excesso de gordura corporal, principalmente a
gordura visceral, condi¢ao que pode comprometer a satde (ROMERO-CORRAL et al., 2010).
Estima-se que 50% dos individuos classificados como eutroficos ou pré-obesos apresentem
esse perfil (OKORODUDU et al., 2010), sugerindo que devemos nos atentar ndo somente ao
peso e IMC, mas sim no percentual de gordura e a localizagao desta gordura.

Tabela 1 - Classifica¢do de obesidade segundo IMC (para adultos)

Classificacao IMC (kg/my)
Baixo peso <18,5
Eutrofico 18,5-249
Pré-obeso 25-29,9
Obesidade 1 30-34,9
Obesidade 11 35-39,9
Obesidade 111 > 40

Fonte: WHO, 2000.
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Estima-se que em 2025, o mundo apresente cerca de 2,3 bilhdes de individuos adultos
acima do peso, destes, cerca de 700 milhdes estardio com o IMC acima de 30 kg/m? (ABESO,
2020). No Brasil, 55,4% dos adultos estdo com sobrepeso, sendo ligeiramente mais prevalente
no sexo masculino (57,8% vs. 53.9% mulheres), enquanto a obesidade representa cerca de
20,3% dos brasileiros sem diferenca entre os géneros (VIGITEL, 2019), mostrando a

necessidade urgente de politicas preventivas.

Figura 1 - Tipos de obesidade, segundo o local de deposicao adiposa

Gordura visceral Gordura subcutanea

X

- @

> - o
> ‘.ﬂ\. . Obesidade androide Obesidade gindide _—

Fonte: adaptado de Malbrain et al., 2014.

Hoje, muito se sabe sobre o impacto da obesidade sobre a saude, resultando em
reducgdo significativa da qualidade de vida, desencadeada por condigdes debilitantes, como:
osteoartrite, dificuldades respiratorias, problemas musculo-esquelético e problemas
psicologicos (depressdo, disturbios alimentares, imagem corporal distorcida e baixa
autoestima); além de doencas crOnicas ndo transmissiveis, como: diabetes tipo 2,
hipercolesterolemia, hipertensao arterial, cardiopatias, disfungdes hormonais e alguns tipos de
cancer ( WHO, 2000; MAFFIULETTI et al., 2013; CALDERONE et al., 2017)

Muito dos problemas de satide causados pela obesidade tem sua génese no tecido
adiposo branco, que deixou de ser considerado um simples tecido armazenador de energia e
passou a ser considerado um 6rgao endocrino devido a sua capacidade de produzir e liberar
inimeras adipocinas (hormonios, citocinas, proteinas da matriz extracelular e fatores de
crescimento) (UNAMUNO et al., 2018). Essas adipocinas tornam o tecido adiposo ativo

possibilitando que o mesmo se comunique e interaja com outros orgaos/tecidos. Na obesidade,
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o acumulo excessivo de gordura altera o funcionamento do tecido adiposo, gerando
desbalanco na produgdo das adipocinas, na deposi¢cdo de lipideos, nos processos de
adipogénese, assim como prejuizo na angiogénese, causando hipoxia, inflamagdo e fibrose
local (UNAMUNO et al., 2018). Essas alteragcdes impactam negativamente em importantes
funcdes fisioldgicas, dentre as quais, estd a regulagdo do apetite/ingestdo alimentar

(RODRIGUEZ et al., 2015).

CONTROLE DA INGESTAO ALIMENTAR

A ingestdo alimentar ¢ fundamental para manuten¢do da vida e ¢ um importante fator
que contribui para o balanco energético (YU, 2017). Este, possui mecanismos altamente
regulados que integram mediadores quimicos enviados da periferia e inputs nervosos oriundo
das visceras com areas especificas do sistema nervoso central (SNC) (PARK; BLOOM, 2005),
gerando as respostas de controle da ingestdo alimentar. O hipotadlamo, com destaque para o
nucleo arqueado (ARQ), ¢ uma regido que atua como um sensor de fatores circulantes da
periferia e transmissor desses sinais para as regides hipotaldmicas vizinhas (SOBRINO
CRESPO et al., 2014). O tronco encefalico, onde esta o complexo dorso vagal, também ¢
regido importante, apresentando o nucleo do trato solitario (NTS), que funciona de modo
similar ao ARQ, sendo um sensor e distribuidor de fatores circulantes e inputs nervosos das
fibras aferentes vagais proveniente das visceras ( TRAVAGLI et al., 2006; SAM et al., 2012;
ABDALLA, 2017). Além disto, a ingestdo alimentar sofre um controle hedonico, realizado
pelos sistemas mesocorticolimbico dopaminérgico e os ntcleos do sistema endocanabinoide
( VALASSI; SCACCHI; CAVAGNINI, 2008; BAIK, 2013).

Na periferia, o grande responsavel por controlar a ingestdo alimentar ¢ o trato
gastrointestinal (TGI), onde o estdmago e os intestinos sdo os 6rgaos chaves nesse processo
(AMIN; MERCER, 2016). O TGI possui um sistema nervoso proprio, o sistema nervoso
entérico (SNE) (MUKHTAR; NAWAZ; ABID, 2019), que produz uma gama de
neurotransmissores ¢ hormonios que controlam a ingestdo alimentar a partir de estimulos
mecanicos e quimicos (SANTONICOLA et al., 2019), além de possuir uma microbiota que
impacta no metabolismo e fisiologia do hospedeiro (AMIN; MERCER, 2016). Essa jungao de
componentes torna o TGI um componente muito complexo e de grande importancia no
controle da ingestdo alimentar.

Conectando o SNC e o TGI, temos o sistema nervoso autonomo (SNA) que esta

envolvido na comunicagdo bidirecional realizada por nervos simpaticos e parassimpaticos.
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Estes sdo constituidos por fibras eferentes (noradrenérgicas e colinérgicas) que enviam sinais
da SNC para a periferia, e fibras aferentes sensoriais que trazem informagdes da periferia para
0 SNC (KONTUREK et al., 2004). O principal representante dessa conexao ¢ o nervo vago,
que perfaz o eixo intestino-cérebro (BREIT et al., 2018).

Essa complexa circuitaria participa de dois processos fisioldgicos, a saciedade e a
saciacdo, que determinam o tamanho e o tempo de uma refeicdo, além do intervalo entre as
refei¢des (GARCIA-FLORES et al., 2017). A saciedade é definida como o intervalo entre as
refeicoes, que compreende o periodo entre acabar de comer e voltar a sentir fome. Esse
processo ¢ regulado por marcadores periféricos como glicose, insulina e ghrelina
(BLUNDELL, 2010; TREMBLAY; BELLISLE, 2015). J& a saciacdo ¢ o processo que
determina o0 momento em que o ato de comer ¢ finalizado, que compreende o tempo entre o
comer ¢ o sentir-se satisfeito. Em humanos saudaveis, ocorre aproximadamente 20 min apos
o inicio da ingestdo alimentar e ¢ caracterizada pela interagdo entre fatores sensoriais,
composi¢ao dos macronutrientes, densidade energética, fatores cognitivos e pré-absortivos
precoces (BLUNDELL, 2010; DE CASTRO, 2010; TREMBLAY; BELLISLE, 2015).

Como demostrado na Fig. 2, a sacia¢do pode ser dividida em trés partes: o componente
hedonico, que antecede a ingestdo e determina a qualidade da refeigcdo a parte pos-ingestao
precoce, que determina o tamanho da refei¢do; e o periodo pds-absortivo precoce que €
determinado pelo status nutricional (BLUNDELL, 2010). O controle destas etapas ¢ realizado
por estimulos sensoriais, hormonais e nervosos de oOrgdos periféricos, com exce¢do do
componente heddnico que j4 estd localizado no SNC na qual resultar@o na ativagao dos centros
controladores da ingestdo especificos localizados no hipotalamo e tronco encefalico

(BLUNDELL, 2010). A saciedade (periodo pos-absortivo tardio) serd abordada a seguir.
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Figura 2 - Esquema saciedade x saciagdo
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Centros controladores da ingestiao alimentar

Sistema nervoso central: hipotdlamo e tronco encefalico

O hipotalamo ¢ uma estrutura do SNC, mais precisamente do diencéfalo, localizada na
base do cérebro, abaixo do tdlamo e acima da hipéfise, em torno do terceiro ventriculo, cujo
peso no ser humano adulto ndo ultrapassa 2,5g. E responsavel por uma série de processos
fisiologicos, dentre eles o controle da ingestdo alimentar. Os principais nucleos envolvidos no
controle da saciedade sdo os nucleos do hipotalamo medial: ARQ, nucleo paraventricular,
nucleo ventromedial, nicleo dorsomedial e nucleo dorsal area hipotalamica ( DANIEL, 1976;
LECHAN; TONI, 2000; ABUZZAHAB; ROTH; SHOEMAKER, 2019).

O ARQ esta localizado na base do hipotalamo medial, e atua como uma central de
distribuicao de informacdes, pois possui neurdnios que detectam e respondem a hormodnios e
nutrientes circulantes que revelam as necessidades energéticas corporais, garantindo assim a
homeostase energética (DIETRICH; HORVATH, 2013). Esse nucleo, possui duas grandes

populagdes de neurdénios que se antagonizam: os orexigénicos, NPY (neuropeptideo Y) e
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AgRP (peptideo relacionado ao agouti); e os anorexigenos POMC (pro-opiomelanocortina) e
CART (cocaine and amphetamine-regulated transcript). Esses neurdnios podem ser ativados
ou suprimidos por hormonios como insulina e leptina; peptideos gastrointestinais (ghrelina,
CCK, PYY, GLP-1); e nutrientes (KONTUREK et al., 2004; SAM et al., 2012). Especula-se
que estes chegam aos neurdnios do ARQ por dois caminhos, o primeiro através do transporte
mediado por receptores na barreira hematoencefalica, e o segundo através da permeabilidade
da eminéncia mediana (MORITA-TAKEMURA; WANAKA, 2019).

O tronco encefalico, uma extensao inferior do cérebro que o conecta com o cerebelo e
medula espinhal, ¢ dividido em 4 regides: diencéfalo, mesencéfalo, ponte e bulbo (ANGELES
FERNANDEZ-GIL et al., 2010). Nesta regifio existe um complexo, denominado complexo
dorso vagal (DVC), que transmite sinais hormonais e nervosos do TGI para o hipotalamo.
Esse complexo ¢ formado pelo nticleo motor dorsal do vago (DVN), a area postrema (AP) e
o NTS.

O NTS, como dito anteriormente, atua de modo muito semelhante ao ARQ, pois
recebe, integra e processa os sinais aferentes vagais provenientes das visceras (TRAVAGLI
et al., 2006). E responsavel por regular fungdes vitais, como apetite e digestdo (GASPARINI
et al., 2020). Esta localizado no bulbo encefalico e ¢ constituido por massa cinzenta (BAKER;
LUI, 2021). O NTS ¢ divido em trés niveis (rostral, intermedia e caudal), e possui duas
subdivisdes (lateral e medial), além da regido comensural e AP. Cada regido dessa ¢ dividida
em varios subnucleos que recebe inputs aferentes vagais de diferentes visceras. A regido
medial do NTS ¢ a responsével por receber os sinais aferentes vagais gastrointestinais pos-
refeicdo (GASPARINI et al., 2020).

Além disso, uma gama de receptores que regulam a ingestao alimentar foram descritos
no NTS, como: Receptor de colecistoquinina 1 e 2 (CCK-1R e CCK-2R); receptor de insulina;
receptor do peptideo semelhante a glucagon 1 e 2 (GLP-1R e GLP-2R); receptor de
secretagogo do hormoénio de crescimento GHS-R1; assim como o receptor de orexina e de
leptina (NAKAZATO, 2016; ABDALLA, 2017; UENO;). Outro importante fator relacionado
ao controle da ingestdo alimentar observado no NTS, ¢ a presenca de neurdénios POMC
(SCHWARTZ, 2010) e neurdnios produtores de peptideo semelhante a glucagon 1 (GLP-1)
(LLEWELLYN-SMITH et al., 2013).

Neste trabalho abordaremos os fatores que impactam no controle da ingestao alimentar
a curto prazo. Porém, ¢ importante colocar que os centros citados anteriormente também sdo
influenciados pela leptina, que regula a ingestao alimentar e gasto energético a longo prazo.

A leptina ¢ um hormoénio principalmente produzido pelo tecido adiposo branco (KLOK;
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JAKOBSDOTTIR; DRENT, 2007). Sua atividade no SNC inibe neurdnios orexigenos e
estimula neurdnios anorexigenos, gerando saciedade (ABELLA et al., 2017). Essa atividade
¢ exercida através da ligacdo da leptina no receptor ObRb, que ativa multiplas cascatas de
sinalizagdo intracelulares, como: Janus quinase 2 / transdutor de sinal e ativador de transcrigao
(JAK2/STAT3), quinase ativada por mitogénio / quinase regulada por sinal extracelular
(MAPK / ERK) e fosfatidilinositol 3 quinase / proteina quinase B (PI3K / Akt) (THON;
HOSOI; OZAWA, 2016). No entanto, na obesidade, condicao frequentemente acompanhada
por um quadro de hiperleptinemia, os efeitos anorexigenos da leptina ndo sao observados
devido ao desenvolvimento de resisténcia a agdo desse hormonio (BJORBAEK et al., 1999).
Assim, torna-se cada vez mais importante estudar os mecanismos de controle da ingestdo
alimentar a curto prazo na obesidade, pois esses podem ser possiveis alvos terapéuticos para

a obesidade.

Trato gastrointestinal: estdmago e intestino delgado

O estdmago possui as funcdes de armazenar o alimento e controlar a sua saida para o
intestino, além de iniciar a digestao de proteinas e inativar alguns micro-organismos pela agao
do suco gastrico, composto de acido cloridrico (HCI) e enzimas proteoliticas (YANG; NELL;
SUERBAUM, 2013; HUNT et al., 2015). Além disto, o estdbmago ¢ responsavel pela sintese
e secrecao de ghrelina.

Ghrelina

A ghrelina ¢ um hormoénio peptidico constituido por 28 aminoacidos, que apresenta
alta homologia entre humanos e ratos, diferindo apenas em dois aminoécidos (fig. 3). E um
dos importantes sinalizadores para o inicio da ingestdo alimentar, um potente peptideo
orexigeno. Sua concentracdo plasmatica encontra-se elevada no jejum e reduzida apods
ingestdo alimentar. Em 2000, foi descoberto que a ghrelina atua SNC regulando a ingestao
alimentar, peso corporal, adiposidade e metabolismo da glicose, por ativar circuitos neuronais
orexigénicos, depois outras agdes periféricas e centrais também foram descritas (MULLER et

al., 2015) (Fig. 4).



21

Figura 3 - Configuracgao estrutural de ghrelina humana e de rato
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Fonte: Kojima; Kangawa, 2005.

A ghrelina ¢ sintetizada como pré-pro-ghrelina e necessita de uma modificacao
p6s traducional para se tornar ativa e se ligar ao seu receptor. Essa modificagdo consiste na
adi¢ao de uma acido graxo octandico (acido caprilico) ou decandico (acido caprico) no residuo
de serina 3, realizada pela enzima ghrelina O-acil-transferase (GOAT), que € responsavel pela
conversdo da ghrelina em suas formas acetiladas, biologicamente ativas, a octanoil- e
decanoil-ghrelina (KOJIMA; KANGAWA, 2005). Desta forma, a GOAT apresenta um
importante papel regulador na atividade da ghrelina.

Este hormdnio € principalmente secretado pelas células enteroendodcrinas
localizadas nas glandulas oxinticas do fundo géstrico. Essas células se apresentam envolvidos
por células epiteliais, que impedem o contato direto da célula com o limen gastrico, sugerindo
que sua estimulagdo seja maior pela atividade nervosa e plasmaticos do que pelo conteudo
luminal, uma vez que seus receptores ficam em contato com a lamina propria. Também ocorre
secrecdo de ghrelina por algumas células enteroenddcrinas do intestino delgado que estdo em
contato direto com o limen intestinal. Seus receptores estao presentes nas faces apico-lateral
dos enterdcitos, indicando que estas células sdo mais responsivas aos nutrientes e/ou conteudo
luminal. Outras células, como as do pancreas, neuronios ARQ e NTS e aferéncias vagais,
também produzem ghrelina (DATE et al., 2002; KOJIMA; KANGAWA, 2005; ABDALLA,
2017; STEINERT et al., 2017).

Em 1999, Masayasu Kojima e colaboradores descobriram a ghrelina como o
ligante enddgeno para o receptor de secretagogo do hormoénio do crescimento (GHS-R1), que
estimula a liberagdo do hormdnio do crescimento (GH) pela adeno-hipdfise. Esse receptor €
do tipo 7 dominios transmembrana acoplado a proteina G, com atividade Gq (KOJIMA;

KANGAWA, 2005). O GHS-R1 ¢ codificado pele gene ghs-ri, que codifica o GHS-Rlae o
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GHS-R1b. Ambos os receptores apresentam ampla distribuicdo nos tecidos corporais, o que
possibilita uma grande atuagdo da ghrelina no organismo (Fig. 4). O papel biol6gico do GHS-
R1b ainda nao esta claro, mas sabe-se que ele pode heterodimerizar com GHS-R1a levando a

inativacdo do mesmo (MULLER et al., 2015).

