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RESUMO

Desnutricdo proteica perinatal pode modificar areas do controle do comportamento
alimentar homeostatico, como o hipotalamo. Entretanto, o ambiente enriquecido, um
outro fator ambiental, pode reverter as alteragdes causadas por tal insulto
nutricional. Objetivou-se com esse trabalho, avaliar o efeito a longo prazo de uma
dieta hipoproteica ofertada no periodo de gestacdo e lactacdo e da estimulagéo
ambiental sobre a sequéncia comportamental de saciedade e a expresséo génica do
npy, bdnf e trkb no hipotalamo dos ratos adultos. Foram utilizados 64 ratos machos
Wistar, alocados em grupos de acordo com a dieta materna recebida na gestagao e
lactagdo: controle (C, caseina a 17%, n= 32) e desnutridos (D, caseina a 8%, n= 32).
Apds o desmame, os filhotes receberam dieta (Presence®), formou-se subgrupos,
segundo a exposi¢do ao ambiente enriquecido: controle sem (CSAE, n=16) ou com
(CSAE, n= 16) ambiente; desnutrido sem (DSAE, n=16) ou com (DAE, n=16)
ambiente. Nos 30 e 75 dias, realizou-seanalise de consumo alimentar e teste de
sequéncia comportamental de saciedade (SCS). Aos 90 dias, eles foram
eutanasiados por decapitacéo, dissecou-se o hipotalamo para analise da expressao
génica. Assim, verificou-se que a desnutricdo provocou diminuicdo de peso ao
nascer até os 90 dias, no entanto, o AE provocou reducédo de peso aos 80 dias no
grupo controle. Na SCS, o grupo experimental mostrou aumento na ingestao
alimentar aos 30 dias, além de retardo na saciedade. Aos 90, o grupo desnutrido
manteve o aumento de consumo alimentar, porém nao houve diferenca nos outros
comportamentos. Para a expressdo génica, o npy apenas no grupo desnutrido
exposto ao ambiente enriquecido apresentou-se aumentada, todavia néo houve
diferengca para o bdnf e trkb. Dessa forma, esses resultados indicam que um
organismo desnutrido na idade precoce permanece resistente a mudangas externas
em relagdo ao ganho de peso. Além disso, a desnutricdo precoce modifica o
comportamento alimentar, porém nao altera a expressdo do peptideo orexigeno na
idade adulta. Contudo, o AE pode ser um fator externo que promove modificagcoes
no balango energético em normonutridos e provoca mudangas na expressao desse
neuropeptideo em animais que tiveram uma restricao proteica precoce, porém sem a
modulagao do BDNF.

Palavras-chave: Desnutricio. Ambiente enriquecido. Neuropeptideos.
Comportamento alimentar.



ABSTRACT

The perinatal protein malnutrition can affectthe homeostaticpathwaycontrolsenergy
balance and feeding behavior, such as the hypothalamus. However, the
enrichedenvironmental enrichment, another environmental aspect, can roll back
changes caused by such nutritional insult. Therefore, it was evaluated the long-term
effect of a low protein diet offered in the early age and environmental enrichment
stimulation on behavioral satiety sequence and gene expression of npy, bdnf and
trkb in the hypothalamus of adult rats. 64 Wistar rats were used, allocated in groups
according to the received maternal diet during pregnancy and lactation: control (C,
casein 17%, n = 32) and undernourished (D, casein 8%, n = 32).After weaning, the
pups received a diet (Presence®), it was formed subgroups according to exposure to
environmental enrichment: control with (CSAE, n = 16) or without (CSAE, n = 16)
environment; undernutrition with (DSAE, n = 16) or without(DAE, n = 16)
environment. In 30 to 75 days, it was analysed food intake and behavioral satiety
sequence of test (SCS). At 90 days, they were killed by decapitation and
hypothalamus was dissected to gene expression analysis. Thus, it was found that
malnutrition caused decreased birth weight up to 90 days, however, the AE caused
weight loss after 80 days in the control group. In the SCS, the experimental group
showed an increase in food intake at 30 days, and delayed satiety. At 90, the
malnourished group maintained the increase in food intake, but there was no
difference in other behaviors. For gene expression, npy only in the undernourished
group exposed to the environment enriched presented is increased, but there was no
difference for bdnf and trkb. Thus, these results indicate that a malnourished body in
early age remains resistant to external changes in the weight gain. Moreover, early
undernutrition modifies eating behavior, but does not alter the expression of
orexigenic peptide in adulthood. However, the AE can be an external factor that
promotes changes in the energy balance in control animals and causes changes in
the expression of this neuropeptide in animals that had an early protein restriction,
but without modulation of BDNF.

Keywords: Malnutrition. environment enriched. Neuropeptides.Feeding behavior.
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1 INTRODUGAO

Em humanos, varios fatores ambientais podem interferir no desenvolvimento
do sistema nervoso (PRADO; DEWEY, 2014), essa fase é conhecida como periodo
critico de desenvolvimento e acontece durante a gestagdo, lactacdo e primeira
infancia (CARLOSON et al., 2007). A nutricdo, sendo um deles, € indispensavel
durante esse periodo (CARLOSON et al., 2007), no qual ocorre a consolidagao das
bases cognitivas (PRADO; DEWEY, 2014). Nesse momento, o cérebro esta mais
susceptivel as mudancas ambientais (GOMIZ-PINILLA; VAYNMAN, 2005), podendo
gerar impactos durante toda a vida (WANG et al., 2012; PRADO; DEWEY, 2014).

As principais hipoteses cientificas indicam que o feto adapta-se as
modificagdes ambientais ainda na vida intrauterina ou no periodo pds-natal precoce
(VELKOSKA; MORRIS, 2011) e que doencgas na vida adulta podem surgir a partir de
uma incompatibilidade entre o ambiente pds-natal real e o que é previsto pelo
organismo fetal durante a fase de desenvolvimento (HOWIE et al., 2009).Essa
adaptacao pode induzir efeitos permanentes sobre a estrutura e fungao dos 6rgaos e
tem sido a base da aea de estudo da Origem Desenvolvimentista da Saude e da
Doenga (DOHaD) (GLUCKMAN; HANSON, 2004). Estudos tém mostrado que a
desnutricdo, especialmente proteica pode induzir o surgimento de doengas na vida
tardia, como por exemplo, as doengas crbnicas nao transmissiveis (WANG et al.,
2012), sendo a desnutricdo materna uma das causas da programacao fetal (GALI
ROMAMOORTHY et al., 2015).

Dependendo da gravidade do insulto nutricional e da fase em que ele ocorre,
o individuo pode desenvolver diferentes respostas adaptativas (PRADO; DEWEY,
2014). A literatura mostra que restricdo proteica durante os periodos gestacional e
pos-gestacional pode induzir ao desenvolvimento de proles com padréao de
comportamento alimentar alterado, caracterizado pela presenga de hiperfagia e
retardo da saciedade (LOPES DE SOUZA et al., 2008), além de alteragdes na
expressao génica de neuropeptideos hipotalamicos responsaveis pelo balanco de
nutrientes e gasto de energia (OROZCO-SOLIS et al., 2009).

O hipotalamo, uma das regides de controle homeostatico do comportamento
alimentar, regula a ingestao alimentar e o gasto energético. Em roedores, inicia seu

desenvolvimento no final da gestagdo e completa-se apds o0 nascimento
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(VELKOSKA; MORRIS, 2011), podendo sofrer alteragcbes em seus mecanismos de
controle quando a prole € exposta a um insulto nutricional (MOURA; OLIVEIRA,
2013). O hipotalamo possui neurdnios que formam as vias orexigenas e
anorexigenas as quais estimulam ou inibem a ingestao alimentar, respectivamente.
Os neurdnios da via orexigena liberam neurotransmissores como o neuropeptideo Y
(NPY) e o peptideo relacionado ao Agouti (AgRP), por outro lado, a via anorexigena
atua através do neuropeptideo proopiomelanocortina (POMC) e do transcrito
regulado pela cocaina e anfetamina (CART) (MOURA; OLIVEIRA, 2013).Estudos
com roedores indicam que restricdo proteica durante a gestagcédo e lactagdo pode
favorecer a preferéncia por alimentos mais palataveis, além do aumento da ingestao
alimentar (DA SILVA et al., 2013).