Figura 4 - Efeitos da ghrelina no organismo humano
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Fonte: adaptado de MULLER et al., 2015.

Cowley et al. (2003) demonstraram como a ghrelina funciona a nivel de hipotadlamo
no controle da ingestdo alimentar e gasto energético. No hipotadlamo existe uma populagdo de
neurdnios que produzem ghrelina localizados no ARQ e nas adjacéncias do terceiro
ventriculo. A ghrelina liberada por esses neurdnios se liga nos GHS-R dos neurdnios
NPY/AGRP, estimulando a secre¢io de NPY e GABA (Acido gama-aminobutirico). O
GABA modula neurénios POMC reduzindo a sua expressao e, assim, a ghrelina estimula o
apetite. Mesmo o TGI sendo o grande produtor de ghrelina, o ARQ parece ser o sitio
responsavel pela producdo da ghrelina ativa no SNC, pois em camundongos, a ghrelina ¢
facilmente transportada pela barreira hemato encefalica no sentido cérebro-sangue e, no
sentido inverso, o transporte ¢ pequeno (BANKS et al., 2002). Porém, nos aferentes vagais, a
ghrelina se liga no GHS-R (acoplado a proteina Gj) o que provoca a hiperpolarizagdo da

membrana e consequentemente menor excitabilidade do vago (ZHANG et al., 2020). Essa
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ligagdo também foi relacionada com a liberagdo de NPY/AGRP no hipotdlamo (KONTUREK
et al.,2004).

A regulagao da sintese e secrecao da ghrelina ainda ndo € clara, mas a enzima GOAT
¢ um potente regulador da atividade deste hormodnio. Além disso, os nutrientes também
regulam a secre¢do de ghrelina. No periodo pos prandial em humanos saudaveis, foi
demostrado que o lipideo teve menor impacto na secre¢do de ghrelina, enquanto proteina e
carboidratos foram mais efetivos em reduzir a concentragao plasmatica de ghrelina. Porém, o
carboidrato apresentou um efeito rebote, levando a ghrelina a niveis acima do periodo pré-
prandial (AROSIO et al., 2004). Outro fator responsavel pela liberagao da ghrelina é o SNA,
cuja importancia ¢ evidenciada pela presenca de receptores Pl-adrenérgicos presentes nas
células secretoras de ghrelina (ZHAO et al., 2010). Além disto, a ativagdo de outros receptores
de membrana afeta a secrecdo de ghrelina (ENGELSTOFT et al., 2013). Receptores
acoplados a proteina Gs, que estimulam a liberagdo de ghrelina: receptores de GIP
(Polipeptideo inibidor gastrico), receptor de secretina, receptor de melanocortina 4 (MC4R).
Receptores acoplados a proteina Gi, que inibem a liberacdo de ghrelina: receptores de
somatostatina (SSTRs), receptor de lactato (GPRS81), receptores de acidos graxos de cadeia
curta (GPR43) e o receptores de acidos graxos de cadeia longa (GPR120).

O intestino delgado também secreta peptideos que agem no controle do metabolismo
energético. Esta regido tem papel crucial na digestdo e absor¢ao dos nutrientes. Consiste em
um longo tubo que se inicia no piloro e termina na valvula ileocecal medindo em média cerca
de 6,5m de comprimento e ¢ dividido em trés regides, duodeno, jejuno e ileo (VOLK; LACY,
2017). Em humanos e roedores, o duodeno produz e libera a colecistoquinina (CCK),
enquanto o jejuno terminal e o ileo sintetizam e secretam o peptideo YY (PYY) e o peptideo
semelhante a glucagon 1 (GLP-1) (SVENDSEN et al., 2015). Esses trés peptideos intestinais
possuem atividades anorexigenas (STEINERT et al., 2017, FOTHERGILL; FURNESS,
2018) .

CCK

E um horménio peptidico e regulador paricrino, secretado pelas células
enteroenddcrinas I no duodeno, jejuno e ileo proximal, como também por neuronios do plexo
mioentérico e no cérebro (CHANDRA; LIDDLE, 2007). E sintetizado como pré-pro-CCK
contendo 115 aminoacidos, que apos processamento pos traducional da origem a CCK-58,
maior isoforma deste hormonio em humanos, ratos e caes (CHANDRA; LIDDLE, 2007). A
CCK ¢ também encontrada nos comprimentos 39, 33, 22, 12 e 8 residuos, sendo esta ultima,

a menor forma com atividade bioldgica (LIDDLE, 2000; MIY ASAKA; FUNAKOSHI, 2003).
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No seu processamento pos-traducional, o residuo de tirosina localizado préximo ao C terminal
¢ sulfatado, o que confere a CCK um aumento de atividade de 100 vezes no TGI

(MIYASAKA; FUNAKOSHI, 2003) (Fig. 5).

Figura 5 - Configuracgao estrutural da CCK
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Legenda: CCK - colecistiquinina.
Fonte: adaptado de Miyasaka; Funakoshi, 2003.

As células I ficam em contato com o lumen intestinal, cujos sensores estdo na
membrana apical, fazendo assim com que o quimo seja um potente secretagogo de CCK,
liberada na membrana basolateral (LIDDLE, 2000). Os mais potentes estimuladores de CCK
sdo acidos graxos e aminodcidos, com destaque para o triptofano e fenilalanina (LIDDLE,
2000; SAM et al., 2012).

A acdo da CCK ¢ mediada através da ligagdo com seu receptor, o CCK-1R e o CCK-
2R (MIYASAKA; FUNAKOSHI, 2003). Esses receptores sdo do tipo 7 dominios
transmembrana acoplados a proteina G (familia Gq), com ampla distribuicdo por todo
organismo, ¢ com algumas diferengas entre as espécies (MIYASAKA; FUNAKOSHI, 2003).
Na periferia, o CCK-1r estd majoritariamente na mucosa do TGI, plexo mioentérico, pancreas,
vesicula biliar; enquanto o CCK-2r esta principalmente no cérebro e estdomago. Em algumas
areas especificas do SNC que regulam a ingestdo alimentar, como o NTS e ARQ, a presenca
do CCK-1r ja foi descrita (HONDA et al, 1993; MIYASAKA; FUNAKOSHI, 2003;
CHANDRA; LIDDLE, 2007; SAM et al., 2012) .

A primeira fung@o descrita desse hormodnio foi a contracdo da vesicula biliar, seguida
da descricdo de outras funcdes no TGI, como estimulo da secrecdo de enzimas digestivas
pancredaticas, inibicdo do esvaziamento gastrico, ¢ estimulo da secrecao de células beta-
pancreaticas (WILLIAMS, 2019). Até o momento, o mecanismo exato pelo qual a CCK regula
a ingestao alimentar, ainda ndo ¢ claro, mas, sabe-se que tem envolvimento da aferéncia vagal.

A CCK se liga no CCK-1R nas fibras aferentes vagais, que inervam o duodeno e estes
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receptores ao serem ativados, estimulam a excitabilidade vagal (DATE, 2012), que enviam
sinais para o NTS. Além do estimulo hormonal, os aferentes vagais também sdo ativados pela
distensao do estomago que ¢ intensificado pela agdo da CCK, uma vez que esta reduz o
esvaziamento gastrico (CHANDRA; LIDDLE, 2007) Em roedores, a administragao periférica
de CCK, reduziu o tempo e o tamanho da refei¢do. Em roedores e humanos, a administracao
periférica de CCK reduziu a ingestdo de alimentos, aumentando a saciedade (SAM et al.,
2012). Além disso, a CCK modula hormonios anorexigenos, atuando de forma sinérgica com
a leptina no PVN, e peptideos orexigenos, inibindo o RNAm da orexina e do hormonio
concentrador de melanina (MCH) no hipotalamo lateral. A administracdo simultanea de CCK
e ghrelina bloqueia a expressao de Fos-LI (c-Fos like immunoreactivity) no ARQ, sugerindo
poder inibir os efeitos induzidos pela ghrelina (GALLMANN et al., 2005; KOBELT ef al.,
2005).
PYY

Também chamado de peptideo tirosina (Y) tirosina (Y), recebeu este nome por
apresentar o aminoacido tirosina nas extremidades N e C da proteina. E um peptideo de 36
aminoacidos que foi isolado do intestino de porcos em 1980 (UENO et al., 2008). O PYY
pertence a familia de peptideos que incluem neuropeptideo Y (NPY) e o polipeptidio
pancreatico (PP), chegando a apresentar 70% de homologia entre eles em humanos (UENO et
al., 2008). Em ratos, NPY e PP sdo 67% e 42% homologos com PYY (KEIRE et al., 2002).

O PYY ¢ liberado pelas células L intestinais principalmente as localizadas na regido
mais distal do intestino (UENO et al., 2008). Duas formas enddgenas sdo liberadas na
circulacdo: a forma PYY (1-36), com atividade pouco clara sobre o controle alimentar; e a

forma PYY (3-36) (KEIRE et al., 2002) (Fig 6).

Figura 6 - Cadeia peptidica do PYY (1-36) e (3-36)

1 36
PYY (1-36) YPAKPEAPGEDASPEELSRYYASLRHYLNLVTRQRY -amide
DPP-IV
3 36
PYY (3-36) AKPEAPGEDASPEELSRYYASLRHYLNLVTRQRY -amide

Legenda: DPP-IV — Dipeptil peptidase 4; PYY — Peptideo YY.
Fonte: adaptado de Keire et al., 2002.
A secre¢do do PY'Y ocorre por estimulos dos nutrientes no limen intestinal, e estimulo
neural e hormonal. Apds 15 minutos do inicio da refei¢do, os niveis de PYY sobem e atingem

seu pico em 1-2 h. Esse pico tem relacao com a quantidade de calorias ingeridas, mantendo-
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se elevado até aproximadamente 6 h (UENO et al., 2008). Com relagdo a macronutrientes, a
proteina parece ter um grande impacto no conteudo de PYY, como demonstrado pela maior
expressao do RNAm de PYY em camundongos que receberam uma dieta hiperproteica,
quando comparado a uma dieta normal (BATTERHAM et al., 2006). Outro dado interessante
¢ que a expressd@o de PYY em humanos tem correlagdo inversa ao IMC, sendo menor em
individuos obesos quando comparado a individuos magros (BATTERHAM et al., 2003).

Sua atividade bioldgica ocorre através da ligagao a diferentes isoformas de receptores
do tipo 7 dominios transmembrana acoplado a proteina G: Y1, Y2, Y4, Y5 e Y6 (KEIRE et
al., 2002; PRICE; BLOOM, 2014). O Y 1r ¢ expresso em areas do SNC e na periferia (veias e
artérias); o Y2r é expresso no hipotadlamo (primariamente no ARQ), hipocampo e periferia
(intestino, fibras nervosas simpaticas e parassimpaticas e vasos sanguineos); o Y4r ¢ expresso
no TGI, pancreas, coragdo, artérias, hipotdlamo e hipocampo; o Y5r € expresso em areas do
cérebro; o Y6r nao € expresso em primatas (KEIRE et al., 2002; UENO et al., 2008; PRICE;
BLOOM, 2014; NISHIZAWA et al., 2017). Esses receptores diferem quanto a afinidade com
seu ligante. A forma PYY (1-36), se liga em todos os tipos de receptor Y, enquanto a forma
PYY (3-36) tem maior afinidade pelo Y2r e moderada afinidade pelo Y1r e Y5r (UENO et
al., 2008). A agdo central anorexigénica do PYY (3-36) resulta na ligagdo ao Y2r (Fig. 7). Ja
a ativacao central do Y1r ou Y5r causa efeitos orexigenos (KANATANI et al., 2000).

No TGI, o PYY inibe a secre¢do gastrica, pancreatica e intestinal, além da motilidade.
No ARQ, o inibe a secre¢ao de NPY e reduz a inibicao tonica dos neuronios POMC (PRICE;
BLOOM, 2014; UENO et al., 2008). O PYY aumenta a atividade elétrica do nervo vago,
aumentando a expressao de c-Fos no NTS, que através de projecdes para o ARQ excita os

neuronios POMC (UENO et al., 2008; VALASSI; SCACCHI; CAVAGNINI, 2008) (Fig. 7).
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Figura 7 - Acdo do PYY (3-36) no SNC

Legenda: ARQ - nucleo arqueado; Y2R - receptor do
neuropeptideo Y2; NPY — Neuropeptideo Y; NTS —
Nacleo do trato  solitirio, POMC -  Pro-
opiomelanocortina; PYY — Peptideo YY.

Fonte: adaptado de Hiroaki et al., 2008.

GLP-1

O peptideo tipo glucagon-1 foi descoberto na década de 60 apds clonagem do pro-
glucagon. O gene pré-proglugacon codifica varios peptideos menores, como: proglucagon
(maior fragmento), glicentina, oxintomodulina, glucagon, GLP1, GLP2 e IP2 (SANDOVAL;
D’ALESSIO, 2015; DRUCKER; HABENER; HOLST, 2017)(fig.8). O primeiro efeito
descrito do GLP-1 foi estimular a secre¢ao de insulina, caracterizando-o como uma incretina.
Esse hormoénio intestinal ¢ formado por 30 aminoacidos e ¢ produzido pelas células L da
regido distal do intestino — ileo e coldn de ratos, porcos e humanos ( EISSELE et al., 1992;
D’ALESSIO, 2016). O GLP-1 também ¢ produzido por células nervosas do NTS (SOBRINO
CRESPO et al., 2014; KANOSKI; HAYES; SKIBICKA, 2016).
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Figura 8 - Gene pré-proglugacon e seus peptideos menores

1 a3 128

64 72 111
Gene Proglucagon GRPP 1 Glucagon _ HP-1H GLP-1. Hop2 H  ap2 ]
61 60

30 107/8 123 158
|

1L

Oxintomodulina GLP-1

L 11

Glicentina Maior fragmento proglucagon

Fonte: adaptado de Drucker et al., 2017.

A ingestdo alimentar estimula sua secre¢do de duas maneiras: através de acdo direta
do nutriente em contato com a mucosa intestinal ou através de ativagdo neural. Acredita-se
que a segunda opgao seja a mais relevante, pois as células produtoras de GLP-1 estdo na parte
distal do intestino e a concentracdo de GLP-1 na veia porta aumenta logo ap6s o inicio da
refei¢do, antes que o volume de nutrientes chegue a esta regido. Acredita-se que a diferenca
entre o tempo de passagem dos nutrientes ao longo do intestino e a secre¢ao pds-prandial de
GLP-1 envolva sinais neurais ou paracrinos enviados do duodeno para o ileo (BRUBAKER;
ANINI, 2003).

Sua acdo ¢ mediada através da sua ligacdo no seu receptor, GLP-1R. Esse ¢ um
receptor 7 dominios transmembrana acoplado a proteina G, que pode ter atividade Gs e Gg.
(SANDOVAL; D’ALESSIO, 2015). Este receptor esta expresso em: células B-pancredaticas,
células epiteliais pulmonares, células das fossas gastricas e da mucosa do intestino delgado,
miocitos cardiacos atriais e em neurdnios de véarias regides do cérebro (ARQ e NTS) e
aferentes vagais ( SAM et al., 2012; D’ALESSIO, 2016; KANOSKI; HAYES; SKIBICKA,
2016). Ja nos aferentes vagais, sua ativagao gera despolarizacdo, resultando em maior
excitabilidade do vago (ZHANG et al., 2020).

Além de sua agdo incretina, o GLP-1 atua no TGI, inibindo o esvaziamento gastrico,
a secrecdo de glucagon e a motilidade, promovendo sacia¢do; no SNC, atua modulando a
ingestdo alimentar através da sua acdio hormonal e/ou neural (TASCI; BINGOL, 2018).
Kanoski, Hayes e Skibicka (2016) reportaram que agonistas de GLP-1R atuam no SNC como
anorexigenos em varias regides incluindo hipocampo, ntcleos hipotalamicos (ARQ, PVH,
LH), nticleos do tronco encefilico (NTS) e nucleos relacionados com o sistema de recompensa
(VTA, NAc).

No entanto, a acao central do GLP-1 sobre o controle da ingestdao tem sido questionada.

Foi sugerido que este controle ocorre, via paracrina, através ativacao do GLP-1r nos terminais
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dos aferentes vagais. De fato, o GLP-1 ¢ rapidamente degradado pela enzima dipeptidil
peptidase 4 (DPP4), promovendo uma meia vida de no maximo 3 minutos (D’ALESSIO,
2016; KANOSKI; HAYES; SKIBICKA, 2016). A DPP4 ¢ expressa em varios tecidos, como:
rim, pulmao, intestino delgado, células endoteliais, células imunes e fibroblastos (NISTALA;
SAVIN, 2017). Assim, estima-se que quantidades consideraveis de GLP-1 sdo inativadas pela
DPP4 logo que ¢ secretado pelas células L para a veia porta, sugerindo que pouco GLP-1
alcance a circulagdo sistémica (D’ALESSIO, 2016). A vagotomia abole o efeito
anorexigénico nos animais operados (SAM et al., 2012), o que reforga a ideia de que o GLP-

1 cause anorexia via aferéncia vagal.

Trato gastrointestinal: intestino grosso e microbiota intestinal

O intestino grosso, cujo tamanho pode variar de 1,Im a 2,1m, ¢ dividido em 6 regides:
ceco, colon ascendente, célon transverso, colon descendente, colon sigmoide e reto
(WOZNIAK et al., 2019). Sua principal fun¢do fisiologica ¢ absorver dgua e eletrdlitos dos
restos ndo digeridos e absorvidos no intestino delgado dando origem as fezes semissolidas,
que ficam armazenadas aguardando o momento da evacuacdo (BARRETT; RAYBOULD,
2009). O intestino grosso também abriga a maior concentragdo de micro-organismos vivos
que compdem a microbiota intestinal (GILL et al., 2006).

Esta ¢ uma comunidade formada por seres microscopicos (bactérias, arqueas, fungos
e virus) comensais, simbidticos, alguns com potencial patogénico e, outros, patogénicos
(BOWCUTT et al., 2014, BIBBO et al., 2016). Na condi¢ao de simbiose, quando ha o
equilibrio nessa populagdo (maior quantidade de bactérias benéficas e menor de maléfica), ela
contribui para desenvolvimento do sistema imunoldgico e regulacdo de varias vias
metabolicas do hospedeiro (SEKIROV et al., 2010).

O intestino humano possui um microbioma que codifica mais de 3 milhdes de genes
gerando milhares de metabolitos, enquanto o genoma humano ¢ formado por
aproximadamente 23 mil genes (VALDES et al., 2018), mostrando que somos muito menos
humanos que pensamos (COLLEN, 2016). Essa populacdo bacteriana ¢ taxonomicamente
classificada por filos, classes, ordens, familias, géneros e espécies (RINNINELLA et al.,
2019) Os filos mais comuns que compde a microbiota intestinal humana sdo: Bacteroidetes e
Firmicutes que juntos constituem mais de 90% do total das bactérias, seguidos por

Actinobacteria e Proteobacteria (ARUMUGAM et al., 2011).
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Cada microbiota ¢ tnica e ¢ desenhada no inicio da vida, sendo esta formacao inicial
determinada pelo tipo de parto, tipo e tempo de amamentacao, e utilizagdo de medicamentos,
como antibioticos (RINNINELLA et al., 2019). Por influéncias genéticas, ambientais, estilo
de vida e alimentagao, a diversidade dessa microbiota aumenta, e por volta dos 3 anos de idade
a microbiota intestinal se torna madura, sendo a assinatura que sera levada até a vida adulta
(YATSUNENKO et al., 2012). Em idosos com 70 anos, mudan¢as foram observadas na
composi¢ao da microbiota, que pode ser devido a alteragdes no processo digestivo e/ou
reduc¢do da atividade imunologica (RINNINELLA et al., 2019).

A microbiota intestinal saudavel, em simbiose, desempenha importantes fungdes
fisioldgicas para o seu hospedeiro, como: atuagdo no metabolismo de nutrientes — fermentacao
de nutrientes ndo digeridos (carboidratos dardo origem aos acidos graxos de cadeia curta
(AGCCs), e as proteinas dardo origem a neurotransmissores como o GABA; producao de
vitamina K e algumas vitaminas do complexo B; metabolismo de xenobioticos ¢ de drogas;
manuten¢do da integridade estrutural da barreira mucosa intestinal; imunomodulacio e
protecdo contra patogenos (MACFARLANE; MACFARLANE, 2003; JANDHYALA et al.,
2015; DURANTI et al., 2020). Quando ocorre um desequilibrio dessa populacdo bacteriana,
quadro conhecido como disbiose, alguns problemas de saide podem ocorrer. De acordo com
Wang et al. (2020), a disbiose esta relacionada com o desenvolvimento de sindrome
metabolica, correlacionando-a a obesidade, hiperglicemia, dislipidemia, hipertensao,
hiperuricemia, doenga hepética gordurosa ndo alcoodlica e apneia do sono.

Além da composi¢do da microbiota, seus metabodlitos também podem impactar na
satide do hospedeiro, dentre eles estio os AGCCs (BACKHED et al., 2005; TSENG; WU,
2019). Os AGCCs sao produtos da fermentacdo bacteriana dos carboidratos ndo digeridos
pelas enzimas endogenas, sendo classificados como acidos carboxilicos com menos de seis
atomos de carbono. Os principais subtipos sdo: acetato (C) (mais abundante), propionato (C3)
e butirato (C4) (fig. 9). Seu mais importante sitio de producdo € o colon, apresentando uma
razdo molar aproximada de 60:20:20. Apos a absor¢do colonica, essa razdo muda na corrente
sanguinea para 91:05:04 (CHAMBERS; MORRISON; FROST, 2015; HERNANDEZ et al.,
2019). Diariamente, estima-se que o intestino humano produza de 400-600mM de AGCC, o
que equivaleria entre 5-10% das nossas necessidades energéticas (CHAMBERS;
MORRISON; FROST, 2015). Além de colaborar para a saude intestinal, esses AGCCs
também podem entrar na circulagdo sistémica e atuar como moléculas de sinalizagado, afetando
diretamente o metabolismo. O propionato e o butirato podem induzir a gliconeogénese

intestinal e a atividade simpatica, melhorando a homeostase da glicose e de energia. Baixas
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concentragdes de propionato e butirato e altas de acetato atingem a circulagdo sistémica,
atuando nos tecidos periféricos: tecido adiposo branco, onde reduzem a inflamagdo e
aumentam a secrecao de leptina; musculo e figado, onde melhoram a sensibilidade a insulina
e reduzem a deposi¢do de lipidios (CANFORA; JOCKEN; BLAAK, 2015; HERNANDEZ et
al.,2019). Também sdo capazes de regular a ingestdo alimentar (CHAMBERS; MORRISON;

FROST, 2015) através de mecanismos que serdo descritos a seguir.

Figura 9 - Estrutura quimica dos AGCCs

Fonte: adaptado de Darzi et al., 2011.

ACETATO

O acetato ¢ principalmente originado pela fermentagao de peptideos e gorduras (KOH
etal.,2016). Sua concentragdo difere do colon proximal (maior quantidade) para o colon distal
(menor quantidade) (HERNANDEZ et al., 2019) e é produzido por uma grande variedade de
espécies bacterianas (MORRISON; PRESTON, 2016)

O acetato parece ser um potente modulador do peso corporal e da ingestdo alimentar.
Com relagdo ao peso, existem algumas divergéncias, pois em roedores submetidos a dieta
hiperlipidica, a suplementacao de acetato impede o ganho de peso (KONDO et al., 2009),
enquanto outro estudo mostra aumento de ghrelina, hiperfagia e, consequente, ganho de peso
(PERRY et al., 2016). O controle da ingestdo pode ocorrer por agdo indireta (ativagdo vagal),
ou direta, pois o acetato atravessa a barreira hematoencefalica e atua nos seus receptores
presentes no SNC (topico a ser abordado adiante) (HERNANDEZ et al., 2019). Por exemplo,
no hipotdlamo, o acetato aumenta a liberagdo de glutamato-glutamina e GABA pelo glia
(FROST et al., 2014). O acetato também pode estimular a secre¢do colonica de PYY e GLP1.
In vitro, o acetato aumentou a expressao do proglucagon (precurssor de GLP-1) em células
enteroenddcrinas, de forma dose dependente. Contudo em humanos com sobrepeso, o
aumento do acetato no colén ndo resultou em aumento de GLP1 e PYY no soro (RAHAT-
ROZENBLOOM et al., 2017). De acordo com Hernandez ef al. (2019), os dados divergentes

tém relacdo com a forma/local de administragdo do acetato, assim como das espécies
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utilizadas. Esses dados mostram a necessidade de mais estudos para compreender essas

lacunas.

PROPIONATO

O propionato tem importante papel na gliconeogenese hepatica e intestinal (DE
VADDER et al., 2014; MORRISON; PRESTON, 2016). E sintetizado principalmente por
duas vias: a via do succinato, que ocorre em bactérias do filo Bacteroidetes ¢ da classe
Negativicutes; ¢ a via do propanodiol que ocorre em algumas espécies da familia
Lachnospiraceae (LOUIS; FLINT, 2017).

Em ruminantes, o propionato parece reduzir a ingestdo alimentar via eixo figado-
cérebro (OBA; ALLEN, 2003). Em humanos com sobrepeso, a suplementacdo com éster de
inulina-propionato causa hipofagia, via estimulo da secre¢do pos prandial de GLP1 e PYY

(CHAMBERS e al., 2015).

BUTIRATO

O butirato ¢ um produto da fermentagdo de carboidratos ndo digeriveis, sendo um
importante metabolito de quatro grandes familias do filo Firmicutes presente no coléon
humano:  Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, Erysipelotrichaceae e Clostridiaceae
(LOUIS; FLINT, 2017). Quando comparado com os outros AGCCs, o butirato ¢ quase que
totalmente metabolizado no colén, com uma pequena quantidade alcancando figado e rins
(ASTBURY; CORFE, 2012).

O mecanismo proposto para o controle da saciedade pelo butirato ¢ a estimulagdo da
secrecao intestinal de GLP1 e PYY (FLUITMAN et al., 2018). Além disso, o butirato aumenta
a gliconeogenese intestinal, aumentando a glicemia no sistema porta-hepatico, cuja detec¢do
pelo nervo vago estimula saciedade (DE VADDER et al., 2014).

Os AGCCs apresentam concentracdes que variam do ceco para o coldn; os valores
ficam entre 70 a 140 mM no célon proximal e caem drasticamente no colon distal (20 a
70mM), sugerindo uma alta taxa de utilizagdo pelos colondcitos e absor¢do para corrente
sanguinea (SUN et al., 2018). A passagem dos AGCCs para o leito venoso ocorre por
diferentes vias: difusdo passiva e por transportadores como o Monocarboxylate transporter 1
(MCTT) e sodium monocarboxylic acid transporter 1 (SMCT1) (SUN et al., 2017). Sua acao
ocorre pela ligacdo nos receptores GPR41 (FFAR3) e GPR43 (FFAR2), que sdo do tipo sete
dominios transmembrana acoplados a proteina Gjo (BROWN et al., 2003; CHAMBERS;
MORRISON; FROST, 2015).
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Os AGCCs também atuam no tecido adiposo, onde modulam o acimulo de gordura
via GPR41 e GPR43, através da inibi¢do da a¢do da insulina e da adipogénese e aumento da
lipolise (KIMURA et al., 2013; SUN et al., 2018). Em camundongos expostos a dieta
hiperlipidica, a suplementacdo com AGCCs reduziu a atividade de PPARy, aumentou a
expressdo da proteina desacopladora mitocondrial 2 (UCP2) e aumentou a propor¢ao AMP-
ATP, o que estimulou o metabolismo oxidativo no figado e tecido adiposo via AMPK (DEN

BESTEN et al., 2015).

Inervagoes extrinsecas do TGI: Nervo vago

Antes de abordar a inervacao extrinseca, uma breve explicagao da inervagao intrinseca
faz-se necessaria. A inervacdo intrinseca ¢ formada pelo SNE que ¢ composto por circuitos
neurais responsaveis por comunicar o TGI ao SNC. E um componente do SNA com fungio
independente do SNC (MUKHTAR; NAWAZ; ABID, 2019). E constituido por uma rede de
ganglios nervosos que se dividem em dois tipos: plexo mioentérico e plexo submucoso, que
se estendem do es6fago ao anus, e controlam a motilidade, proliferacdo celular, transporte de
ions pela mucosa e liberagdo de hormoénios gastrintestinais (SCHEMANN; NEUNLIST,
2004). Esses plexos sdo compostos por neurdnios aferentes sensoriais, interneuronios e
neurdnios motores. Os neurdnios aferentes sensoriais interpretam as informagdes quimicas e
estado fisico do tecido que eles inervam; os interneurdnios sao observados em todo TGI e sua
acao depende da sua localizagdo, variando de 6rgdo para 6rgdo; e os neurénios motores sao
classificados em neur6nios excitatorios e inibitorios da musculatura lisa do intestino, sendo
responsaveis  pelo  controle da  motilidade do TGI e os  neurdnios
secretomotores/vasodilatadores, responsaveis pela inervacdo da mucosa e pela regulacdo da
secrecdo, absorcao e do fluxo sanguineo. Todo esse complexo nervoso € capaz de formar um
circuito reflexo completo (GALLEGO et al., 2016).

Para que ocorra o pleno funcionamento do TGI, a rede nervosa que forma o SNE deve
se comunicar com o sistema nervoso extrinseco, e esta conexao ¢ realizada por fibras aferentes
(sensoriais) e eferentes (motoras), com atividades simpaticas ou parassimpaticas. Neste
trabalho sera abordado a aferéncia vagal.

O nervo vago, décimo nervo craniano, tem sua origem no tronco cerebral e se estende
até a regido do abdome. E um nervo misto onde seu axdnio é composto por 3 tipos deferentes
de fibras que possuem atividade fisiologica diferente: fibras A — mielinizadas que carregam

principalmente informagdes somaticas aferentes e eferentes, e pequenas fibras que transmitem
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informacdes aferentes viscerais; fibras B — fornecem inervacao pré-ganglionar simpatica e
parassimpatica eferente; fibras C — fibras amielinicas pequenas que carregam informacdes
viscerais aferentes. Esta ultima est4 presente em maior quantidade no nervo vago, perfazendo
60-80% das fibras desse nervo (YUAN; SILBERSTEIN, 2016), tornando-o um nervo
basicamente aferente. No TGI, as terminacdes vagais aferentes se iniciam na serosa, onde se
conectam com o plexo mioentérico, localizado na camada muscular, e este se comunica com
o plexo submucoso, localizado na submucosa (principalmente arteriolas) e mucosa onde
captam alteracdes do ambiente quimico no limen, do espago intersticial e vascular, além das
mudang¢as mecanicas da parede do intestino (distensdo, relaxamento, contragdo) (BREIT et
al., 2018). No SNC, os terminais aferentes entram pelo troco encefalico e fazem sinapse no
NTS que distribui as informagdes para varias regides do cérebro, como hipotalamo e sistema
limbico (ABDALLA, 2017; SAM et al., 2012). A pequena parte eferente deste nervo faz parte
do SNA parassimpatico, que no TGI tem a fungdo de aumentar a motilidade intestinal ¢ a
secrecao glandular (BREIT et al., 2018).

Os reflexos vagais tém sido reconhecidos como importantes reguladores da
homeostase energética, principalmente quando a questao € o controle a curto prazo da ingestao
alimentar (BROWNING; VERHEIJDEN; BOECKXSTAENS, 2017). Os terminais aferentes
vagais podem ser divididos em dois tipos: mecanossensiveis, que controlam o tamanho da
refeicdo por meio de sinaliza¢do de volume ou carga; e quimiossensiveis, que sdo ativados em
resposta ao pH luminal, osmolalidade e estimula¢do quimica (BROWNING; VERHEIJDEN;
BOECKXSTAENS, 2017). Varios neuro-hormonios gastrointestinais possuem a capacidade
de ativar seus receptores nas terminacdes aferentes vagais de forma paricrina e, como
consequéncia dessa ativagdo, ocorre o aumento dos disparos nervosos, resultando em
relaxamento gastrico, reducdo do esvaziamento gastrico, motilidade alterada e secrecdo
pancreatica (BROWNING; VERHEIJDEN; BOECKXSTAENS, 2017). J4 a ghrelina inibe os
disparos vagais, resultando em estimulo da ingestdo alimentar (DATE, 2012).

Na obesidade, o funcionamento da circuitaria vagal estd comprometida. O nervo vago
possui uma plasticidade que ¢ modulada de acordo com o estado fisioldgico; no jejum, a
reducdo de CCK sérica aumenta o receptor de endocanabinoide 1 (CB1) e os receptores do
hormonio concentrador de melanina (MCH1) na aferéncia vagal do intestino, estimulando a
ingestdo alimentar. No estado alimentado, os niveis séricos de CCK aumentam e ha aumento
da expressdo dos receptores NPY2R e reducdo de CB1, causando saciedade. Na obesidade
induzida por dieta, os aferentes vagais se encontram sempre na condi¢do de estimulo da

ingestdo alimentar, independente do estado de alimentagdo (KENTISH er al., 2012). Na
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obesidade induzida por dieta ocorre menor excitabilidade neuronal total, o que poderia afetar
a resposta dos aferentes vagais a quaisquer estimulos quimicos ou mecanicos (BROWNING;
VERHEIJIDEN; BOECKXSTAENS, 2017). Portanto, obesidade ¢ capaz de alterar a
circuitaria vagal levando a condicdo de hiperfagia, o que contribui para a manutengao da
obesidade.