Outro neuropeptideo, que tem fungdo de neurotrofina, mas também pode
regular a homeostase energética é o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF).
Essa neurotrofina atua em seu receptor tirosina quinase B (TrkB), tendo importante
funcdo na modelagem neural, plasticidade sinaptica e diferenciacdo neuronal
(OZEK, 2015). Segundo a literatura, o estresse uterino pode levar ao aparecimento
de alteracdes nos niveis de BDNF no cérebro, além de mudangas estruturais (DIENI;
REES, 2004), assim como, a deficiéncia do BDNF pode repercutir no aparecimento

de um fendtipo obeso com presenga de hiperfagia (OZEK et al., 2015).

Entretanto, sugere-se que a estimulagéo fisica e social do ambiente, a partir
de uma exposi¢cao ao ambiente enriquecido (AE) pode ser capaz de aumentar a
neurogénese (GAROFALO et al., 2015; CAO et al.,, 2014), e reverter os efeitos
deletérios de estimulos estressores maternos sobre a liberagdo hormonal
hipotalamica (FRANCIS et al., 2002). Além de modular a plasticidade em outras
regides encefalicas, como o hipocampo (BAAMONDE et al.,2011).

Diante disso, é de suma importancia compreender 0s mecanismos
subjacentes em areas do controle do comportamento alimentar apdés uma
desnutricdo proteica precoce e apds uma estimulagdo sensorio-motora crdénica em
ambiente enriquecido na vida adulta para que possam ser elaboradas estratégias
capazes de atenuar os efeitos da restrigdo de nutrientes e seus danos ao longo da
vida no sistema nervoso. Uma vez que, a ma nutricdo precoce pode favorecer
doencgas neurodegenerativas na vida adulta (OSBORNE-NIJNIK; LANE, 2013).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Nutricao e neurodesenvolvimento

A nutricdo adequada é essencial para o desenvolvimento do organismo como
um todo e principalmente para a formagao cerebral, que ocorre no periodo fetal e
pos nascimento (CARLSON et al., 2007). Esse periodo € crucial para a formacao do
sistema nervoso central no qual sdo estabelecidas as bases cognitivas, motoras e
sécio-emocionais (PRADO; DEWEY, 2014). Estudos em animais evidenciam a
necessidade de oferta adequada de nutrientes durante o desenvolvimento dos
processos neurolégicos (PRADO; DEWEY, 2014; WANG et al., 2012). Entretanto,
existem inumeros fatores que podem influenciar a ocorréncia de deficiéncias
nutricionais, seja ela de macro ou micronutrientes, como por exemplo, oferta
materna de alimentos restrita e dificuldade de absorgdo intestinal. E essas
deficiéncias podem afetar a cognigdo, o comportamento e a produtividade de
humanos ao longo dos anos (PRADO; DEWEY, 2014), além de ser um dos fatores
responsaveis pelo aparecimento de doengas crbnicas na vida adulta (WANG et al.,
2012).

Esse periodo de desenvolvimento do organismo, também chamado de
periodo critico do desenvolvimento (PCD), é caracterizado por um rapido
crescimento e maturacado de érgéos e sistemas, replicagédo e diferenciagao celular
(DOBBING; SANDS, 1985). No qual, o individuo requer &agua, aminoacidos,
carboidratos, lipidios, vitaminas e minerais em quantidades adequadas para o seu
crescimento saudavel (WANG et al., 2012). Durante essa fase de organizagéo do
sistema nervoso, o cérebro encontra-se vulneravel aos efeitos ambientais (GOMES-
PINILLA; VAYNMAN2014; ADAMS et al.,2000), podendo desenvolver respostas
adaptativas morfo-funcionais aos estimulos externos no meio intrauterino (MOURA;
OLIVEIRA, 2013).

As principais hipoteses cientificas indicam que o feto adapta-se as
modificagdes ambientais ainda na vida intrauterina ou no periodo pés-natal precoce
(VELKOSKA; MORRIS, 2011), e que doengas na vida adulta podem surgir a partir
de uma incompatibilidade entre o ambiente pds-natal real e o que é previsto pelo
organismo fetal durante a fase de desenvolvimento (HOWIE et al., 2009). Este

fendbmeno biolégico é conhecido como programacado metabdlica (LUCAS, 1991;
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BARKER, 1995) e atualmente, o termo “plasticidade fenotipica” vem sendo utilizado,
que corresponde a capacidade do individuo de modificar o fendtipo em resposta as
alteragcdes ambientais e as repercussdes na vida adulta (GLUCKMAN; HANSON;
PINAL, 2005; JANG; SERRA, 2014; OSBORNE-MAJNIK; LANE, 2013).

Para explicar o processo pelo qual uma agressdao ambiental, como a
desnutrigdo, pode ter efeitos permanentes sobre a estrutura e fungdo dos orgaos, a
Origem Desenvolvimentista da Saude e da Doenca (DOHaD) é uma area que tenta
compreender essa relagdo entre desnutricdo durante a vida fetal e infancia e o
surgimento de alteragbes organicas na vida adulta, como a sindrome metabdlica
caracterizada por doencas coronarias, obesidade, diabetes tipo 2 e hipertensao
(GLUCKMAN; HANSON, 2004).

E necessario lembrar que ndo apenas insultos nutricionais durante a fase de
plasticidade do desenvolvimento sdo capazes de induzir respostas adaptativas ao
organismo, mas sim todos os estimulos externos de uma forma global, incluindo
exposigao as substancias quimicas, poluentes doar, estresse materno, desregulagao
hormonal e ma qualidade da agua. Cada tipo de agente estressor pode atuar de
forma independente, como também de forma integrada afetando respostas
morfofuncionais e o risco de doenga na vida adulta (HEINDEL et al., 2015). Porém,
muitas evidéncias em modelos animais e humanos tém revelado que insultos
nutricionais, como a desnutrigdo proteica materna durante o periodo gestacional,
tém grande impacto sobre o feto, podendo alterar o metabolismo e saude do mesmo
(WANG et al., 2012; PRADO; DEWEY, 2014). Em outros estudos com ratos, foi
verificado que a restricdo proteica materna predispdbe a prole a desenvolver
hipertensdo e disfungcdo vascular além de obesidade, um dos sinais da sindrome
metabdlica (WANG et al., 2012), além de diabetes, doenga coronariana, disturbios
esquizofrénicos (OSBORNE-MAJNIK; LANE, 2013) e do comportamento alimentar
(DE MELO MARTIMIANO et al., 2015).

2.2 Hipotalamo e comportamento alimentar

Um conjunto de neurdnios hipotalamicos faz parte de nucleos que podem
controlar a ingestdo alimentar, mediante a sinalizagdo central e periférica. E essa
modulagado resulta na liberacdo de neuromoduladores orexigenos e anorexigenos,
como por exemplo, o NPY/AgrP e POMC/CART, respectivamente (MOURA;
OLIVEIRA, 2013). Esses neurdnios recebem sinalizagdo enddcrina periférica que
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pode ser alterada de acordo com o ambiente que o organismo esta exposto (CIFANI
et al., 2015; SWART et al., 2002).