A juncdo de todos os componentes descritos acima constitui o eixo intestino-cérebro.
A desregulagao deste eixo pode afetar o controle da ingestao alimentar e tem sido visto como
um dos fatores envolvidos na génese da obesidade (BLISS; WHITESIDE, 2018). Em animais,
dieta hiperlipidica reduz a atividade aferente do vago e reduz a resposta do mesmo a CCK,
resultando em hiperfagia e ganho de peso (DALY et al, 2011). A administracido
intraperitoneal de acetato e/ou a suplementagao de inulina (carboidrato fermentavel, que levou
ao aumento da concentragdo de AGCC no coléon) em animais alimentados com dieta
hiperlipidica, resultou em hipofagia por elevar a expressio de POMC e reduzir AGRP,
resultando em reducdo do ganho de peso (FROST et al., 2014). Na obesidade em humanos e
animais expostos a dieta rica em gordura, um quadro de disbiose ¢ observado, tanto, sendo
detectado um aumento na abundancia relativa de Firmicutes em comparagdo a Bacteroidetes
(HORNE et al., 2020; LEY et al., 2006). Nesse sentido, ¢ possivel observar que o eixo

intestino-cérebro alterado impacta no comportamento alimentar, podendo levar a obesidade.

PROGRAMACAO METABOLICA

Nos anos 90, David Barker, um epidemiologista considerado pai da programacgao
metabolica, postulou a hipotese do “fenotipo poupador”. Essa hipdtese consiste que em
condi¢des de subnutricdo materna ou hipdxia, o feto consegue se adaptar a um ambiente
uterino adverso otimizando o uso de suprimentos, direcionando nutrientes para 6rgaos criticos
e restringindo para 6rgaos menos criticos e assim garantindo a sua sobrevivéncia. Porém, esse
mecanismo geraria alteracdes persistentes no crescimento e fun¢do dos tecidos (HALES;
BARKER, 1992).

Atualmente, um novo campo da ciéncia surge e tem como especialidade a
programacao metabolica, também conhecido por origens desenvolvimentistas da satde e da
doenca (em inglés: Developmental Origins of Health and Disease - DOHaD) (MANDY;
NYIRENDA, 2018). A programag¢ado metabolica ou plasticidade ontogenética ¢ definida como
eventos epigenéticos que podem ocorrer devido a alteragdes nutricionais, hormonais e
ambientais em periodos criticos da vida como: gesta¢do, lactacdo e adolescéncia, funcionando

como fator de “imprinting” que podem cursar com alteragdes metabodlicas imediatas e/ou
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tardias (DE MOURA; LISBOA; PASSOS, 2008; GODFREY; COSTELLO; LILLYCROP,
2016). Essas alteragdes epigenéticas estdo diretamente associadas a doengas metabolicas,
cardiovasculares, neurodegenerativas e autoimunes (HALUSKOVA, 2010). As alteragdes
epigenéticas ndo consistem em modificacdes do sequenciamento genético, mas sim em
processos que envolvem metilacdo do DNA (metilagdo e hidroximetilagdo), modificacdes de
histonas (acetilagdo, metilagdo, ubiquitinacao, fosforilagdo), RNA ndo codificantes, looping
de cromatina e remodelagdo nucleossomal (GUIL; ESTELLER, 2009); todos esses eventos
impactam na expressao dos genes, que pode resultar em saude ou doenga.

Os primeiros mil dias de vida, fase que vai da concepgao até os dois anos de vida em
humanos (270 dias pré-natal + 182 dias de lactacdo + 548 dias primeira infancia) compreende
os periodos criticos de gestacdo, amamentacdo exclusiva e primeira infancia. Nesses 1000
dias, todo o organismo estd se formando e insultos nessa fase podem comprometer o
desenvolvimento do individuo, levando a atrasos do desenvolvimento imunoldgico, cognitivo
e fisico que podem comprometer a saide na vida adulta (MAYNERIS-PERXACHS;
SWANN, 2019). A amamentacao, assim como a fase intra-uterina, também ¢ caracterizada
como um periodo de maturagdo das fungdes celulares, incluindo o desenvolvimento
neurologico e cognitivo da crianga (MATTEIL; PIETROBELLI, 2019).

Considerando o grande numero de estudos que focam na programacao fetal e a
escassez de estudos focando na amamentagdo como um importante periodo
de desenvolvimento para os mamiferos, o nosso grupo de pesquisa tem estudado a
programacao metabolica em modelos experimentais com roedores, ocorridos exclusivamente
durante o periodo de lactagdo. Dessa forma, serd destacado dois modelos experimentais
utilizados no atual trabalho: 1) Redugao de ninhada (insulto nutricional) (CONCEICAO et al.,
2011); e 2) Exposicao neonatal a nicotina (insulto ambiental) (OLIVEIRA et al., 2009). Estes
modelos cursam com alguns distirbios enddcrino-metabodlicos, aumento de adiposidade e

alteragOes da ingestao alimentar.

Reducio de ninhada

A reducdo de ninhada no periodo da lactacdo ¢ um modelo de programacgdo
amplamente utilizado que causa sobrepeso, obesidade abdominal e outras disfungdes
metabolicas (PLAGEMANN et al., 2009; VELKOSKA; COLE; MORRIS, 2005;
HABBOUT et al., 2013). Essa manipulacdo, reduz a competicdo entre os filhotes na hora de
amamentar, levando ao aumento na ingestdo de leite pelos filhotes criados em ninhada

reduzida, gerando um aumento no aporte caldrico, € consequentemente aumento no ganho de
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peso (FIOROTTO et al., 1991). Outro ponto importante a ser salientado € que a redugao de
ninhada modifica a composi¢ao do leite produzido pela rata, sendo observado aumento no teor
de gordura sem alteragio na quantidade de proteinas (SEFCIKOVA et al., 2011). Outro estudo
apontou que no primeiro ter¢co da lactagdo, a fragao lipidica que aumenta no leite destas maes
¢ o triglicerideo (XAVIER ef al., 2019). Assim, esses sdo os principais contribuintes para as
alteragdes metabolicas geradas neste modelo de programagao.

De acordo com Habbout et al. (2013), esse modelo de programacao gera alteragdes
sist€émicas a curto prazo como hiperleptinemia e hiperinsulinemia, como também resisténcia
central a a¢do desses hormonios. Na vida adulta, esses animais cursam com disfungdo renal,
cardiovascular e diabetes tipo II.

Nosso grupo de pesquisa, expandiu o conhecimento sobre este modelo, caracterizando
a hiperfagia, aumento de peso corporal, aumento de gordura total e visceral, hipertrofia de
adipocitos, resisténcia a leptina no hipotdlamo, aumento da atividade nervosa autondmica
simpatica e aumento da termogénese, entre outros desfechos na vida adulta (RODRIGUES et
al., 2009, 2011; CONCEICAO et al., 2011, 2016). Todos estes desfechos foram descritos em
ratos machos. A partir do presente trabalho, pela primeira vez, nosso grupo estudou a prole
fémea programada pela supernutricdo na lactagdo. Nesse modelo, a redu¢do de ninhada ocorre
no terceiro dia de lactacdo. A ninhada reduzida fica com 3 filhotes fémeas ou 3 filhotes machos
e a ninhada normal ¢ constituida por 10 filhotes, 5 machos e 5 fémeas.

Os principais achados da prole macho na vida adulta, que ja foram descritos neste

modelo de programagao por nosso grupo estdo representados na figura abaixo (fig.10).
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Figura 10 - Principais desfechos na prole de machos na vida adulta

Lactagao
Hiperfagia
Aumento de peso
Aumento de adiposidade total e central
Hipertrofia dos adipocitos viscerais
Normoleptinemia
Reducio de ninhada Resisténcia a leptina no hipotalamo
“imprinting” Redugio do contetido de leptina no TAB
Resistencia a insulina
Hipotireoidismo
Menor capacidade termogénica
Menor efeito dopaminérgico

Prole adulta obesa
Preferéncia por gordura no desfio de alimentar

Aumento do estresse oxidativo hepatico e sistémico

Esteatose hepatica

Nota: Esses resultados podem ser encontrados na lista de referéncias RODRIGUES et al., 2009, 2011;
CONCEICAO et al., 2011, 2016.

Legenda: TAB: Tecido adiposo branco.

Fonte: A autora, 2021.

Exposicao neonatal a nicotina

Em 2000, cerca de 230 milhdes de mulheres acima de 15 anos fumavam, e a
Organizacao Mundial da satide estimou que ano passado (2020), esse numero reduziria para
160 milhdes, um niimero ainda muito alto (WHO, 2018). O tabagismo esta associado a varias
doengas como: alguns tipos de cancer, doencas cardiovasculares e doencas respiratorias, € nos
Estados Unidos ¢ considerado uma das principais causas de morte evitavel. O ato de fumar
durante a gravidez esta relacionado com mé formacgdo fetal, baixo peso ao nascer, parto
precoce e aborto espontaneo (SEALOCK; SHARMA, 2021). No entanto, mesmo com uma
extensa divulgacao dos maleficios causados pelo cigarro durante a gestacao, uma parcela das
mulheres ainda fuma neste periodo (SMEDBERG et al., 2014; DE WOLFF et al., 2019;
MADUREIRA et al., 2020) Outro ponto importante a ser levantado ¢ que mais da metade das
mulheres fumantes, param de fumar durante a gestacdo, mas retornam ao habito na lactacao
(NAPIERALA et al., 2016).

O cigarro ¢ composto por mais de 5000 substancias, dentre elas estd a nicotina,
considerada o principal composto psicoativo capaz de causar dependéncia (TANNER;
CHENOWETH; TYNDALE, 2015; NAPIERALA et al., 2016). Estudos mostram que a

nicotina ¢ capaz de atuar como disruptor endocrino e fator de “imprinting” na lactagao,
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acarretando alteracdes epigenéticas que levam ao desenvolvimento de disfungdes metabdlicas
tardias (MIRANDA; GASPAR DE MOURA; LISBOA, 2020a), uma vez que a nicotina ¢é
transferida para o filho através do leite (KOBAYASHI et al., 2020). Por muitos anos, 0 nosso
grupo de pesquisa investiga o modelo de programacao pela exposi¢ao materna a nicotina no
periodo da lactagdo e vem demonstrando varios efeitos deletérios desta exposi¢do precoce
sobre 0 metabolismo energético, sistema enddcrino e sistema nervoso autonémico da prole de
ambos os sexos na vida adulta (OLIVEIRA et al., 2009; YOUNES-RAPOZO et al., 2013;
PINHEIRO et al., 2015; PEIXOTO et al., 2020; MIRANDA et al., 2020b).

Neste modelo experimental, a exposi¢do a nicotina ocorre através de minibombas
osmoticas implantadas no dorso das fémeas lactantes, que liberam uma dose de 6mg/kg/dia
de nicotina, a liberagao ocorre do 2° ao 16° dia da lactacao (totalizando 14 dias de exposi¢ao).
Esse modelo tem sua eficdcia comprovada pois De Oliveira et al. (2010) demostraram a
presenga de cotinina o principal metabolito da nicotina, no leite das ratas e no plasma dos
filhotes expostos a nicotina.

Abaixo, segue uma figura com os principais resultados da prole adulta exposta a

nicotina no inicio da vida em ambos os sexos descritos por nosso grupo de pesquisa (fig. 11).



Figura 11 - Principais desfechos na prole de ambos os sexos na vida adulta

Nicotina na lactagdo

™
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Prole adulta

Normofagia

Sobrepeso

Aumento de adiposidade central e total
Hiperleptinemia

Resisténeia a leptina hipotalamica
Hipotireoidismo
Hipercorticosteronemia

Reducido da acdo da dopamina
Ansiedade

Preferéncia por acucar no desfio de
alimentar

Aumento do estresse oxidativo hepatico
Esteatose hepatica

Menor capacidade termogénica

Legenda: TAB: Tecido adiposo branco.

Fonte: A autora, 2022.

Nota: Esses resultados podem ser encontrados na lista de referéncias OLIVEIRA et al., 2009; YOUNES-
RAPOZO et al., 2013; PINHEIRO et al., 2015; PEIXOTO et al., 2020; MIRANDA et al., 2020b.
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JUSTIFICATIVA

A prevaléncia de obesidade mais que dobrou nos ultimos 30 anos. Esta ¢ uma doenca
multifatorial considerada um grande problema de satde publica mundial e que est4 associada a
varias outras doencas, como dislipidemia e diabetes. Visto o carater pandémico da obesidade e
sua elevada morbimortalidade, torna-se necessario investigar os mecanismos envolvidos na sua
génese. Hoje ja se sabe que uma possivel causa para a obesidade ¢ o desequilibrio da ingestao
alimentar, que ird impactar no balango energético do individuo (YU, 2017).

A ingestdo alimentar ¢ um processo altamente regulado por um complexo sistema que
integra o sistema nervoso central com a periferia. No SNC, destacamos o ARQ do hipotalamo,
que apresenta uma grande quantidade de receptores de leptina, insulina e peptideos
gastrointestinais (SCHWARTZ et al., 2000), e o NTS que, além de apresentar os mesmos
receptores hormonais presentes no hipotdlamo, também recebe os inputs nervosos das fibras
aferentes vagais proveniente das visceras (TRAVAGLI et al., 2006). Na periferia, temos o trato-
gastrointestinal que também controla a ingestdo alimentar através de 3 vias: 1) nervo vago, 2)
mediadores orexigenos ou anorexigenos, como ghrelina, CCK, GLP-1 ¢ PYY (VALASSI;
SCACCHI; CAVAGNINI, 2008), que agem via enddcrina e/ou pardcrina, ¢ 3) microbiota
intestinal, que produz varios metabolitos com atividade fisiolégica (BACKHED et al., 2005;
TSENG; WU, 2019), como os acidos graxos de cadeia curta (AGCCs, acetato, propionato e
butirato). A juncdo desses componentes constitui o eixo intestino-cérebro. A desregulacdo deste
eixo pode afetar o controle da ingestao alimentar, o que tem sido apontado como um dos fatores
envolvidos na génese da obesidade (BLISS; WHITESIDE, 2018).

Ha anos, nosso grupo de pesquisa trabalha com varios modelos de programagao
metabolica durante a lactacdo, momento em que alguns 6rgdos ainda estdo finalizando seu
processo de diferenciacdo (ELLSWORTH et al., 2018), e estdo suscetiveis as modificagdes
epigenéticas que podem alterar o desenvolvimento normal dos sistemas e cursar disfungdes
metabolicas durante a vida adulta (DE MOURA; LISBOA; PASSOS, 2008). Esse campo de
estudo utiliza modelos experimentais que tentam mimetizar a vida real, o que auxilia na
compreensdo da génese de distirbios neuroenddcrinos tardios.

Neste trabalho abordaremos dois modelos de programacao estudados pelo nosso grupo
de pesquisa, com fatores de imprinting diferentes, um nutricional (redugdo de ninhada) e um
ambiental (exposi¢do neonatal a nicotina). O primeiro modelo induz a superalimentagdo no

inicio da vida e a prole cursa com hiperfagia e obesidade na vida adulta. No segundo modelo,
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onde temos a exposi¢ao ao principal componente psicoativo do cigarro, a nicotina, ocorre um
dimorfismo sexual; os machos sdo obesos e normofagicos, enquanto as fémeas sdo eutroficas e
hiperfagicas. Assim, a partir do fendtipo apresentado por esses animais quando adultos e
conhecendo o impacto do eixo intestino-cérebro sobre o padrdo alimentar, as seguintes

perguntas experimentais foram levantadas:
1) A supernutricdo neonatal e a exposi¢ao neonatal a nicotina podem programar a atividade
elétrica do nervo vago?

2) Os dois modelos de programagao podem alterar os receptores dos peptideos GI a nivel

local (intestino delgado) e/ou a nivel central (nucleo arqueado)?

3) O imprinting nutricional e/ou ambiental na lactacdo pode induzir modificacdes na

microbiota intestinal ¢ os AGCCs, a ponto de gerar uma disbiose na vida adulta?

4) Os parametros do eixo intestino-cérebro sdo alterados de forma género dependente?
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1 OBJETIVO

1.1 Objetivo Geral

Investigar os marcadores do eixo intestino-cérebro relacionados ao controle da ingestao
alimentar na prole de ratos Wistar adultos de ambos os sexos em dois modelos de programagao,

a saber supernutricdo pds-natal e exposi¢do materna a nicotina durante o periodo de lactacao.

1.2 Objetivos Especificos

a) Awvaliar a atividade elétrica do nervo vago in vivo;

b) Quantificar o conteudo proteico de c-Fos no NTS;

¢) Quantificar o conteudo proteico de BDNF no intestino;

d) Investigar a acdo paracrina dos peptideos intestinais (CCK, PYY e GLP1) no intestino
delgado, através da quantificacdo de seus receptores;

e) Investigar a acdo enddcrina dos peptideos gastrointestinais (ghrelina, CCK, PYY e GLP-
1) no hipotalamo através da quantificagao de seus receptores;

f) Determinar a filogenia da microbiota intestinal a partir das fezes;

g) Estudar o teor de acidos graxos de cadeia curta nas fezes.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Etica e procedimentos animais

Os protocolos seguiram o Guia de Cuidados ¢ Uso de Animais de Laboratério dos
Institutos Nacionais de Satde e a Lei Federal Brasileiran® 11.794/2008. Os experimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica Institucional para o Uso de Animais de Laboratorio do Instituto
de Biologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (Experimento 1 supernutricdo pos-
natal - nimero de autorizagdo do projeto: CEUA/033/2019; Experimento 2 exposi¢do materna
a nicotina - nimero de autorizagdo do projeto: CEUA/034/2019). Ratos Wistar foram alojados
em uma sala com temperatura (22 = 1 °C) e umidade (50-55%) controlada em um ciclo de 12
h de luz escura com ragdao padrdo (Nuvilab®, Sao Paulo, SP, Brasil) e agua disponivel ad
libitum. Ratos fémeas virgens adultas foram enjaulados com ratos machos na propor¢ao de 3:1
para acasalamento uma vez por semana. Em seguida, as ratas gravidas foram alojadas

individualmente até o parto.

2.2 Experimento 1 supernutri¢io pos-natal

O protocolo do estudo esta representado na Figura 12. Para induzir a superalimentacao
precoce, a reducdo do tamanho da ninhada foi realizada no dia pds-natal (PND) 3; as maes
foram divididas aleatoriamente nos seguintes grupos: ninhada pequena macho (grupo SL, n =
10) foi mantida com 3 machos; ninhada pequena fémea (grupo SL, n = 10) foi mantida com 3
fémeas; ninhada normal (grupo NL, n=10) foi mantida com 10 filhotes (5 machos e 5 fémeas)
at¢ o desmame (3 semanas de idade). A ingestdo alimentar e a massa corporal foram
monitoradas semanalmente até os 5 meses de idade (eutanasia). O ciclo estral da prole fémea
SL e NL foi monitorado nos ultimos 30 dias de vida, ambos os grupos tiveram ciclos regulares
de 4-5 dias e todas foram eutanasiadas em diestro. O nimero de ratos planejado para as analises
foi de 1 animal/ninhada/sexo. Os demais animais nas gaiolas foram utilizados em outros

estudos.
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Figura 12 - Linha do tempo supernutri¢do pds-natal
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Legenda: Desenho experimental.
Fonte: A autora, 2021.

2.2 Experimento 2 exposicaio materna a nicotina

O resumo deste experimento estd esquematizado na figura 13. Ao nascimento, que foi
considerado o primeiro dia pos-natal, 20 ratas lactantes foram divididas aleatoriamente em dois
grupos (10 maes em cada um) e suas ninhadas foram normalizadas para seis filhotes (3 machos
e 3 fémeas) para maximizar o desempenho da lactacao. Caracteristicas do grupo: (1) Grupo de
exposi¢ao materna a nicotina (MNE) — no 2° dia pds-natal, as maes foram levemente
anestesiadas com tiopental (30 mg/kg; Thiopentax, Itapira, SP, Brasil) e uma incisdo nas costas
foi feita para inserir uma minibomba osmética ( Alzet, 2ML2, Los Angeles, CA, EUA) por via
subcutanea. A minibomba osmética foi preparada com base livre de nicotina (Sigma, St Louis,
MO, EUA) diluida em NaCl 0,9% para liberar uma dose de 6 mg/kg de nicotina por dia durante
14 dias. A cotinina, que ¢ um metabolito da nicotina usado para estimar a intensidade da
exposicdo a nicotina, foi detectada no leite e soro materno, bem como no soro dos filhotes
(OLIVEIRA et al.,, 2010). Os niveis de cotinina usando o protocolo mencionado foram
equivalentes aos observados em fumantes tipicos (YPSILANTIS et al., 2012). (2) Grupo
controle (CONT) — as maes foram implantadas com minibombas osmoticas contendo apenas
solugao salina.

Um filhote macho e uma fémea por ninhada/grupo foi selecionado aleatoriamente e

utilizado no presente estudo. Os filhotes restantes foram usados em outros estudos. Ao
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desmame (3 semanas de idade), os filhotes foram separados por sexo e mantidos em gaiolas
contendo 3-4 ratos; o acesso a ragdo padrao para roedores e a 4gua da torneira foi ad libitum. A
ingestao alimentar e a massa corporal foram monitoradas uma vez por semana até as 26 semanas
de idade, quando todos os animais foram eutanasiados.

O ciclo estral da prole feminina foi monitorado diariamente por esfregagos vaginais que
foram coletados todas as manhas durante os 30 dias que antecederam a eutanasia. Fémeas MNE

e CONT apresentaram ciclos regulares e foram mortas durante o diestro.

Figura 13 - Modelo exposi¢do materna a nicotina
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Legenda: Desenho experimental.
Fonte: A autora, 2021.

2.3 Determinaciao da massa gorda total

A ressonancia magnética nuclear (RMN) para pequenos animais vivos foi realizada para
a avaliacdo da massa gorda total em PNDI148 (supernutricdo pds-natal) e em PND178
(exposicdo materna a nicotina) usando o equipamento Whole-Body Composition Analyzer
NMR (Bruker's Minispec LF90 TD-NMR, Rheinstetten, Alemanha), conforme relatado
anteriormente (RODRIGUES et al., 2018). Uma verificacdo de controle de qualidade de
voltagens internas, temperatura, imas e parametros de RMN foi realizada usando um padrao
fornecido pelo fabricante. Ratos ndo anestesiados foram colocados em um cilindro de plastico
transparente e mantidos imoveis pela inser¢ao de um émbolo apertado no cilindro. O cilindro
foi inserido na camara do equipamento por 2 min de varredura. O técnico estava cego quanto a

atribuicao do grupo. Os dados foram expressos em % de massa gorda.
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2.4 Eletrofisiologia do nervo vago

No PND150 (experimento 1) e no PND180 (experimento 2), apds 12 h de jejum, os
ratos foram anestesiados com tiopental (30 mg/kg de massa corporal) para avaliagao in vivo da
atividade autondémica do nervo vago. O nervo vago esquerdo foi isolado ao nivel da artéria
cardtida esquerda no pescoco e os eletrodos foram inseridos (RENO et al., 2019). Essa regiao
esta acima do ganglio vagal superior, onde estdo presentes todas as fibras aferentes e eferentes
(YUAN; SILBERSTEIN, 2016). Em seguida, os animais foram colocados dentro de uma gaiola
de Faraday para evitar interferéncia eletromagnética; os nervos foram colocados em um par de
eletrodos de gancho de platina conectados a um dispositivo eletronico (Bio-Amplifier,
Insight®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) para registro dos sinais elétricos. Para evitar a
desidratacao, o nervo foi coberto com 6leo mineral. A atividade nervosa foi amplificada (10.000
x) e filtrada (cutoff: 60 kHz). Foi utilizado um periodo de estabilizagdo de 5 minutos ¢ um
periodo de leitura de 10 minutos. O nimero médio de picos por janela de tempo de 10 s foi
anotado. O nivel de ruido de fundo foi determinado em um segmento de nervo. Os resultados
foram analisados usando o sistema de aquisi¢dao de dados PowerLab (8SP; AD Instruments,

New South Wales, Australia).

2.5 Eutanasia e coleta de tecidos

Apos a leitura da atividade nervosa, os animais foram eutanasiados por pungao cardiaca.
Os compartimentos de gordura visceral (retroperitoneal, mesentérico e gonadal) foram
coletados, pesados e armazenados a -80 °C. Esses 3 depositos representam a massa de gordura
visceral total. O tecido adiposo subcutaneo do experimento 1, foi calculado pela diferenca entre
a gordura total obtida por RMN e a quantidade dos 3 compartimentos viscerais.

O intestino delgado foi coletado da seguinte forma (representado na Figura 14): A
retirada da regido inicial (duodeno mais pequena parte do jejuno proximal) foi realizada a partir
de um corte na altura do piloro e medido 10 cm no sentido distal para o proximo corte (para
determinar CCK1-R e BDNF (apenas no experimento 2)); para coletar a regiao mais distal do
ileo do intestino delgado, foi feito um corte na juncdo ileo-cecal, medindo-se 15 cm, os
primeiros 5 cm mais proximos do ceco foram descartados e os 10 cm restantes foram utilizados
no experimento (para determinar BDNF, GLP1-R e NPY2R/Y2). Todas as regidoes foram

lavadas com soro fisiologico 0,9%, congeladas imediatamente e armazenadas em freezer. As
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fezes utilizadas foram retiradas do interior do célon distal (para determinar os AGCCs e filos
da microbiota). Os tecidos foram armazenados em freezer a -20°C.

O isolamento do nucleo hipotalamico foi realizado com cortes coronais do cérebro
gerados usando um criostato (Hyrax C52, Zeiss, Alemanha). As coordenadas descritas no atlas
estereotaxico (Paxinos & Watson, 2004) foram utilizadas para o isolamento do nticleo arqueado
(ARC, bregma -2,04 mm a -3,60 mm) e ntcleo do trato solitario (NTS, bregma -12,96 mm a -

13,56 milimetros). Os nucleos foram entdo congelados a -80°C para uso em Western blotting.

Figura 14 - Areas de corte do intestino e coleta de fezes
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Legenda: Figura descritiva da metodologia de dissecgdo intestinal e coleta de fezes. A) Remogdo do segmento
inicial do intestino delgado (duodeno mais a pequena parte do jejuno proximal): o primeiro corte foi
realizado no piloro e o segundo corte foi realizado 10 cm no sentido distal (linha pontilhada preta);
expressdes proteicas de CCK1-R e BDNF foram avaliadas nesta regido; B) Remocao do ileo: foi feito
um corte na juncao ileo-cecal e medido 15 cm no sentido proximal para o préximo corte. Os ultimos
5 cm mais proximos do ceco foram descartados (linha tracejada vermelha) e os restantes 10 cm foram
usados no experimento (linha pontilhada preta); expressdes proteicas de GLP1-R, NPY2R/Y2 e
BDNF foram avaliadas nesta regido; C) As fezes foram coletadas do segmento distal do célon (circulo
pontilhado preto).

Fonte: A autora, 2021.

2.6 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa - analise de SCFAS

O protocolo foi adaptado de Pogribna et al. (2008), para medir SCFAs nas fezes.
Aproximadamente 350 mg de fezes foram adicionados a 200 pL de acido férmico 100 mM
(padrdo interno) (Merck Millipore, Burlington, MA, EUA). Em seguida, foram adicionados 200
pL de &cido sulfarico 10 mol/L (Reagen, Moorestown, NJ, EUA) e 3 mL de éter etilico (Merck
Millipore, Burlington, MA, EUA), misturados por 15 minutos em agitador orbital (IKA KS 130
Basic, IKA-Werke GmbH and Co. KG, Carolina do Norte, EUA) e centrifugado por 5 min a

12300 x g. A fase superior foi reduzida sob uma corrente de nitrogénio, transferida para um
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frasco e analisada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS). Foi
utilizado equipamento GC/MS Shimadzu, modelo GP2010 Plus, com coluna Agilent DBWAX
(polietilenoglicol) (60 m x 0,25 mm x 0,25 um). O injetor foi mantido a 260°C, com divisao de
fluxo de 20:1. A temperatura da coluna foi de 75°C, mantida por 2 min, e depois 75-250°C,
com taxa de aquecimento de 25°C/min, por 5 min. O hélio foi usado como gés de arraste com
uma velocidade linear de 24,7 cm/s. Um volume de 1 pL de amostra foi injetado no
cromatografo. Para a deteccdo por espectrometria de massa, sdo utilizados um detector
contendo uma fonte de ionizagdo de elétrons (EI-70 eV) e um analisador de massa quadrupolo
operado em ferramentas de levantamento de 41 a 301 amu. Uma interface foi mantida a 250°C
e uma fonte de ions a 25°C. A identificacao dos constituintes da mistura foi feita comparando-
se os espectros de massa gerados com os espectros da biblioteca NISTOS5 contidos no
computador do espectrometro de massas, bem como com seus tempos de retencdo com o0s

padrdes de acido formico, acido acético, acido propidnico e acido butirico.

2.7 Reacio em cadeia da polimerase de transcricido reversa em tempo real (RT-PCR) -

16S RDNA

Aproximadamente 200 mg de fezes foram usados para extracdo de DNA microbiano
usando um kit comercial (mini kit de fezes QIAamp Fast DNA, Qiagen, Diisseldorf,
Alemanha), seguindo as instrugdes do fabricante. Para a reacdo, foram utilizados 10 ng de DNA
extraido por amostra mais 6 pL de “SYBR green RT-PCR mix” (Life Technologies, Austin,
TX, EUA) e 0,2 pM de cada iniciador: FEubacteria (All Bacteria) ( F:5'-
ACTCCTACGGGGAGGCAGCAGT-3', R:5'-ATTACCGCGGCTGCTGGC-3";
Bacteroidetes (F:5-CRAACAGGATTAGATACCCT-3/, R:5-
GGTAAGGTTCCTCGCGTAT-3"); Firmicutes (F:5'-TGAAACTYAAAGGAATTGACG-3',
R:5'-ACCATGCACCACCTGTC-3"; Proteobactérias de classe Y (F:5'-
TCGTCAGCTCGTGTYGTGA-3', TCCTCCCTG'-CGTAAGGGCCATGATG-3"); e
Actinobactérias (F:5-TACGGCCGCAAGGCTA-3', R: 5'-TCRTCCCCACCTTCCTCCG-3").
O volume final da reagdo foi de 12 pL; dgua foi adicionada a todas as amostras para atingir esse
volume. As amostras foram utilizadas em duplicata e as corridas utilizaram controles negativos
sem adi¢do de DNA (NTC, do inglés “Non-TemplateControl”) para detectar possivel
contaminagdo da reagdo. A RT-PCR foi realizada no StepOnePlus™ Real Time PCR System
(Life Technologies, Austin, TX, EUA) programado para o seguinte ciclo: 95 °C/10 min;
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95°C/15 s; e 60°C/1 min (45 ciclos). As reagdes de PCR para identificar diferentes filos de
bactérias foram baseadas em estudos anteriores (ROSADO et al., 2021; SILVA-VEIGA et al.,
2020) levam em consideracao a formula fornecida por Bacchetti De Gregoris et al. (2011) X =
(Eff. Univ)Ctuniv/(Ef. Spec)Ctspec*100; Onde Cts (universais e especificos) sao os ciclos de
limiar registrados pelo termociclador. Ef. Univ refere-se a eficiéncia calculada de primers
universais (2 = 100% e 1 = 0%) e Eff. Spec ¢ a eficiéncia dos primers especificos do tdxon. De
acordo com a equacao, X representa a porcentagem do nimero de copias especificas do taxon
16S em cada amostra. A avaliagdo da microbiota intestinal foi apresentada como uma

abundancia relativa.

2.8 Analise de Western Blotting

A expressdo proteica no intestino delgado, ARC e NTS foi avaliada por Western
blotting. Para extracdo de proteinas, cada tecido foi homogeneizado por maceragdo. Apos
congelamento com nitrogénio liquido, o tecido macerado foi colocado em tampao especifico
para extrac¢do de proteinas (T-PER Tissue Protein Extraction Reagent, Thermo Scientific, CA,
EUA). O coquetel inibidor (IC) foi adicionado na propor¢do de 1 pl de IC para 100 pl de
tampao. Homogenatos de intestino delgado foram centrifugados (12,851 x g, 4°C, 25 min), e
entdo a fase sobrenadante foi coletada. O ARC e o NTS foram sonicados (dois pulsos de 10 s
com 40% de amplitude, intercalados por 15 s desligados). A concentragdo de proteina total em
homogeneizados foi determinada por um kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific,
CA, EUA), e andlises de proteinas especificas (GHS-R, CCK1-R, GLP-1R, NPY2R/Y2, BDNF
e c- Fos) foram realizados por SDS-PAGE. As proteinas do intestino delgado foram
normalizadas para 20 pg/amostra, e as proteinas ARC e NTS foram normalizadas para 10
pg/amostra. As amostras foram transferidas para membranas de PVDF (Hybond ECL;
Amersham Pharmacia Biotech, Londres, Reino Unido). Todas as membranas foram incubadas
com solugdo salina tamponada com Tris (TBS) contendo 5% de albumina por 45 min.
Posteriormente, as membranas foram cortadas seguindo o padrao de peso molecular de cada
proteina de interesse. Cada trecho de membrana coletado foi incubado com um anticorpo
primario especifico para detectar cada proteina presente em diferentes pesos moleculares; em
seguida, as membranas foram lavadas 3 vezes com Tween TBS (0,1%) apos a utiliza¢ao dos
anticorpos secundarios. Todos os anticorpos estao descritos na Tabela 2. Apds incubagao com

anticorpos secundarios, as membranas foram lavadas seguidas de incubag¢do com peroxidase de
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rabano conjugada com estreptavidina (Caltag Laboratories, Burlingame, CA, EUA). As bandas
de proteina foram visualizadas por quimioluminescéncia (Kit ECL plus, Amersham
Biosciences, Londres, Reino Unido) seguida de exposi¢ao ao Image Quant LAS (GE
Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido). A area e¢ a densidade da banda foram
quantificadas pelo software ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, MA, EUA)
e normalizadas para B-actina, GAPDH ou ciclofilina. A expressdo proteica foi quantificada
usando diferentes géis para machos e fémeas. Os dados sdo expressos em relacdo (%) ao grupo

controle (NL ou CONT) por sexo.