Em humanos o desenvolvimento das ramificagdes neurais do hipotalamo
ocorre na fase fetal, em roedores esses circuitos neuronais sado imaturos ao
nascimento e seu desenvolvimento prolonga-se durante as primeiras semanas da
vida pés natal (GALI RAMAMOORTHY et al., 2015), sendo susceptiveis as
mudangas ambientais (VELKOSKA; MORRIS, 2011). Uma das evidéncias na
literatura cientifica mostrou que ratos expostos a desnutricdo proteica no periodo
perinatal sdo capazes de alterar a expressdo de genes de vias de sinalizagdo da
homeostase energética e detecgdo de nutrientes, como por exemplo, 0 gene da
enzima fosfatidinositol-3-quinase que além de estar envolvido na transducgéo do sinal
de insulina, também participa da via de ativagao de neurdnios POMC, uma vez que a
insulina atua no comportamento alimentar através na estimulagcéo da via orexigena.
Assim, a sinalizagdo deficiente desse horménio no hipotalamo pode resultar em
alteracdes da homeostase de energia (OROZCO-SOLIS et al., 2010). Sendo assim,
a nutricdo tem papel fundamental desde a vida uterina, alterando a suscetibilidade
do individuo de apresentar doencas na vida adulta (OSBORNE-MAJNIK; LANE,
2013).

No hipotalamo existem areas que atuam no controle do balango de energia,
como por exemplo, o nucleo paraventricular (NPV) e o hipotalamo dorsomedial
(DMH), além do nucleo arqueado (ARC). O ARC esta localizado numa regido que
possui a barreira hemato-encefalica mais fenestrada, permitindo a passagem de
sinalizadores periféricos que atuam sobre os neurdnios das vias orexigenas e
anorexigenas, assim as células desses circuitos detectam a sinalizagéo periférica e
respondem de acordo com a via estimulada, podendo induzir ou inibir a ingestao
alimentar (GALI RAMOMOORTHY et al.,2015; TRAN et al.,2016). O neuropeptido Y
(NPY), € um dos peptideos neuroenddcrinos que atua através dos neurdnios da via
orexigena, podendo ter seus niveis alterados de acordo com a sinalizagao periférica,
como por exemplo, da leptina, associados com fendtipos metabdlitos. Tal
neuropeptideo, quando estimulado atua no comportamento alimentar induzindo a
busca pelo alimento como também na redugdo do gasto de energia (TRAN et al.,
2016) a partir de sua ativacdo através dos neurbnios AgRP (BELL; WALLEY;

FROGUEL, 2005).Estudos mostram uma densidade elevada desse neuropeptideo
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no nucleo paraventricular e no nucleo arqueado do hipotalamo, sugerindo assim, sua
participacdo na modulagao de fungdes no sistema nervoso central (CHRONWALL et
al.,1985).

De acordo com a literatura, insultos nutricionais precoces favorecem o
aparecimento de mudancas nos mecanismos de controle encefalico, por meio de
alteragcbes nos niveis de expressdao génica dos neuropeptidios hipotalamicos
(IKENASIO-THORPE et al., 2007; DA SILVA et al., 2013). Animais que foram
submetidos a uma restricdo caldrica diaria de 30% ao longo da gestagéo
apresentaram uma maior ingestdo alimentar na vida adulta, no entanto foi
identificada uma baixa regulagdo da expressdo génica do AgRP, sem mudancgas
significativas em outros neuropeptideos. Entretanto, quando submetidos a uma
alimentagcdo com um perfil nutricional no pés-natal diferente ao que foi ofertado na
fase fetal, esse animais mostraram aumento de NPY e POMC e em contrapartida,
uma diminuicdo da expressdo do AgRP acompanhada de aumento da ingestéo
alimentar e niveis plasmaticos de leptina e insulina. Estudos evidenciam que a
incompatibilidade entre a oferta nutricional no periodo de desenvolvimento e na fase
adulta tem influéncia sobre a desregulagdo das vias hipotaldamicas, podendo
determinar maior susceptibilidade ao desenvolvimento de obesidade (IKENASIO-
THORPE et al., 2007).

Da mesma forma que outros estudos também identificaram aumento da
ingestao alimentar e da preferéncia por alimentos palataveis em animais adultos que
sofreram restricdo protéica precoce, sendo resultado de um aumento da ativacao
neural de regides como o nucleo paraventricular do hipotdlamo, amigdala, e nucleo
caudado os quais atuam no controle da ingestdo alimentar através dos mecanismos
de recompensa (DA SILVA et al, 2013). Assim, disturbios nos circuitos
hipotalamicos que controlam o comportamento alimentar e a homeostase de energia
podem ser alterados por insultos nutricionais, favorecendo o desenvolvimento de
disturbios metabdlicos (OROZCO-SOLIS et al., 2010).

2.3 BDNF e homeostase energética

Outro ponto importante para o controle homeostatico € o fator neurotréfico
derivado do cérebro, também conhecido como BDNF (do inglés, “brain-derived
neurotrophic factor’) (GELFO et al., 2015). O BDNF é um fator de crescimento do
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cérebro (GELFO et al., 2011) e tem importante fungdo nos padrées de modelagem
neural, aprendizagem e memoéria (ROSSI et al.,, 2006), o qual acompanha as
mudancgas estruturais através da sua expressao e de seu receptor da tirosina
quinase B (TrkB) (GOMES-PINILLA; VAYNMAN, 2014), favorecendo o
desenvolvimento, diferenciagdo, crescimento e maturagdo do sistema nervoso (LUI
et al., 2014). Quando o feto é exposto a um ambiente intra-uterino desfavoravel,
pode comprometer essas vias de sinalizacdo (GOMES-PINILLA; VAYNMAN, 2014).

No hipotalamo, o BDNF pode ter como fung¢ao o controlar do peso corporal e
a homeostase da energia atuando sobre os neurdnios hipotalamicos e suprimindo a
ingestdo alimentar (URABI et al, 2013). De acordo com a literatura, tem sido
observado que a administragcao central de BDNF induz a supressao do apetite e
perda de peso (WANG et al., 2010). Estudos de Dieni e Rees (2004) mostraram que
um ambiente materno comprometido pode ocasionar defeitos estruturais em regides
do cérebro, como o hipocampo, além de diminuicdo acentuada nos niveis de
expressao proteicade BDNF e aumento do TrKB de sua prole. Resultados sugerem
que ratos com deficiéncia congénita de BDNF desenvolvem obesidade, hiperfagia e
resisténcia a insulina, propondo sua atuagao na regulagdo da ingestdo alimentar
(OZEK et al., 2015).

2.4 Ambiente enriquecido

Um fator externo que pode modular a expressao do BDNF e aumentar a
plasticidade neural é o enriquecimento de estimulos ambientais (GOMES-PINILLA;
VAYNMAN, 2014). O ambiente enriquecido (AE) € um fator de estimulacéo fisica e
social, que pode modular o sistema nervoso, aumentando a neurogénese e
provocando alteragcbes anatdbmicas e funcionais em conexdes sinapticas
(GAROFALO et al., 2015; CAO et al., 2014). Além disso, dados cientificos mostram
a sua participagdo na modulagao da plasticidade no hipocampo e em outras regides
corticais em roedores (BAAMONDE et al., 2011; DI GARBO et al., 2011), além de
reduzir o tamanho e proliferagao de células de tumores malignos alojados em ratos e

favorecer o aumento da sobrevivéncia (GAROFALO et al.,2015).