Tabela 2 - Lista de anticorpos

Anticorpos primarios Anticorpos secundarios
Anticorpo Descrigao Dilui¢do Especificidade Descrigdo Diluigao
Anti-CCK1-R  Abcam — ab77269 1:300 Anti-goat Santa Cruz 1:5000
Biotechnology — sc-
2352
Anti-GLP-1R Abcam — ab218532 1:300 Anti-rabbit Sigma-Aldrich — 1:5000
SAB4600068
Anti- Abcam — ab31894 1:200 Anti-rabbit Sigma-Aldrich — 1:10000
NPY2R/Y2 SAB4600068
Anti-GHS-R  Abcam — ab85104 1:300 Anti-rabbit Sigma-Aldrich — 1:7000
SAB4600068
Anti-c-Fos Santa Cruz 1:500 Anti-chicken Sigma-Aldrich — A9046  1:7000
Biotechnology —
GW21144
Anti-BDNF EMD Millipore — GF35L  1:500 Anti-mouse Santa Cruz 1:10000
Biotechnology — sc-
2377
Anti-B-actin Sigma-Aldrich — A2228 1:1000  Anti-mouse Santa Cruz 1:10000
Biotechnology — sc-
2377
Anti-GAPDH  Cell Signaling 1:500 Anti-rabbit Sigma-Aldrich — 1:10000
Technology — 14C10 SAB4600068
Anti- Cell Signaling Tecnology 1:1000  Anti-rabbit Sigma-Aldrich — 1:10000
Cyclophilin - B7389 SAB4600068

Legenda: CCKI1-R - Receptor de colecistoquinina tipo 1; GLP-1R - Receptor do peptideo semelhante ao
glucagon-1; NPY2R/Y2 - receptor NPY tipo 2; GHS-R - Receptor secretagogo do hormonio do
crescimento; c-Fos - proto-oncogene c-fos; BDNF - fator neurotréfico derivado do cérebro; B-actina
ou GAPDH ou ciclofilina foram usados como controles em Western blot.

Fonte: A autora, 2021.
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2.9 Analise estatistica

2.9.1 Analise estatistica experimento 1

Todos os dados sdo apresentados como média + desvio padrao (DP) usando GraphPad
Prism versao 6.0 para Windows (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). Apenas uma
prole por ninhada por grupo por sexo foi usada aleatoriamente para analise. Homens e mulheres
foram analisados separadamente pelo teste t de Student, pois nosso objetivo era entender o
efeito da programacao em cada sexo ao invés de avaliar a interagdo. Durante o Western blotting,
as corridas dos géis de machos e fémeas foram realizadas separadamente. As diferengas foram

consideradas significativas quando p < 0,05.

2.9.2 Analise estatistica experimento 2

Os resultados sdo expressos como média + erro padrao da média (SEM). Os dados de
consumo de racdo foram analisados usando uma andlise de variancia univariada de trés vias
(UANOVA): Idade (dias pos-natais 60, 90, 120, 150 e 180), Sexo (machos e fémeas) e
Exposicdo (nicotina e controle) foram usados entre -fatores sujeitos. Os seguintes dados foram
submetidos a uUANOVAs (sexo e exposicao como fatores entre sujeitos): massa corporal, massa
gorda total, massa gorda visceral, atividade do nervo vago, bem como os teores de acetato,
propionato e butirato. ANOVAs de ordem inferior e testes t de Student foram usados post hoc.
Testes t de Student separados por sexo foram usados para avaliar os dados restantes. A

significancia foi assumida ao nivel de p < 0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os subitens “resultados” e “discussao” serdo apresentados sob a forma de 2 (dois)

experimentos, conforme informados a seguir:

3.1 Experimento 1: supernutricao pos-natal

3.1.1 Resultados

MACHOS

Ingestdo alimentar e parametros biométricos

Como esperado, os machos SL apresentaram maior ingestao alimentar (+64%, p =
0,0006), massa corporal (+20%, p = 0,0002), gordura subcutanea (+54%, p < 0,0001), % de
gordura total (+35%, p = 0,0002) e massa gorda visceral (+47%, p = 0,0002) do que os machos
NL (Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito da reducao de ninhada nos parametros biometricos de machos em PND150

Macho NL rat Macho SL rat
Ingestdo acumulada (Kg) 7.5+1.1 12.3+0.4%
Massa corporal (g) 503.2+17.2 601.9 +12.7%
Gordura corporal (g) 65.9+5.7 101.4+3.8%
Gordura total (%) 18.6+1.2 25.2+0.6"
Gordura visceral/massa corporal (g) 52+0.3 7.6 £ 0.4

Legenda: NL — ninhada normal, SL — ninhada reduzida. #p < 0.05, Diferenca estatistica entre SL versus NL; n
= 10 animais de deferentes ninhadas/grupo.
Fonte: A autora, 2021.



54

Eletrofisiologia do nervo vago e conteudo de c-Fos

Os machos SL apresentaram maior atividade do nervo vago (+67%, p = 0,009) na
condi¢do basal do que os machos NL (Fig. 15A). Apesar dessa diferenca, a expressao da

proteina c-Fos no NTS de machos SL ndo foi significativamente alterada (Fig. 15B).

SCFAs e composicdo da microbiota nas fezes

O grupo SL apresentou maior abundancia dos filos Firmicutes (+19%) e Proteobacteria
(+62%), mas menor abundancia de Bacteroidetes (-11%) e Actinobacteria (-68%) (Fig. 15C).

Este grupo apresentou conteudo fecal de propionato e butirato inalterados (Fig. 15D).

Receptores de peptideos GI e BDNF

No intestino delgado, os machos SL ndo apresentaram alteracdo na expressdo de
receptores para peptideos intestinais (duodeno) e BDNF (ileo) (Fig. 15E).
No hipotalamo, os machos SL apresentaram menor teor de proteina GLP-1R (-43%, p

=0,03) do que os machos NL (Fig. 15F).

FEMEAS

Ingestao alimentar e pardmetros biométricos

Pela primeira vez, estamos estudando as fémeas desse modelo de programacao. As
fémeas SL apresentaram maior ingestdo alimentar (+6%, p = 0,005), massa corporal (+11%, p
=0,001), gordura subcutanea (+23%, p = 0,02), gordura total (+27%, p = 0,003) e massa gorda
visceral (+85%, p < 0,0001) do que as fémeas NL (Tabela 4).

Tabela 4 - Efeito da reducdo de ninhada nos parametros biometricos de fémeas em PND150

Female NL rat Female NL rat
Ingestdo acumulada (Kg) 8.3+0.08 8.8+ 0.12%
Massa corporal (g) 259.1+34 288.6 +6.9*
Gordura corporal (g) 28.7+1.1 354+£2.3%
Gordura total (%) 13.9+£04 17.6 £0.9*
Gordura visceral/massa corporal (g) 29+0.1 55+0.3%

Legenda: NL — ninhada normal, SL — ninhada reduzida. *p < 0.05, Diferenca estatistica entre SL versus NL; n
= 10 animais de deferentes ninhadas/grupo. .
Fonte: A autora, 2021.
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Eletrofisiologia do nervo vago e conteudo de c-Fos

As fémeas SL apresentaram maior atividade do nervo vago basal (+148%, p = 0,006)
do que as fémeas NL (Fig. 16A), enquanto o contetdo de c-Fos no NTS nao foi diferente entre

os grupos (Figura 16B).

SCFAs e composicdo da microbiota nas fezes

As fémeas SL apresentaram um aumento na abundancia do filo Firmicutes (+ 28%) e
um aumento de quase onze vezes em Proteobacteria, com reducdo em Bacteroidetes (-33%)
sem diferenca em Actinobacteria (Figura 16C). Conforme ilustrado na Fig. 16D, as fémeas SL
apresentaram menores teores de acetato (-38%, p = 0,0004) e propionato (-22%, p = 0,045). O

butirato fecal foi inalterado entre os grupos femininos.

Receptores de peptideos GI e BDNF

As fémeas SL ndo mostraram diferenca das fémeas NL na expressdo de CCK1-R no
duodeno, GLP-1R ou NPY2R/Y2 no ileo ou BDNF (Fig. 16E)
No hipotdlamo, as fémeas SL apresentaram apenas maior teor de proteina CCK1-R

(+91%, p = 0,0003) quando comparado as fémeas NL (Fig. 16F).
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Figura 15 - Impacto da reducao do tamanho da ninhada nos marcadores de controle da ingestdo alimentar em machos no PND150
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Legenda: A) Atividade elétrica do nervo vago; as imagens abaixo representam os picos; n=6-7 ratos por ninhada/grupo; B) Expressdo proteica de c-Fos no NTS; n=7 ratos
por ninhada/grupo; C) Contribuicéo relativa (%) de quatro filos da microbiota intestinal nas fezes; n=4-5 ratos por ninhada/grupo; D) Contetido de SCFAs nas fezes;
n=4-5 ratos por ninhada/grupo; E) Expressdo proteica de receptores dos peptideos intestinais ¢ BDNF no intestino delgado; n=6-7 ratos por ninhada/grupo; F)
Expressdo proteica de receptores de peptideos GI no hipotalamo; n=5-7 ratos por ninhada/grupo. NL - ninhada normal; SL - ninhada reduzida. Os valores sdo

expressos como média = SEM. # p< 0,05, significancia estatistica entre machos SL versus machos NL.
Fonte: A autora. 2021.



Figura 16 - Impacto da redu¢ao do tamanho da ninhada nos marcadores de controle da ingestdo alimentar em machos no PND150
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Legenda: A) Atividade elétrica do nervo vago; as imagens abaixo representam os picos; n=6-7 ratos por ninhada/grupo; B) Expressao proteica de c-Fos no NTS; n=7 ratos
por ninhada/grupo; C) Contribuicao relativa (%) de quatro filos da microbiota intestinal nas fezes; n=4-5 ratos por ninhada/grupo; D) Conteudo de SCFAs nas fezes;
n=4-5 ratos por ninhada/grupo; E) Expressdo proteica de receptores de peptideos intestinais e BDNF no intestino delgado; n=6-7 ratos por ninhada/grupo; F)
Expressao proteica de receptores de peptideos GI no hipotdlamo; n=4-7 ratos por ninhada/grupo. NL - ninhada normal; SL - ninhada reduzida. Os valores sdo

expressos como média = SEM. *p< 0,05, significancia estatistica entre fémeas SL versus fémeas NL.
Fonte: A autora, 2021.
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3.1.2 Discussio

O modelo de redugdo do tamanho da ninhada no inicio da lactagdo leva ao aumento na
ingestdo de leite materno pela prole SL, gerando um aumento no aporte caldrico, e
consequentemente, ganho de peso (FIOROTTO et al., 1991). Além disto, sabemos que a
composi¢ao do leite produzido pela rata SL ¢ modificada, sendo detectado um aumento no
teor de gordura, principalmente triglicerideo (CUNHA et al., 2009). Estes dois fatores de
impressdo sdo os principais responsaveis por causar aumento de peso e acumulo de
adiposidade corporal neste modelo de programagdo. No presente estudo, a supernutricao
neonatal por reducao de ninhada provocou aumento do consumo alimentar, de massa corporal
e dos depdsitos de gordura nos animais, corroborando os muitos dados da literatura em machos
(HABBOUT et al., 2013; PLAGEMANN et al., 1999; RODRIGUES et al., 2009) e os poucos
estudos disponiveis em fémeas (COSTA et al., 2019; VOITS et al., 1996). Aqui, abordamos
parametros do eixo intestino-cerebro neste modelo experimental com o intuito de
compreender se uma possivel disfungdo dos parametros deste sistema pode explicar a
hiperfagia. Animais supernutridos de ambos os sexos apresentaram disbiose e aumento da
atividade eletrica do nervo vago, que pode contribuir para o desequilibrio da ingestao
alimentar e, por consequéncia, gerar o aumento de peso.

Em modelos de obesidade por dieta e no modelo de supernutri¢do neonatal, hd um
desequilibrio do sistema nervoso autondomico, onde a fung¢do simpatica encontra-se elevada
(CONCEICAO et al., 2017; GUARINO et al., 2017) e a fungdio parassimpatica reduzida
(NAGAI et al., 2003; VERWAERDE et al., 1999). Ja foi mostrado que a atividade aferente
vagal também se encontra reduzida sob dieta rica em gordura (DALY et al., 2011). Animais
expostos a uma alimentacdo rica em gordura no periodo perinatal apresentam reducdo da
excitabilidade do motoneurdnio vagal (eferencia central) de projecao gastrica e reducao da
resposta glutamatérgica central (BHAGAT; FORTNA; BROWNING, 2015), indicando que a
gordura exerce importante impacto na atividade vagal. Sabemos que o leite da rata SL possui
maior conteudo de gordura (CUNHA et al., 2009), semelhante ao leite de maes alimentadas
com dieta rica em gordura (BAUTISTA et al., 2016). Assim, desde o periodo critico da
lactagdao quando os neurocircuitos sensorio motor estao amadurecendo (BHAGAT; FORTNA;
BROWNING, 2015; RINAMAN; LEVITT, 1993), ¢ possivel que a prole SL apresente uma
falha no desevolvimento da circuitaria envolvida no reflexo vagal. O desenvolvimento da

circuitaria sensorio motora ¢ dependente de BDNF, tanto a nivel central quanto nos tecidos
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periféricos como o intestino (MURPHY; FOX, 2010). Animais knockout para BDNF
intestinal apresentam aumento da inervacdo sensorial vagal, resultando em reducdo de
duragdo e tamanho da refeicao (BIDDINGER; FOX, 2014). No trabalho atual, a expressao
intestinal de BDNF nao foi alterada nos animais SL, sugerindo que o aumento do tonus vagal
seja um mecanismo independente de BDNF.

Ainda hé controvérsias sobre a atividade vagal no controle da ingestdo e do peso: 1)
Em humanos com obesidade moérbida, o bloqueio do nervo vago (terapia vBLOCK) causa
perda de peso (CAMILLERI et al., 2008), embora a faixa de estimulo para bloqueio do vago,
na verdade, gere excitabilidade ao invés de bloqueio, mimetizando os sinais enviados do TGI
e gerando saciedade (PELOT; BEHREND; GRILL, 2017); 2) Em animais ¢ humanos, a
vagotomia pode ou ndo causar perda de peso (PELOT; GRILL, 2018); 4) Em animais, a
estimulacdo vagal cervical de baixa frequéncia resulta em inibicdo da ingestdo alimentar e
reducdo do peso corporal (BUGAJSKI et al., 2007; GIL et al., 2009; VAL-LAILLET et al.,
2010). No presente estudo, ¢ possivel que o aumento do ténus vagal na prole SL cause maior
liberagdo de glutamato. Porém, como o conteido de c-Fos no NTS ndo foi elevado e os
animais nao sdo hipofagicos, sugerimos que a prole SL adulta tenha desenvolvido resisténcia
glutamatergica no NTS. A dosagem do receptor de glutamato neste tecido poderia dar uma
luz sobre este fenomeno.

A microbiota intestinal € composta por cinco grandes filos: Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Actinobacteria e Verrucomicrobia, onde Firmicutes e Bacteriodetes
representam 90% das bactérias presentes na TGI dos mamiferos (SHIN; WHON; BAE, 2015).
Na obesidade, tanto em humanos quanto em animais expostos a dieta hight fat, vem sendo
observado um aumento na abundancia relativa de Firmicutes em comparacdo a Bacteriodetes
(HORNE et al., 2020; LEY et al., 2006), e esse mesmo padrdo ¢ observado no modelo de
programacao por reducdo de ninhada em ratos Sprague-Dawley machos aos 15 dias de idade
(SEFCIKOVA et al., 2011). Outro filo relacionado a disfuncdes metabdlicas é o
Proteobacteria, onde o seu aumento em animais ¢ humanos, também esta relacionado com
desordens metabolicas(SHIN; WHON; BAE, 2015). Esse desequilibrio na populagao
bacterina caracteriza disbiose; o aumento da permeablididade intestinal eleva a concentracao
sérica de lipopolissacarideo (LPS) gerando uma inflamagdo cronica de baixo grau, que ¢
suficiente para causar alteragdes metabolicas que resultam em aumento da ingestao alimentar
e ganho de peso (CANI et al., 2007). O LPS ¢ capaz de inibir a sinaliza¢do da leptina nas
aferéncias vagais (DE LA SERRE; DE LARTIGUE; RAYBOULD, 2015). A resisténcia a

leptina vagal reduz a resposta anorexigena da CCK, o que resulta em hiperfagia (DE
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LARTIGUE et al., 2012), assim como o uso de um antagonista de leptina no nervo vago leva
a hiperfagia (PETERS; SIMASKO; RITTER, 2007). Portanto, de acordo com o padrdo dos
filos na microbiota fecal dos animais SL de ambos os sexos, caracterizamos um quadro de
disbiose intestinal, que deve cursar com inflamacao sist€émica de baixo grau e inibicdo do
efeito da leptina no vago, contribuindo para a hiperfagia da prole SL.