Sobre efeitos de outros fatores externos, como o estresse da separagao
materna, a exposi¢cdo de ratos adultos ao AE promove uma reversao dos danos
sobre o eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal, alterando a expressao da liberagdo de
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horménio de corticosterona (FRANCIS et al.,2002). Além de estimular a conversao
elevada da proteina precursora do BDNF (pro-BDNF) em BDNF, aumentando assim
0s niveis de expressédo dessa proteina no hipocampo de ratos (CAO et al., 2014).
Dependendo do nucleo em que ele seja expresso, pode ter fungdes diferenciadas,
como mostra no estudo de Yang et al., (2016). Nesse estudo foi identificado que os
neurénios do NPV e do nucleo ventro medial (VMH), que produzem o BDNF,
suprimem a ingestao de alimentos. No entanto, quando produzido apenas pelo NPV
e por outro nucleo nao identificado, 0 mesmo promove aumento da taxa metabdlica
de repouso, termogénese e aumento da atividade locomotora, expressando assim,

sua participagéo no controle da homeostase energética.

Portanto, a deficiéncia nutricional fetal e infantil tem sido muito estudada
devido aos seus efeitos de longa duragdo no desenvolvimento do cérebro, incluindo
as sequelas permanentes na regulagdo da ingestdo alimentar (CHEN; SIMAR;
MORRIS, 2009). Todavia, tanto em termos clinicos quanto experimentais, € de
particular interesse compreender os mecanismos subjacentes que envolvem a
desnutricdo na fase precoce da vida e os eventuais beneficios promovidos pelo
ambiente enriquecido na fase adulta. Por conseguinte, podem-se elaborar ag¢des
atenuantes dos efeitos causados por uma ma nutricdo precoce para favorecer o

estado saudavel do individuo ao longo da vida.
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3 HIPOTESE

O ambiente enriquecido ameniza os efeitos da desnutricdo proteica precoce
sobre o comportamento alimentar, reduz a expressdo génica de um neuropeptideo

hipotalamico, npy, e aumenta o fator neurotréfico do cérebro (bdnf).
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4 JUSTIFICATIVA

Apesar de ter ocorrido uma grande diminuigdo nos ultimos anos, a
desnutricdo ainda € um problema social que atinge paises em desenvolvimento,
como o Brasil, principalmente a regiao Nordeste. Quando a desnutrigdo ocorre no
inicio da vida, seus efeitos sobre o desenvolvimento do sistema nervoso podem
perdurar a longo prazo, através de modificagbes na expressdo génica de
neuropeptidos hipotalamicos responsaveis pela homeostase energética e assim,
pode provocar alteragdes comportamentais. Outro fator exégeno que pode modificar
esses neuromoduladores seria a estimulagdo ambiental, cuja intervencdo clinica
pode favorecer a plasticidade neural em areas de controle homeostatico do

comportamento alimentar.
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5 OBJETIVOS

Geral

Estudar o efeito a longo prazo da exposigdo ao ambiente enriquecido em animais
submetidos a desnutricdo proteica na fase de gestagao e lactagdo sobre o controle

homeostatico do comportamento alimentar na idade adulta.

Especificos

e Auvaliar o efeito da desnutrigdo proteica precoce sobre a evolugdo ponderal
antes e depois da exposicao ao ambiente enriquecido;

¢ |dentificar se ocorrem alteracbes na sequéncia comportamental de saciedade
antes e depois da exposicdo ao ambiente enriquecido em animais
desnutridos;

e Verificar se a desnutricdo proteica precoce provoca variagdo na expressao
génica do neuropeptideo orexigeno: npy, do bdnf e do receptor trkb no
hipotalamo dos animais adultos;

e Determinar os efeitos do ambiente enriquecido sobre a expressao génica do
npy, bdnf e do receptor frkb no hipotalamo de ratos adultos que foram

submetidos a desnutricdo durante o periodo de gestagao e lactagao.
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6 MATERIAIS E METODOS

Animais

Ratos machos Wistar provenientes da colénia do Departamento de Nutricdo
da Universidade Federal de Pernambuco foram mantidos em biotério de
experimentagao do Centro Académico de Vitdria, com temperatura de 22°C + 2, ciclo
claro-escuro de 12/12 horas normal (claro das 6:00h as 18:00, escuro das 18:00h as
6:00), com livre acesso a agua e racdo. O manejo e os cuidados estiveram de
acordo com as recomendacdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), além de terem sido avaliados e aprovados pelo comité de ética em uso de
animais da Universidade Federal de Pernambuco (protocolo: 23076.018667/2012)
(ANEXO A).

Para o acasalamento, apés o tempo de 15 dias de adaptagdo ao novo
ambiente, ratas primiparas com peso de aproximadamente 220-250g foram alocadas
em gaiolas de poliestileno juntamente com machos (300-350g) na proporg¢ao de trés
ratas para um macho por um periodo maximo de 3 dias. Para detec¢ao de prenhez
positiva, realizou-se a técnica de esfregago vaginal para coleta de muco e ao
microscopio de luz observou-se a presenga de espermatozdides. Em seguida, as
ratas gestantes foram transferidas para gaiolas individuais e o0 seu ganho de peso
semanal foi acompanhado. A escolha dos grupos que as ratas iriam pertencer foi de
forma aleatodria, dividiu-se entdo em 2 grupos experimentais de acordo com a dieta
fornecida durante a gestacao e lactagdo: controle (C, dieta com proteina a 17%, n=
7) e desnutridos (D, dieta com proteina a 8%, n= 8), desde o inicio da gestagao até o

desmame dos filhotes.

O dia de nascimento da ninhada foi considerado o dia zero e a manipulacéo
para reducdo da ninhada para oito filhotes por ninhada foi realizada no 1° dia de
vida, sendo apenas os filhotes machos utilizados nesse experimento. Aos 25 dias, os
filhotes foram desmamados (OST'ADALOVA; BABICKY, 2012) e passaram a
receber a dieta padrao de biotério Presence® ad libitume, em seguida, foram
divididos em subgrupos aleatoriamente, segundo a exposicdo ao ambiente
enriquecido: controle sem ambiente enriquecido (CSAE, n=16); controle com
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ambiente enriquecido (CAE, n=18); desnutrido sem ambiente enriquecido (DSAE,

n=16); desnutrido com ambiente enriquecido (DAE, n=16) (Figura 1).

Dos 26 aos 29 e dos 71 aos 74 dias de vida as proles foram submetidas a
analise de consumo alimentar, sendo os dois primeiros dias de adaptacao. Aos 30 e
75 dias de vida os animais foram submetidos ao teste de sequéncia comportamental
de saciedade (SCS). A exposicdao ao ambiente enriquecido foi realizada da idade de
30 até 90 dias de vida. Todos os procedimentos foram feitos no inicio da fase escura
do ciclo circadiano (periodo ficticio: “Zitgeber Time” —ZT12: 18h as - ZT14: 20h), que

corresponde o horario internacional, entre 7h as 9h da manha.

Os animais foram eutanasiados aos 90 dias de vida, por decapitacdo e em

seguida retirados os tecidos para analise de expressao génica.

Figura 1 —Desenho experimental

Ratas Mdes

n=15

Ratas Controlas Ratas Desnutridas

GESTA.(;E‘D [Proteina a 17%) {Proteina a B%)

n=7 n=8

Filhote
- Fithotes Controles L1e-§l.|||i:r:'u*
{_ A Proteina a 17% ’ S
LACTA D I n” 14 o (Proteina a Bk
i n=32
atos Controle atos Controle atos Desnutrido atos Desnutrido
EXPOSICAO AD | natos Contral Ratos Cont Ratos D d Ratos D d
AM BIENTE sem ambiente com ambiente sem ambiente com ambiente
enriquecido enriguecido (CAE) enriquecido enriquecido |DAE]
CsAE) =16 n=lg DSAE) n=lb n=l6
Dieta Padrao (CSAE) { |

Modelo experimental representando a formagédo dos diferentes grupos quanto a
manipulagdo da dieta a base de caseina (grupo controle e grupo desnutrido) e
quanto a exposicao ao ambiente enriquecido de ratos apds serem submetidos a
desnutricdo proteica precoce.

Fonte: Ferraz, Marilia Freire Isidro, 2014.
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Composicao da dieta

As dietas a base de caseina foram confeccionadas no Departamento de
Nutrigdo da Universidade Federal de Pernambuco baseada na composi¢cao de dieta
da AIN-93G feita por Reeves; Nielsen e Fahey, (1993) (Tabela 1). Tais dietas séo
isocaldricas com alteracdo do conteudo de proteinas e carboidratos (Tabela 2). Apds
0 desmame os animais foram alimentados com a dieta padrdo do Dbiotério
(Presence®) (Tabela 2).

Tabela 1 - Composicao das dietas hipoproteica e normoproteica.

Quantidade /kg de dieta

Ingredientes Dieta hipoproteica Dieta normoproteica
(8% de caseina) (17% de caseina)

Caseina (80%) 100,09 212,59

Mix de vitaminas* 10,09 10,09

Mix de sais mineraist 359 35g

Celulose 50g 50g

Bitartarato de colina 2,59 2,59

DL-metionina 3,0g 3,09

Oleo de soja 70ml 70ml

Amido 629,59 516,99

Sacarose 100g 100g

BTH 0,0014g 0,0014g

Dietas utilizadas no experimento durante as fases de gestacdo e lactagdo nos
grupos desnutrido e controle.

* Mistura de vitaminas contendo (em mg.kg—1 de dieta): retinol,12; colecalciferol,
0,125; tiamina, 40; riboflavina, 30; acido pantoténico,140; piridoxina, 20; inositol, 300;
cianocobalamina, 0,1; menadiona, 80; acido nicotinico, 200; colina, 2720; acido
félico, 10; acido p-aminobenzdico, 100; e biotina, 0,6.

T Mistura mineral contendo (em mg.kg-1de dieta): CaHPO4, 17200; KCI, 4000;
NaCl, 4000; MgO, 420; MgS04, 2000; Fe202, 120; FeS04.7H20, 200; e elementos-
traco, 400(MnS04.H20, 98; CuS04.5H20, 20; ZnS04.7H20, 80; CoS04.7H20,
0,16; e Kl, 0,32; com amido para completar 40g [por kg de dieta].

Fonte: Reeves; Nielsen; Fahey, 1993.
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Tabela 2 - Distribuicao cal6rica das dietas.

Proteina a 8% Proteina a 17% Dieta padrao

Carboidratos (g/100g) 64,77 54,98 55,49
Lipideos (g/100g) 6,55 6,67 2,82
Proteinas (g/100g) 8 17 23,22
VCT (kcal/100g) 350 348 340,22
VCT (kcal/g) 3,5 3,5 3,4

Dietas utilizadas no experimento a base de caseina (proteina a 8 e 17%) durante a
gestacdo e lactacdo dos animais; e da dieta padrdo de biotério Presence®
consumida apos o desmame.

Fonte:Ferraz, Marilia Freire Isidro, 2014.

Ambiente enriquecido (AE)

Os grupos CAE e DAE foram expostos ao ambiente enriquecido, de 30 até 90
dias de vida. Foram colocados em média 8 animais por gaiola do AE para minimizar
os efeitos do estresse e aumentar a interagédo social. O AE consistiu de uma gaiola
contendo: escadas, tubos de plastico, suportes para escalar na posi¢cao vertical,
bolas, bonecos e casa de plastico (Figura 2). Foram fornecidos diferentes objetos de
plastico, de diferentes formas, posicionados em diferentes alturas e alguns objetos
suspensos. Os brinquedos foram trocados e/ou rearranjados a cada 5 dias para
nova estimulagéo e para minimizar os efeitos da habituag¢ao. A cada troca, utilizamos
brinquedos de maior complexidade e que aumentassem o nivel de estimulacao

gradativamente de acordo com protocolo pré-estabelecido (BEAUQUIS et al., 2010).
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Figura 2 - A e B - Gaiola de ambiente enriquecido.

Gaiola de ambiente enriquecido utilizada no estudo e suas dimensdes 61 x 44 x 63

cm (Largura x profundidade x altura).

Fonte: Ferraz, Marilia Freire Isidro, 2014.

Avaliagao ponderal

O peso dos animais foi acompanhado semanalmente desde o nascimento até
o dia do sacrificio, onde foi avaliado em balanga eletrénica digital (Marte, modelo S-
1000, capacidade de 1kg e sensibilidade de 0,1g), no mesmo horario, no inicio da

fase escura do ciclo.

Consumo alimentar diario

O consumo alimentar foi avaliado dos 26 aos 29 e dos 71 aos 74 dias de vida,
antes do teste de SCS, com a finalidade de verificar a quantidade de ingestao
espontédnea de alimentos (diferenga do peso entre a quantidade (g) de ragéao
oferecida e rejeitada) no periodo de 1h com a dieta padrao do biotério (Presence®).

Para essa avaliagdo, os animais eram colocados em gaiolas individuais e a ragao
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padrao era fornecida no comedouro, de quantidade anteriormente mensurada. Os
testes sempre eram realizados no mesmo horario, as 18h (ZT12), inicio da fase
escura do ciclo. Apos os animais permanecerem por 1 hora de jejum em seguida
passaram 1 hora alimentando-se. Esse procedimento foi realizado durante quatro
dias consecutivos, no inicio da fase escura do ciclo, sendo que os dois primeiros
dias corresponderam aos dias de adaptacdo ao novo ambiente e manipulagio.
Assim quantificou-se o consumo em gramas (g) pela diferenca do peso em gramas
do rejeito e da quantidade do peso inicial da ragdo. Considerou-se a média dos dois
ultimos dias para analise de consumo. Os resultados estdo representados pela
média £ DP de consumo em kcal de cada animal durante os dias de teste por 100

gramas de peso corporal (kcal/100g de peso corporal).

Sequéncia comportamental de saciedade

Nos dias 30 e 75 pods-natal, a SCS foi realizada, o qual verificou-se a
frequéncia e a duragdo de uma sequéncia de comportamentos progressivos em
relacdo ao tempo, permitindo a identificacdo do processo de saciagédo (término da
refeicdo) e o desenvolvimento da saciedade (inibicdo pds-ingestiva da alimentacao).
Para esta analise os animais foram transferidos para gaiolas individuais com
dimensdes adequadas para a analise da SCS. Os animais foram mantidos em
privagao alimentar prévia de 1 hora antes da oferta do alimento de peso conhecido.
O peso dos animais também foi aferido antes do jejum, depois do jejum e ao final do
teste. A racao utilizada no teste foi a padrdo de biotério, consumida pelos animais
desde o desmame. Os testes eram realizados sempre no inicio da fase escura do
ciclo (ZT12: 18h). Com auxilio de luz vermelha de baixa intensidade, a SCS foi
analisada por dois observadores cegos quanto a manipulagcdo dietética durante o
periodo de gestacgao e lactacdo e quanto a exposi¢ao ao ambiente apds o desmame.
Os mesmos eram devidamente treinados e a analise foi realizada durante o periodo
de uma hora. Os observadores estavam a um metro de distancia das gaiolas dos
animais sem realizar movimentos bruscos, minimizando a interferéncia no

comportamento analisado pela presenga do observador. Vale ressaltar que os ratos
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estavam habituados aos observadores, uma vez que as manipulagdes foram feitas
desde o nascimento.