Os dados sobre a relacdo entre a quantidade de AGCCs e obesidade ainda sdo
divergentes. Estudos mostram aumento dos AGCC nas fezes de individuos obesos (DE LA
CUESTA-ZULUAGA et al.,, 2018) e no ceco de animais obesos/hiperleptinemicos
(TURNBAUGH et al., 2006) O aumento da concentracao cecal dos AGCCs ja foi relacionado
a disbiose e ao aumento da relagdo firmicutes:bacteriodetes (DE LA CUESTA-ZULUAGA et
al., 2018; TURNBAUGH et al., 2006); por outro lado, foi demonstrado nao haver associa¢ao
entre o aumento de AGCCs fecais com o desbalango entre Firmicutes:Bacteriodetes
(SCHWIERTZ et al., 2010). No presente trabalho, os machos SL ndo tiveram quaisquer
alteracdes de AGCCs nas fezes, porém apresentaram aumento de Firmicute e redugdo de
Bacteroidetes, quando comparado aos controles. Com relagdo as femeas SL, houve reducdo
de acetato e propionato. Este achado foi similar ao observado em camundongos obesos por
dieta rica em gordura (MURPHY et al., 2010). A redu¢do de acetato e propionato pode estar
relacionada a: 1) maior absorcdo intestinal desses acidos graxos e/ou 2) mudanca na
composi¢do da microbiota intestinal, com redu¢do de espécies bacterianas produtoras de
acetato e propionato. No atual trabalho possivelmente, esteja ocorrendo as duas situagdes,
onde a maior absor¢do dos AGCCs intestinais estaria impactando no balango energético
positivo dessas fémeas SL, pois tanto em humanos como em camundongos, os AGCCs
aumentam o consumo calorico (ISKEN et al., 2010; RILEY; RAPHAEL; FAERSTEIN,
2013), e estimulam o acimulo de lipideos no tecido adiposo (DIAMANT; BLAAK; DE VOS,
2011). A reducdo do filo Bacteroidetes pode ter relagdo direta com a menor producdo de
propionato, devido a uma redugdo no género Prevotella, que esta associado a dietas ricas em
carboidratos, carboidratos resistentes e fibras, sendo responsavel pela producao de grandes
quantidades de propionato (PRECUP; VODNAR, 2019; RAHAT-ROZENBLOOM et al.,
2017). Na obesidade induzida por dieta hight fat ou por redugdo de ninhada (ratos machos
Sprague-Dawley, em PN15 e PN40), observa-se reducao do género Prevotella (MARQUES
et al., 2016; SEFCIKOVA et al., 2011). Por outro lado, animais obesos apds perda de peso
apresentaram aumento de Prevotella, com consequente aumento de acetato e propionato
intestinais (WANG et al., 2020). Outra questdo ¢ que o filo Firmicutes est4 relacionado com

maior conversao de acetato em butirato, através da via butiril coenzima A (CoA): acetato-
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CoA transferase (PRECUP; VODNAR, 2019). Assim, o aumento de Firmicutes nas femeas
SL deve refletir a reducdo de acetato. Os AGCCs sdo extremanentes importantes na regulagao
do balango energético. A administra¢ao in vivo ou em vitro de AGCCs estimula a liberagao
de PYY e GLP-1, elevando os niveis séricos destes peptideos intestinais anorexigenos
(TOLHURST et al., 2012; ZHOU et al., 2008). Sugerimos que as femeas SL secretem menos
PYY e GLP-1 pelas células L enteroenddcrinas do colon, favorecendo a hiperfagia. Sabemos
que os AGCCs aceleram o transito intestinal, enquanto o PYY inibe (CHERBUT et al., 1998).
Foi mostrado, em caes, que a reducao do esvaziamento gastrico ¢ motilidade intestinal leva a
maior agdo anorexigénica e reducdo da ingestdo alimentar (SALLAM; CHEN, 2011).
Portanto, caso as femeas SL tenham menor liberacdo de PYY, estas podem ter um transito
intestinal acelerado, contribuindo para a sua hiperfagia.

Os peptideos GI estdo intimamente relacionados com o controle da ingestdo alimentar
(RODGERS; TSCHOP; WILDING, 2012), na qual a sua agdo paracrina regula a motilidade
intestinal (reduzindo o esvaziamento) e ativar a aferécia vagal (promovendo saciedade)
(KRIEGER, 2020; LO et al., 2014; STEINERT et al., 2017). Humanos obesos apresentam
esvaziamento gastrico acelerado, reducdo de PYY e aumento de GLP-1 plasmadtico pds
prandial (ACOSTA et al., 2015). No entanto, animais machos adultos obesos (PN133),
programados pela reducdo de ninhada, ndo tiveram alteragdes nos niveis séricos de PYY e
GLP-1, como também do RNAm do proglucagon e PYY no jejuno e célon (REID et al., 2016).
Com relagdo a CCK, Voits et al. (1996) demostraram que ap6s a administragdo de CCK, os
animais SL independente do sexo ndo apresentam hipofagia. Nesse sentido, no atual trabalho
medimos a expressao dos receptores de peptideos GI. Nao detectamos alteragdes na expressao
proteica destes receptores no intestino, sugerindo que a a¢ao paracrina dos hormonios GI nao
foi afetada pela programacdo. Uma limitacdo do presente estudo foi ndo ter medido a
concentragdo sérica de PPY, GLP1, CCK e ghrelina.

No ARC, os peptideos GI controlam o apetite via ligagcdo a seus receptores especificos
(SUZUKI et al., 2010). O papel central do GLP1 tem sido investigado como alvo terapéutico
na obesidade (BEIROA et al., 2014; GRILL, 2020; TERRILL et al., 2016). Assim, a reducao
da expressdao do GLP1R no ARC detectada nos machos SL pode resultar em menor agdo do
GLP1, contribuindo para o fenotipo hiperfagico destes animais. Ja o papel central
anorexigenico da CCK envolve a inibi¢ao da expressdao do agouti-related peptide (AGRP) e
neuropeptideo Y (NPY) (Bl et al., 2004; DUNN et al., 2013). De forma paradoxical, as fémeas
SL, que sdo hiperfagicas, apresentam superexpressao do CCKAR no ARC. Devido a disbiose,

as femeas SL devem apresentar aumento da permeabilidade intestinal. Este aumento pode
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gerar a translocagdo de lipopolissacarideo (LPS) para a corrente sanguinea; o LPS pode
atravessar a barreira hematoencefalica causando neuroinflamagdo (FUKE et al., 2019;
JACKSON et al., 2019) e, possivelmente, super estimulando os receptores de CCK no ARC
das fémeas SL. De fato, o LPS ¢ capaz de up regular a expressao do CCKAR in vitro e in
vivo (XU et al., 2004; ZHAO et al., 2005).

Diante do exposto, a superalimentagdo na lactagdo causada pela redu¢ao de ninhada
causou uma disrup¢ao na circuitaria que compde o eixo intestino-cérebro de animais adultos
de ambos os sexos, colaborando para o status de hiperfagia e obesidade ja descritos na
literatura. Destacamos dois importantes achados neste modelo de programagao: 1) o papel dos
sinais provenientes do intestino como um importante sitio periférico de regulagdo da ingestao
alimentar e 2) embora pouco estudada, a fémea SL apresentou perfil similar ao macho SL
(hiperfagia, obesidade e disbiose intestinal), contudo houve dimorfismo sexual quanto aos
AGCCs fecais e ao receptor de CCK no hipotalamo, sugerindo maior desregulacdo do eixo
intestino-cerébro, que poderia tornd-la mais suscetivel a desfechos metabolicos negativos.
Assim, a desregulacdo alimentar no inicio da vida, principalmente pelo consumo de alimentos
ricos em gordura, deve ser evitada para minimizar os riscos de surgimento da sindrome

metabdlica na idade adulta.
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3.2 Experimento 2: exposicio materna a nicotina

3.2.1 Resultados

Consumo de racdo, massa corporal e massa gorda

A uANOVA mostrou interacdoes Sexo X Idade (F4.180 = 8,2, p < 0,001) e Sexo X
Exposicao (Fi.1s0 = 4,2, p = 0,043). Andlises post hoc indicaram que apenas as fémeas
apresentaram consumo de ragdo significativamente maior (PND 150: +9%, p = 0,001; PND
180: +9%, p = 0,001 (Fig. 15A). Em relacdo aos parametros somaticos, a Sexo X Exposicao
foram observadas intera¢des para massa corporal (Fi3 = 5,8, p = 0,021), gordura corporal
(F136=4,2, p=0,047) e massa gorda visceral (Fi36= 4,3, p = 0,045), indicaram que apenas
para o sexo masculino, foram evidenciadas diferencas entre os grupos: machos MNE
apresentaram maior massa corporal (+12%, p = 0,0006), gordura corporal (+26%, p=0,018) e
massa de gordura visceral (+29%, p = 0,008) quando comparados aos machos CONT (Fig.

17F-H) Nao foram observadas diferengas entre os grupos femininos (Fig. 17B-D).

Nervo vago

A interagdo Sexo x Exposicao (Fi,18= 4,5, p = 0,048) foi observada em relacdo ao
estado do nervo vago. Embora ndo tenha sido observada diferenca entre os grupos femininos
(Fig. 18A), os machos MNE apresentaram maior atividade do nervo vago (+150%, p = 0,026)
quando comparados aos machos CONT (Fig. 19A).
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Figura 17 - Parametros biométricos na prole adulta exposta a nicotina através do leite
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Legenda: A) ingestdo alimentar em diferentes idades (g), B) Massa corporal (g), C) gordura corporal total (g),
D) gordura visceral (g); n=10 ratas fémeas por grupo; E) ingestdo alimentar em diferentes idades (g),
F) massa corporal (g), G) gordura corporal total (g), H) massa de gordura visceral (g); n=10 ratos
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entre fémeas CONT versus fémeas MNE e *p< 0,05, significancia estatistica entre machos CONT
versus machos MNE.

Fonte: A autora. 2021.
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Acidos graxos de cadeia curta

Nao foram observados efeitos ou interacdes em relagdo ao contetido de propionato e
butirato nas fezes. Por outro lado, o teor de acetato mostrou uma interagao significativa Sexo
x Exposicao (Fi,16= 8,7, p = 0,010): Enquanto as fémeas MNE apresentaram menor teor (-
29%, p = 0,001) do que as CONT (Fig. 18B), os machos ndo mostraram diferencas entre os
grupos (Fig. 19B).

Microbiota intestinal

As fémeas MNE apresentaram teores menores de Bacteroidetes (-49%) e maiores
Firmicutes (+39%), Actinobacteria (aumento de duas vezes) e Proteobacteria (+80%) do que
as CONT (Fig. 18C). Machos MNE apresentaram diminui¢do de Bacteroidetes (-53%) e
aumento de Firmicutes (+42%), Actinobacteria (aumento de trés vezes) e Proteobacteria (+66)

nas fezes quando comparados aos machos CONT (Fig. 19C).

Western blot

Nas fémeas, a expressao de c-Fos no NTS nao diferiu entre os grupos femininos (Fig.
18D). As fémeas MNE ndo apresentaram alteragdo significativa na expressio do BDNF
intestinal quando comparadas as fémeas CONT (Fig. 18E). As fémeas MNE nao apresentaram
alteragdes significativas nos receptores de peptideos gastrointestinais no intestino delgado
(Fig. 18F) e hipotalamo (Fig. 18G). Quanto aos machos, a expressdo de c-Fos foi inalterada
no NTS de animais MNE (Fig. 19D). Os machos MNE ndo apresentaram altera¢do na
expressao proteica do BDNF intestinal quando comparados aos controles (Fig. 19E). Tanto
no intestino delgado quanto no hipotdlamo, os machos MNE ndo mostraram alteracdo nos

receptores de peptideos gastrointestinais (Fig. 19F e 19G).
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Figura 18 - Parametros do eixo intestino-cérebro em fémeas adultas expostas a nicotina através
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Abundancia relativa (%) de quatro filos da microbiota intestinal nas fezes; n=4-5 ratos por
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Fonte: A autora, 2021.
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Figura 19 - Parametros do eixo intestino-cérebro em machos adultos expostos a nicotina
através do leite
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por grupo; G) Expressio proteica de receptores de peptideos GI no hipotalamo; n=6-7 ratos por grupo.
As imagens representativas do Western blot estdo ao lado dos respectivos graficos. CONT — grupo
controle; MNE — exposi¢do materna a nicotina. Os dados sdo apresentados como média + SEM. *p<

0,05, significancia estatistica entre machos CONT versus machos MNE.
Fonte: A autora, 2021.
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3.2.2 Discussio

Atualmente a conexdo intestino-cérebro tem sido extensamente estudada em seres
humanos e roedores e vem demonstrando um importante papel na regulagdo da ingestao
alimentar, principalmente quando a questdo se refere ao controle a curto prazo da ingestdo
alimentar e o tamanho das refeicdes (ASARIAN; BACHLER, 2014). Nosso grupo ja
demonstrou que a exposi¢cdo neonatal a nicotina programa o comportamento alimentar dos
animais na vida adulta; fémeas sao hiperfagicas e machos sao normofagicos, no entanto ambos
0s sexos apresentam resisténcia hipotalamica a leptina e menor efeito de dopamina no nucleo
accumbens (DE OLIVEIRA et al., 2010; PEIXOTO et al., 2021; PINHEIRO et al., 2015;
SANTOS-SILVA et al., 2010). Tais achados estdo relacionados ao controle da ingestdo
alimentar a longo prazo. No trabalho atual, abordando componentes do eixo intestino-cérebro,
demonstrando que também existe um desequilibrio nos fatores que controlam a ingestao
alimentar em curto prazo, pois os machos programados pela nicotina apresentam aumento na
atividade do nervo vago, enquanto as fémeas apresentam reducdo de acetato. Ambas as
situacdes deveriam causar a hipofagia.

Os machos MNE, que sd@o normofagicos, paradoxalmente apresentaram hiperatividade
vagal. Em camundongos machos, o desenvolvimento da aferencia vagal que conecta intestino
com o cérebro ¢ regulada pelo BDNF intestinal (FOX; MURPHY, 2008). Segundo Biddinger
& Fox (2014), areducao de BDNF intestinal leva a maior saciedade, pois eleva as terminagdes
laminares intraganglionares (IGLEs, mecanorreceptores intestinais), o nimero de axdnios
longitudinais no intestino € o nimero de neurdnios sensoriais vagais, fazendo com que o
animal faca refeicdes menores (quantidade e tempo) e com maior intervalo entre as refeigoes.
O BDNF ¢ regulado por receptores nicotinicos neuronais de acetilcolina (nAChRs) e a
expressao do BDNF por células enteroendocrinas € inibida pela nicotina (QIAN et al., 2016).
Assim, € possivel que nicotina na lactagcdo tenha reduzido o BDNF intestinal desenhando a
circuitaria nervosa dos intestinos dos machos MNE. Porém na vida adulta ndo houve
programacdo do BDNF intestinal, sugerindo que outros fatores estejam controlando a
hiperatividade do vagal de forma compensatoria.

A atividade anorexigena vagal no NTS ¢ realizada pelo glutamato (ZHENG et al.,
2015). Assim, como os machos MNE ndo sdo hipofagicos e tem c-Fos normal no NTS,
sugerimos um comprometimento da resposta glutamatérgica no NTS. Os astrocitos do NTS

podem ter um papel importante nesse modelo de programacao. Os astrocitos modulam as
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sinapses glutamatergicas no NTS, retirando glutamato da fenda sinédptica para restringir o
disparo neuronal (MACDONALD; ELLACOTT, 2020). Alem disto, os astrocitos regulam a
ingestao alimentar (MACDONALD et al., 2020) via GLP1-R; a inativacao dos astrécitos no
NTS inibe os efeitos anorexigenos mediados pelo GLP1 (REINER et al., 2016).
Anteriormente demonstramos que machos MNE na vida adulta apresentam aumento no
numéro de astrocitos em varios nucleos hipotalamicos (YOUNES-RAPOZO et al., 2015).
Caso 0 aumento no numero de astrocitos também ocorra no NTS, isto impactaria em menor
glutamato (maior ingestdao) e em up-regulagdo GLP1-R (maior anorexia), contribuindo assim
para um quadro de normofagia nos animais programados pela nicotina.