Registrou-se em uma planilha a frequéncia e duragado (em segundos) dos
comportamentos classificados como: a) Alimentacdo: o rato apresentava-se
ingerindo alimento, roendo, mastigando e segurando a ragdo com as patas; b)
Ingestdo de agua: quando o animal ingeria agua direto do bebedouro; c¢) Exploragao:
realizacédo de movimentos ao redor da gaiola ou cheirando o ambiente; d) Limpeza:
apresentacao de cuidados com o corpo, lambendo as patas anteriores e as
movimentando sobre a cabecga, continuando com o lamber da regido ventral, do
dorso e das patas posteriores; €) Repouso: o rato apresentava-se em posigcao de
descanso, apresentando o corpo repousado sobre o assoalho da gaiola ou
dormindo. Ao finalizar esse periodo de teste o consumo alimentar era verificado,
mensurando-se a ragao rejeitada.

O objetivo da realizacdo da SCS foi analisar o comportamento alimentar,
verificando a presenca de alteragdes nesse padrao induzidas pela desnutricdo. A
analise grafica indicada pelo ponto de intersecgao representa 0 momento em que os
animais comecam a descansar e diminuem a alimentacdo, representando o
momento do aparecimento da saciedade (HALFORD; WANNINAYAKE; BLUNDELL,
1998).

Os resultados de comportamentos estdo representados em média em minutos
(min), ou percentual (%), a ingestao alimentar em g/100g de peso corporal do animal
+ DP.

Analise da expressao génica do npy, bdnf e trkbatravés do PCR em tempo real

Aos 90 dias de vida, os animais foram decapitados as 18h (ZT12), no inicio do
ciclo escuro, em que comecga o periodo de maior atividade dos roedores. Os cranios
foram imediatamente dissecados e os encéfalos rapidamente congelados em gelo
seco e armazenados num freezer -80°C para analise da expressdo génica pelo
método de PCR.

O experimento de PCR em tempo real foi realizado com as amostras de

hipotadlamo seguindo as etapas descritas resumidamente a seguir. O método
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consiste em trés etapas: 1) Extracdo do RNA Total; 2) Conversao do RNA em cDNA
e 3) Amplificagdo da reagdo em cadeia da polmerase. O RNA total foi extraido
utilizando 1 ml do reagente Trizol (Invitrogen ©, Carlsbad, CA, EUA) com um
homogeneizador (Pellet Plestle with Cordless Motor, Fisher Scentific, EUA). O RNA
total foi isolado seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante Invitrogen® e,
subsequentemente, a quantidade e qualidade do RNA purificado foi avaliado
utilizando-se o espectrofotdmetro, NanoDrop ND-2000(Thermo Scientific, EUA). Em
seguida, as amostras de RNA foram tratadas com solugdo de gDNA Wipeout
(Qiagen®, Hilden, Alemanha) para remover eficazmente a contaminacdo do DNA
gendmico durante 2 min a 42°C, e armazenados em gelo. Posteriormente, foi
realizada a transcricao reversa de 2,0 microgramas de RNA purificado em cDNA,
utilizando o kit de transcricdo reversa QuantiTect (Qiagen®, Hilden, Alemanha), a
42°C durante 15 min. A enzima foi inativada a 95°C durante 3 minutos. A preparacao

de cDNA foi, em seguida, armazenada a -20°C até a sua utilizagao.

Posteriormente, 5 ml de cada amostra diluida de cDNA foi utilizada como
template para a amplificacdo por PCR em tempo real, utilizando SYBR Green
(Qiagen ®, Hilden, Alemanha), como fluoréforo intercalante. Utilizou-se o sistema de
deteccdo de PCR em tempo real: Rotor Gene HRM-2Plex (Qiagen ©, Hilden |,
Alemanha). Os parametros do PCR foram: o primeiro passo de desnaturagao inicial
de 5 min a 95°C seguido de 45 ciclos de 5s a 95°C, e 10s a 60°C. Os
oligonucleotideos ou “primers” utilizados para a amplificagdo estao apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3 - Sequéncia de primers

Primer Forward Reverse

Bdnf 5-TCAGATCTCTTCTGTGTGCGTGAGT-3’ | 5-GGAGATCTCTCCTGTTCTTCAGCAA-3’

Npy 5-GTGGACTGACCCTCGCTCTAT- 3’ 5-ATGAGATTGATGTAGTGTCGCAGA-3’
Trkb 5-GCCATCAGCACCAAGCAGCAAGAG-3’ | 5-GAAGCCCAAGACCAGCAAGCATAAGC-3
Gapdh 5-GCGAGATCCCGTCAAGATCA-3’ 5-CCACAGTCTTCTGAGTGGCAG-3’

Sequéncia de primers desenhados para estudo de npy, bdnf e trkb e do gene

constitutivo de referéncia gapdh.
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Os valores limites de ciclo (do inglés, “cycle threshold”, CT) das amostras
foram determinados pela normalizagao a partir das curvas de fluorescéncia versus o
numero de ciclos do PCR durante a amplificacdo exponencial. As curvas padrao
para todas as amplificagbes dos primers (ou oligonucleotideos) foram geradas
tracando os valores médios dos valores de CT em fungdo do logaritmo da
quantidade de moléculas template (molde) alvo. Todas as quantificagdes foram
normalizadas para o gene de referéncia (ou house-keeping): desidrogenase
gliceraldeido-3-fosfato (GAPDH). O valor da quantificac&o relativa de cada gene alvo
foi analisado utilizando um método CT comparativo (Livak e Schmittgen, 2001). A

seguinte férmula (224°T)

foi usada para calcular a quantidade relativa do transcrito
na amostra e normalizado com o de referéncia endégena GAPDH: 2227 onde ACT
€ a diferenca entre a CT do gene de interesse e do GAPDH, e AACT para a amostra
€ igual a média do ACT da amostra do grupo experimental, menos a média do ACT

da amostra do grupo controle (utilizada como paréametro para calibragio).

Analise estatistica

Inicialmente, foi aplicado o teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov).
Quando os dados revelam normalidade e homogeneidade de variancias, para
comparagao de parametros dos ratos nas idades estudadas, foram utilizados t-test
Student, quando foi comparagao de dois grupos. Para comparagdes multiplas foi
utilizada ANOVA two-way seguida do teste post-hoc de Tukey. Os valores foram
expressos em média e desvio padrao da média (DP). O nivel de significancia foi
mantido em 5% (p<0,05) em todos os casos. As analises dos dados foram
realizadas através do programa estatistico Graphpad Prisma 4® (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA).
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7 RESULTADOS

Peso corporal dos animais controles e desnutridos antes da exposicdo ao

ambiente enriquecido

Os dados de evolugédo ponderal neonatal mostraram que o grupo desnutrido
apresentou redugdo de peso ao nascer em relagdo ao grupo controle (C= 6,51
1+0,37g, n=24 vs D= 5,83+0,41g, n=26; p<0,001), persistindo essa diferenca até os
30 dias de vida (C= 97,20+7,01g, n=26 vs D= 70,655,799, n=26; p<0,001) (Figura 3
e Tabela 4).

Figura 3 - Efeitos da restricdo proteica perinatal sobre a evolugdo do peso neonatal

de ratos.
150+
1 Controle
@ Desnutrido
*%k*
o
8 *kk
)
o 504 *kk
*k%
*%k%* ﬂ ﬂ
0 '-III:| |‘III—-_LI IIL| 1 1
1 7 14 21 30
Idade (dias)

Os grupos controle (n= 24) e desnutrido (n=26) foram alimentados, respectivamente,

com dieta 17% e 8% de proteina até o desmame. Teste t de Student, ***p<0.001.
Fonte: Matos, Rhowena. 2016.

Nota: Grafico elaborado pelo autor com base nos resultados obtidos na pesquisa.
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Tabela 4 - Médias do peso corporal neonatal dos grupos submetidos desnutricdo

proteica perinatal e controle.

] Controle Desnutrido
Dia (média em g £ DP) (média em g £ DP)
1° dia 6,51+0,37 5,83+0,41***
7° dia 17,14+1,37 12,22+1,94***
14° dia 31,89+2,34 22,04+1,53***
21° dia 51,4114,35 34,07+£3,14***
30° dia 97,20+7,01 70,63+5,79***

Grupos Controle e Desnutrido n=24 e 26 em cada grupo,respectivamente. Teste t
de Student, ***p<0.001.

Fonte: Matos, Rhowena. 2016.

Nota: Tabela elaborada pelo autor com base nos resultados obtidos na pesquisa.

Peso corporal dos animais controle e desnutridos apos a exposicdo ao

ambiente enriquecido

De acordo com os resultados de evolugao ponderal apos os 30 dias, onde os
animais foram submetidos a exposicdo ambiental ou permaneceram em gaiolas
padrao de acordo com a subdivisdo de grupos, a desnutricdo proteica provocou uma
reducao de peso durante todo o estudo uma vez que o peso do grupo DSAE foi
menor quando comparado com CSAE (1° dia: C= 6,51+0,37gvs D= 5,83+0,41g e
90° dias: CSAE= 340, 05+29,30g, n=12 vs DSAE= 298,30+£16,88g, n=11; p<0,001 ),
Figuras 3 e 4 e Tabelas 4 e 5.

Nos animais controle apds a exposi¢cao ao AE, o grupo CAE apresentou uma
consideravel perda de peso quando comparado ao grupo CSAE a partir dos 80 dias
(CSAE= 329,85+24,27g, n=13 vs CAE= 288,79+26,82g, n=11; p<0,001) até os 90
dias (CSAE= 340,05+29,30g, n=13 vs CAE= 306,03+34,70g, n=11; p<0,001). No
entanto, ao observarmos o efeito do AE sobre o peso dos animais que sofreram
desnutricao proteica precocemente, nao foi observado diferencas entre DSAE e DAE
(DSAE= 298,30+16,88g, n=11 vs DAE= 291,74+25,39g, n= 12; p>0,05). Essa

resposta do grupo CAE a exposicdo ao AE fez com que ele atingisse um peso
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semelhante ao grupo DAE a partir dos 70 dias (CAE= 282,58+32,06g, n=12 vs DAE=
267,95+21,86g, n=12; p=0,99), com persisténcia desse padréo até os 90 dias de
vida (CAE= 306,03+34,70g, n=12 vs DAE=291,74+25,39g, n=12; p=0,99) (Figura 4
e Tabela 5).

Figura 4 - Efeitos da restricdo proteica perinatal sobre a evolugdo do peso corporal

de ratos a partir de 40 dias de vida, apds a exposicdo ao ambiente enriquecido.
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Os grupos controle e desnutrido foram alimentados respectivamente, com dieta 17%
de proteina e 8% de proteina até o desmame. Os dados estdo expressos em média
do peso em gramas + DP. CSAE (Controle sem ambiente enriquecido, n=12), DSAE
(Desnutrido sem ambiente enriquecido, n=11), CAE (Controle com ambiente
enriquecido, n=11) e DAE (Desnutrido com ambiente enriquecido, n=11), a=
diferenga entre grupos CSAE e DSAE; b= diferenga entre grupos CSAE e CAE; e c=
diferenca entre os grupos CAE e DAE, p< 0,001. Teste Two-way ANOVA, post-hoc
Tukey.

Fonte: Matos, Rhowena. 2016.

Nota: Grafico elaborado pelo autor com base nos resultados obtidos na pesquisa.
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Tabela 5 - Médias do peso corporal dos grupos Controle e Desnutrido apds a

exposi¢ao ao ambiente enriquecido.

CSAE DSAE CAE DAE
Dia (médiaemg+ (médiaemg+ (médiaem gt (médiaemg £
DP) DP) DP) DP)
40° dia 157,87+14,72 119,66+7,58 *** 152,83+11,33 117,167,487
50° dia 227,18+16,94 187,87+18,75 ***  202,05+20,35 168,87+8,60
60° dia 279,49+2325  228,54+19,51 ***  259,81+2492  223,05+12,30 **
70° dia 304,46+28,01 276,90£19,56 ***  282,58+32,06 267,95+21,86
80° dia 329,85+24,27  294,31+20,01 ***  288,79+26,82*** 288,60+£15,96
90° dia 340,05£29,30  298,30+16,88 ***  306,03+34,70*** 291,74425,39

CSAE (Controle sem ambiente enriquecido, n=11), DSAE (Desnutrido sem ambiente
enriquecido, n=11), CAE (Controle com ambiente enriquecido, n=11) e DAE
(Desnutrido com ambiente enriquecido, n=11). Two-way ANOVA, seguido de
comparagdes multiplas, teste post-hoc Tukey. ***p<0,001 (em relagdo ao grupo
CSAE); ###5<0,001 (em relagdo ao grupo CAE).

Fonte: Matos, Rhowena. 2016.

Nota: Grafico elaborado pelo autor com base nos resultados obtidos na pesquisa.

Efeitos da restricdo proteica perinatal no consumo alimentar diario espontdneo antes

e apods a exposicdo ao AE

Como mostram os resultados, o grupo que foi submetido a desnutricdo
proteica precocemente apresentou um aumento do consumo alimentar diario aos 30
dias, mensurado através da relacdo em kcal/100g de peso corporal do animal,
mostrando o aparecimento de hiperfagia nos animais (C=16,11+ 1,48 kcal/100g de
peso, n=27 vs D= 17,98+ 1,83kcal/100g de peso corporal, n=28; p<0,001) (Figura

5A), uma vez que 0s mesmos consumiram uma maior quantidade de ragao.

Aos 75 dias, o grupo DSAE permaneceu com esse padrdo de consumo
alimentar aumentado em relagédo ao grupo CSAE, (CSAE= 7,91+0,43kcal/100g de
peso corporal, n=14 vs DSAE= 8,60+0,92kcal/100g de peso corporal, n=14; p=0,03).

Assim como, ao serem submetidos a exposicao ao ambiente enriquecido, o grupo
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DAE também apresentou uma maior ingestdo alimentar em relacdo ao grupo CAE
(CAE= 8,10+0,71kcal/100g de peso corporal, n=17; p=0,009 vs DAE=
8,86+0,58kcal/100g de peso corporal, n=14; p=0,009) (Figura 5B). Dessa forma,
sugere-se que o fator desnutricdo proteica perinatal induziu o surgimento de um
padrdo de consumo alimentar espontaneo aumentado que persistiram ao longo do
estudo, como também as influéncias do AE nao foram suficientes para modificar
esse padrao hiperfagico, uma vez que aconteceu independentemente da exposi¢cao

ambiental o qual o animal foi submetido.

Figura 5 -Efeitos da restricao proteica perinatal sobre o consumo alimentar diario

espontaneo.
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Efeitos da restricdo proteica perinatal sobre o consumo alimentar diario espontaneo
em kcal por 100g de peso animal (kcal/100g peso). A) Consumo alimentar de ratos
com 30 dias de vida. **p<0,01, teste t de Student.Controle n=27 e Desnutrido n=28.
B) Consumo alimentar de ratos com 75 dias de vida submetidos a desnutricao
perinatal e expostos ou ndo ao ambiente enriquecido. CSAE (Controle sem
ambiente enriquecido, n=14), DSAE (Desnutrido sem ambiente enriquecido, n=14),
CAE (Controle com ambiente enriquecido, n=17) e DAE (Desnutrido com ambiente
enriquecido, n=14). * p<0,05 em relagdo ao CSAE. ## p<0,01 em relagdo ao grupo
CAE. A) test t Student; B) Two-way ANOVA, seguido de comparagbes multiplas,
post-hoc Tukey.