As fémeas MNE, que sdo hiperfagicas, nao apresentam alteragcdo da atividade vagal,
o que também ¢ paradoxal, pois estas deveriam apresentar hipoatividade e, consequentemente,
menor controle vagal da ingestdo alimentar no NTS. Assim ¢ possivel que a nicotina na
lactacdo programe a aferencia vagal especificamente no sexo masculino. Na literatura, ja foi
reportado os efeitos dimorficos da nicotina em diversos tecidos perifericos in vivo e in vitro,
em parte atribuidos ao estrogenio (ATES et al., 2019; PENG et al., 2019)(ATES et al, 2019;
PENG et al, 2019). Em relagdo a aferencia vagal, ha presenca de receptores de estrogénios
alfa e beta (KENTISH; CLAUDINE; WITTERT, 2014); o estrogénio aumenta a densidade
das fibras aferentes no NTS (CIRIELLO; CAVERSON, 2016), ativa a antinocicepgdo via
nervo vago (YAN et al., 2014) e aumenta a excitabilidade dos neurdnios aferentes vagais
mielinizados (QIAO et al., 2009). Ja foi demonstrado que a nicotina faz down-regulation do
ER-P nas aferencias vagais (D’ADESKY et al., 2018; RAVAL et al., 2012). Nosso grupo
demonstrou que fémeas MNE apresentam estradiol sérico normal e aumento de ER-a na
tireoide, indicando que neste modelo pode ocorrer alteracdo tecidual da expressdo dos
receptores de estrogénio, independente do nivel circulante (MIRANDA et al., 2020). E
possivel que as femeas MNE tenham um desbalanco dos ERs no nervo vago. Assim, seu
fenotipo hiperfagico parece independente do eixo intestino-cérebro, sendo devido a resisténcia
hipotalamica a leptina (controle da ingestdo a longo prazo) e a falha do sistema dopaminérgico
(controle heddnico da ingestdo), conforme descrito recemente (PEIXOTO et al., 2021).

Os peptideos GI também tem um papel relevante na conexdo TGI e cerebro. Em seres
humanos fumantes, a grelina ¢ um destes peptideos que sofre influéncia da nicotina, tanto na
vigéncia como na abstinéncia (BOUROS et al., 2006; LEE et al., 2006). A acao orexigena da
grelina €, em parte, mediada pelos nAChR (DICKSON et al., 2010). A anorexia gerada pela
exposicdo cronica a nicotina envolve a dessensibilizacao dos nAChR, que reduz a atividade

orexigena da grelina (STOJAKOVIC et al., 2017). Contudo, no presente estudo, nao
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observamos alteracdo na expressao dos receptores dos peptideos GI no intestino delgado ou
no ARC de ratos adultos de ambos os sexos programados pela nicotina, sugerindo que o
comportamento alimentar observado nao esta sendo regulado pela acao hipotalamica e/ou
paracrina destes peptideos.

Sabe-se que microbiota intestinal impacta na resposta inflamatdria, balango energético
e obesidade (KLINGBEIL; DE LA SERRE, 2018). A colonizagdo bacteriana inicial do
intestino ¢ influenciada pelo tipo de parto, alimentagdo (amamentacao ou férmula) e por
fatores ambientais (NICHOLSON et al., 2012). Agudamente, a nicotina ¢ capaz de alterar a
composicdo da microbiota; em seres humanos, aumenta Firmicutes e reduz Bacteroidetes
(CUSSOTTO et al., 2019), e em animais, diminui a familia Christensenellaceae, que
pertencente do filo Firmicutes (CHI et al., 2017). Em relagdo ao tabaco, os dados em humanos
sao diferentes aos observados com a exposi¢ao a nicotina; fumantes apresentam aumento de
Bacteroidetes e reducao de Firmicutes (SAVIN et al., 2018). Beb&s com 3 meses de vida que
foram expostos a fumaga de cigarro durante a gravidez e na amamentacdo apresentam
aumento de Firmicutes (MCLEAN; JUN; KOZYRSKY]J, 2019). Esses dados reforcam a ideia
do quao suscetivel ¢ o microbioma intestinal aos componentes do tabaco. Essa exposi¢ao em
uma fase critica do desenvolvimento pode imprintar um “shape” microbiano intestinal
desfavoravel para o resto da vida do individuo. Além do ambiente, a dieta também ¢ fator
determinante para a formagao inicial da microbiota intestinal. Dietas hipercaloricas, podem
modificar o microbioma intestinal (RICCIO; ROSSANO, 2018). Sabemos que os animais do
modelo MNE receberam um leite hipercalorico, rico em lactose (OLIVEIRA et al., 2010). A
lactose possui efeito prebidtico e sua fermentacdo aumenta o contetido intestinal de acido
latico (SZILAGY]I, 2004). Em ratos, ja foi mostrado que uma dieta contendo 30% de lactose
reduziu o pH fecal, que resultou na redu¢ao da biodiversidade bacteriana e contetido de AGCC
(XUE et al., 2020). Em humanos, a sua suplementacao de lactose (15g/dia) reduz o conteudo
total de bactérias intestinais e aumenta a populagdo de Lactobacillus (ITO et al., 1993).
Portanto, ambas as situagdes, ambiente e dieta, estdo relacionadas com a génese da disbiose.
Quando a disbiose ocorre no inicio da vida, acarreta alteragdes no desenvolvimento das
fungdes do TGI, sitio regulador da ingestdo, e na formagdo do sistema imunoldgico, colocando
0 bebé em um estado pro-inflamatorio cronico de baixo grau, semelhante ao observado na
obesidade, doenga inflamatdria intestinal e psoriase (TAMBURINI et al., 2016). E possivel
que a disbiose intestinal detectada nos animais MNE adultos ja ocorra desde o momento da

exposi¢do a nicotina via leite materno.
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O aumento de Firmicutes ¢ redug¢do de Bacteroidetes, se relaciona com aumento de
permeabilidade intestinal e translocdo de lipopolissacrideo (LPS) (SCHEPPER et al., 2019),
uma potente molécula pro inflamatdria, tanto a nivel sistémico como central; no hipotalamo,
o LPS induz resisténcia a insulina e a leptina (BORGES et al., 2015; RORATO et al., 2017).
Dessa forma, € possivel que a resisténcia central a leptina da prole MNE, demonstrada pelo
nosso grupo (PEIXOTO et al., 2021; SANTOS-SILVA et al., 2010) seja devido a disbiose
intestinal e ao aumento de LPS.

Os AGCCs sao importantes metabolitos da microbiota intestinal que regulam a
ingestdo alimentar, atuando localmente e no SNC (CANI et al., 2019). Em humanos e animais
obesos ja foi demonstrada uma relagdo entre hiperleptinemia e aumento dos AGCCs no ceco
e nas fezes(DE LA CUESTA-ZULUAGA et al., 2018; TURNBAUGH et al., 2006). Diferente
da literatura, no presente estudo, os machos MNE (obesos e hiperleptinemicos) nao
apresentaram alteracdo dos AGCCs nas fezes, enquanto as fémeas MNE (eutroficas e
normoleptinemicas) tiveram reducdo de acetato. A reducdo de acetato nas fezes das femeas
MNE pode ser resultado disbiose intestinal detectada, pois o filo Firmicutes ¢ um grande
conversor de acetato em butirato (PRECUP; VODNAR, 2019). De acordo com Frost et al.
(2014), a administragdo intraperitoneal de acetato atravessou a barreira hematoenceflica,
elevou a expressao de POMC e reduziu a de AGRP, resultando em hipofagia. Em porcos, a
oferta de uma dieta contendo 1% de acetato resultou em aumento na concentragao sérica de
PYY e GLP-1 (JIAO et al., 2020) Ambos sdo anorexigenos € o PYY reduz o transito intestinal
(CHERBUT et al., 1998; SALLAM; CHEN, 2011). Assim, a soma do menor acetato fecal e
o transito intestinal acelerado ajudam a entender a hiperfagia observada na fémeas MNE.

Neste estudo experimental demonstramos a influéncia de um insulto ambiental
(nicotina) apenas via leite materno sobre a programacao de um fenotipo disfuncional da prole
na vida adulta, o que enfatiza a importancia dos cuidados de saude nos primeiros mil dias de
vida do individuo. Mais investigacdes sao necessarias para termos uma visao global dos
mecanismos que envolvem o papel do eixo intestino-cerébro na programagao pela nicotina,
por exemplo, como a avali¢do da microbiota na vigéncia da nicotina, dos receptores de
glutamato e numero de astrocitos no NTS, dos receptores de estrogénio no nervo vagal, dos
peptideos GI no soro, dos receptores intestinais dos AGCCs.

Em conclusdao, mostramos que exposicdo materna a nicotina durante a lactacdo
programou alteragdes no eixo intestino cérebro na prole MNE que podem impactar no
comportamento alimentar. Observamos que os animais MNE de ambos os sexos apresentam

alteragOes intestinais similares (disbiose) e distintas (hiperperatividade vagal). A programagao
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diferencial quanto ao comportamento alimentar e a adiposidade pode estar associado aos
esteroides sexuais. Talvez a disbiose intestinal da prole MNE esteja presente desde a lactagao,
pela presenga da nicotina (disruptor ambiental da microbiota intestinal) e pela alteragcdo da
composi¢ao no leite materno (disruptor nutricional da microbiota intestinal). Nesse sentido,
estratégias publicas de combate ao tabagismo durante a gestacdo/lactacdo devem ser
intensificadas, assim como o combate ao uso de cigarros eletronicos e adesivos de nicotina
nestes peridos criticos. Alertamos sobre a importancia do cuidado nutricional de filhos de
maes fumantes. Estratégias nutricionais a partir da alimentagdo complementar, como “5 ao
dia” (em inglés ‘5-a-day’), podem ser estimuladas para tentar corrigir danos na composi¢ao

inicial da microbiota intestinal, e evitar o impacto de uma disbiose na vida futura do individuo.



4 RESUMO DOS RESULTADOS

Tabela 5 - Sintese dos resultados obtidos nas proles adultas de ambos os sexos nos dois modelos de programacao estudados nesta Tese

EXPOSICAO MATERNA

REDUCAO DE NINHADA .
A NICOTINA

Macho SL Fémea SL Macho MNE Fémea MNE

INGESTAO ALIMENTAR 1 1 — 1
PESO CORPORAL

ADIPOSIDADE TOTAL / VISCERAL

ATIVIDADE ELETRICA DO
NERVO VAGO

- o

]
1
]

- = =
Il

c-FOS no NTS —— = = ——

RECEPTORES DE PEPTIDEOS GI 1 — —

(micleo arqueado) l EibiiAl L = —

RECEPTORES DE PEPTIDEOS GI — — S —

- - B — e [S—

(intestino delgado)
BDNFINTESTINAL —] ——] = =
MICROBIOTA INTESTINAL Disbiose Disbiose Disbiose Disbiose

AGCCs nas FEZES — ;::;‘;to‘:m . — | Acetato
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CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foi possivel observar que o padrdo alimentar dos animais
programados por insultos na lactacdo pode ser decorrente de alteragdes da complexa rede que
constitui o eixo intestino-cérebro. Como ja demonstrado pelo nosso grupo, o periodo de
lactagdo constitui uma importante janela critica do desenvolvimento, pois varios sistemas ainda
se encontram em processos de maturagdo e, portanto, podem sofrer influéncia de diferentes
fatores. Nesse contexto, tanto a alteracdo nutricional (redug¢do de ninhada, SL) quanto a
ambiental (exposi¢do materna a nicotina, MNE) durante a lactagdo programam para disbiose
intestinal e impactam em algumas disfuncdes do eixo intestino-cérebro e, consequentemente,
sobre o comportamento alimentar.

A redugdo de ninhada ¢ um modelo de programacdo muito utilizado na literatura que
causa sobrepeso, obesidade abdominal e outras disfungdes metabolicas a curto e longo prazo.
Nosso grupo e outros ja reportaram que machos SL na vida adulta apresentam resisténcia a
leptina no hipotalamo, condi¢do que altera o padrdo alimentar a longo prazo. Esta Tese
evidenciou que o controle a curto prazo também ¢ comprometido neste modelo, podendo o
somatorio de fatores contribuir para o fenotipo hiperfagico e obeso exibido pelos animais SL.
Aqui, pela primeira vez, avaliamos as fémeas adultas SL. Em relagdo a composicao corporal e
ingestao alimentar, as fémeas se comportaram como machos, mostrando ndo existir dimorfismo
sexual quanto a estes dois desfechos. Provavelmente, as fémeas SL também tenham resisténcia
central a leptina, mas isto ainda precisa ser comprovado.

Para abordar o tabagismo materno, insulto amplamente estudado na literatura,
utilizamos o segundo modelo de programagdo, no qual utilizamos a exposi¢do materna
exclusiva a nicotina, principal composto psicoativo presente no cigarro, que ¢ transferida pelo
leite materno e programa a prole adulta de forma distinta, os machos sdo normofagicos/obesos
e as fémeas sdo hiperfagicas/eutroficas. Neste trabalho, observamos menor participagao dos
parametros do eixo intestino-cérebro do que no modelo anterior para regular o padrao alimentar
na vida adulta.

Cabe destacar alguns desfechos intrigantes nos dois modelos investigados: 1)
Encontramos aumento da atividade elétrica do nervo vago in vivo associado ao contetudo de c-
Fos normal no NTS. Este achado ¢ paradoxal, pois como alguns animais apresentam hiperfagia,
esperavamos detectar redug@o da fungdo deste nervo. Além disso, a hiperatividade vagal deveria

cursar com aumento de c-Fos. Estes achados levantam duvida quanto ao efeito do glutamato no
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NTS. 2) O fator que parece mais influenciar o fenotipo das proles € a microbiota intestinal e a
producdo de AGCCs. Os machos de ambos os modelos (obesos) ndo apresentaram alteracao
dos AGCCs na fezes. Todavia, a fémea SL (obesa e hiperfagica) teve reducdo de acetato e
propionato, enquanto a fémea MNE (hiperfagica) apresentou reducao de acetato. Estes dados
nos fazem pensar no papel dos esteroides sexuais sobre o microbioma intestinal. Além disto,
seria também interessante conhecer a expressao do receptores intestinais dos AGCCs nestes
animais. Portanto, novos estudos sdo necessarios para esclarecer essas observagoes.

A disbiose intestinal foi observada em todos os animais programados na idade adulta.
Sabemos que a formagao da microbiota intestinal no inicio da vida pode ser alterada por dois
fatores principais, o parto e o tipo de amamentacao. Em nosso estudo, os dois insultos causaram
alteracdo na composi¢do do leite materno, fazendo com que o leite fosse rico em triglicerideo
(modelo SL) ou rico em carboidrato (modelo MNE). Portanto ¢ possivel que a microbiota
desequilibrada esteja presente desde a sua formacao inicial, podendo ser a origem de todo o
desequilibrio metabolico das proles. Para confirmar esta hipotese, devemos investigar o perfil
da microbiota ao longo da lactacdo nos 2 modelos experimentais.

As descobertas a respeito do importante papel da microbiota sao relativamente recentes,
advindas de poucas décadas. Hoje, sabe-se que no nosso corpo existem muito mais micro-
organismos do que células humanas (90% microbios vs 10% humanos). De alguma forma, essa
populagdo microscopica pode influenciar os mecanismos epigenéticos, comprometendo o
padrdo de expressdo genica e contribuindo para a obesidade originaria na lactacdo. Os
resultados apresentados nesta Tese jogam luz sobre esse tema, uma vez que a alimentagado do
inicio da vida pode ter selecionado populagdes bacterianas que, através de seus metabolitos,
imprimiram genes, resultado no fenotipo observado.

Nosso trabalho, assim como outras pesquisas experimentais e epidemiologicas sobre o
conceito DOHaD, sdo de suma importancia para reforcar as politicas publicas ja
implementadas, como também para fomentar a criacdo de novas agdes que visam proteger e
incentivar o aleitamento materno exclusivo, e alertar sobre a importancia da interrupcao do
tabagismo materno nos primeiros 1000 dias de vida da crianca e sobre o cuidado nutricional
destas, principalmente na primeira infancia. Estratégias nutricionais a partir da alimentagdo
complementar, por exemplo, como “5 ao dia”, podem ser estimuladas para evitar possiveis
alteragdes na composi¢ao inicial da microbiota intestinal. O consumo de 5 por¢des de frutas,
legumes e verduras por dia fornecerd uma boa quantidade de prebidtico que trard beneficios
para a microbiota intestinal, evitando o surgimento precoce de disbiose e reduzindo o risco da

crianca desenvolver doencgas cronicas ndo transmissiveis na vida adulta, como a obesidade.
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