Fonte: Matos, Rhowena. 2016.
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Nota: Grafico elaborado pelo autor com base nos resultados obtidos na pesquisa.

Efeitos da desnutricao proteica precoce sobre a Sequéncia Comportamental

de Saciedade aos 30 dias

A sequéncia comportamental de saciedade (SCS) foi realizada para verificar
se o0 padrdao de consumo alimentar aumentado apresentado pelos animais
submetidos a desnutricao protéica era resultado de uma maior ingestao alimentar
por refeicdo e/ou retardo no aparecimento do comportamento de saciedade.

O ponto de interseccdo entre a linha que representa o comportamento de
alimentacdo e o de descanso representa 0 momento em que os animais ficam
saciados e comegam a passar mais tempo descansando que se alimentando. Os
resultados indicam que o grupo desnutrido (Figura 6B) apresentou um deslocamento
dessa linha para a direita em relagdo ao grupo controle (Figura 6A), revelando que

esse grupo apresentou um atraso no disparo de saciedade.
Figura 6 - Efeitos da restricdo proteica perinatal sobre a Sequéncia Comportamental
de Saciedade de ratos machos 30 dias de vida.
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A, corresponde ao grupo controle e B, ao desnutrido. Na abscissa, os periodos de 1-
12 correspondem aos intervalos de 5 min de tempo que compdem uma sessao de
teste de 60 min, cujos graficos ilustram o ponto de transicdo de alimentacdo ao
descanso através da linha tracejada. Nos desnutrido (D), essa linha é deslocada
para a direita em relagdo aos controles (B), indicando um retardo no aparecimento
da saciedade.

Fonte: Matos, Rhowena. 2016

Nota: Grafico elaborado pelo autor com base nos resultados obtidos na pesquisa.
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Efeitos da desnutricdo e do ambiente enriquecido sobre a Sequéncia
Comportamental de Saciedade (SCS) aos 75 dias de vida

A SCS foi realizada na vida adulta, aos 75 dias de vida, apds a exposi¢ao dos
grupos controle e desnutridos expostos ao AE ou gaiola padrao com o objetivo de
verificar se os resultados observados no padrdo de alimentacdo aos 30 dias
permaneciam na vida adulta e se o AE seria capaz de ter alguma influéncia sobre o
comportamento alimentar.

No entanto, o ponto de intersecgdo do comportamento de alimentagao para o
descanso se encontrou em torno do mesmo momento (Figura 7), ou seja, ndo foram

observadas diferengas do tempo de alimentagéo sobre os grupos.

Figura 7 - Efeitos da restricdo proteica perinatal sobre a Sequéncia comportamental
de saciedade ap0s exposi¢cdo ao ambiente enriquecido de ratos com 75 dias de vida.
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Os periodos 1-12 correspondem aos intervalos de 5 min de tempo que compdem
uma sessado de teste de 60 min. Os gréficos ilustram o ponto de transigdo da
alimentacao ao descanso através da linha tracejada, onde em todos os grupos (A, B,
C e D) esse ponto de transicdo encontra-se em torno do periodo 6. CSAE (Controle
sem ambiente enriquecido), DSAE (Desnutrido sem ambiente enriquecido), CAE
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(Controle com ambiente enriquecido) e DAE (Desnutrido com ambiente enriquecido)
com n= 14 por grupo.

Fonte: Matos, Rhowena. 2016.

Nota: Grafico elaborado pelo autor com base nos resultados obtidos na pesquisa.

Efeitos da desnutricdo e do ambiente enriquecido sobre a Expressdo génica
de NPY, BDNF E TrkB no hipotalamo

Os resultados obtidos mostram que a desnutricdo ndo provocou alteragao no
nivel de expressao génica do neuropeptideo Y aos 90 dias (CSAE=1,01+0,07, n=5
vs DSAE= 0,70+0,05, n=4; p=0,10). Entretanto, o grupo submetido a restricdo
protéica e exposto ao ambiente enriquecido apresentou aumento na expressao
desse neuropeptideo aos 90 dias (DSAE= 0,70+0,05, n=4 vs DAE=1,1310,13, n=3;
p=0,03) (Figura 8).

Figura 8 - Efeitos da restricdo proteica sobre a expressdo génica do NPY no
hipotalamo de ratos machos com 90 dias de vida apos exposicdo ao ambiente

enriquecido.
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Os grupos controle e desnutrido foram alimentados respectivamente, com dieta 17%
de proteina e 8% de proteina até o desmame. CSAE (Controle sem ambiente
enriquecido), DSAE (Desnutrido sem ambiente enriquecido), CAE (Controle com
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ambiente enriquecido) e DAE (Desnutrido com ambiente enriquecido). a= p<0.05,
comparagao ao grupo CSAE. Two-way ANOVA, post-hoc Tukey, n= 5.

Fonte: Matos, Rhowena. 2016.

Nota: Grafico elaborado pelo autor com base nos resultados obtidos na pesquisa.

No que diz respeito a expresséo génica do bdnf e seu receptor trkb ndo houve
diferencga significativa em nenhum dos grupos estudados (BDNF: CSAE= 1,13+ 0,09,
n=4 vs DSAE=1,001£0,12, n=4; p=0,84; CAE= 1,06+0,05, n=4 vs CAE= 1,06%0,05,
n=4, p=0,54) (TrkB: CSAE= 1,15+0,08, n=4 vs DSAE=1,071+0,12, n=4; p=0,97; CAE=
1,08+0,08, n=4 vs DAE=1,25 0,17, n=4; p=0,75) (Figura 9).

Figura 9 - Efeitos da restricao proteica sobre a expressao génica do BDNF, TrkB no

hipotalamo de ratos machos com 90 dias de vida apds exposicdo ao ambiente

enriquecido.
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Os grupos controle e desnutrido foram alimentados respectivamente, com dieta 17%
de proteina e 8% de proteina até o desmame. CSAE (Controle sem ambiente
enriquecido), DSAE (Desnutrido sem ambiente enriquecido), CAE (Controle com
ambiente enriquecido) e DAE (Desnutrido com ambiente enriquecido). Two-way
ANOVA, seguido de comparagdes multiplas, post-hoc Tukey. com n= 15.

Fonte: Matos, Rhowena. 2016.

Nota: Grafico elaborado pelo autor com base nos resultados obtidos na pesquisa.
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8 DISCUSSAO

Peso

O presente estudo mostra que uma dieta com baixo teor de proteina durante
a gestacao e lactagcado afeta o peso corporal das proles machos ao longo da vida.
Esses achados corroboram com outras pesquisas realizadas em diferentes espécies
de animais que também evidenciaram o efeito da desnutricdo proteica perinatal a
curto prazo, no baixo peso ao nascer e a ao longo da vida (OROSCO-SOLIS et al.,
2009; ANGUITA; SIGULEM; SAWAYA, 1993; BARROS et al., 2006; KUWAHATA et
al., 2011; REHFELDT et a.l, 2012; SILVEIRA et al., 2007; SOHI et al., 2011). Em
animais submetidos a restricdo calorica de 50% durante a gestagdo, nem todo os
trabalhos verificam essa diferencga significativa de peso (GEORGE et al., 2012). Em
contrapartida, Orozco-Sdlis et al., (2009) verificaram que ratos Sprague Dawley de
restricao proteica perinatal apresentavam baixo peso até 180 dia de vida, porém aos
240 dias o desnutrido conseguia recuperar o peso corporal e igualar-se ao controle.
Esses efeitos observados na evolugcdo ponderal podem ser resultado de disturbios
metabdlicos que através do aumento na funcdo mitocondrial no musculo esquelético
pode provocar um aumento no numero de mitocéndrias no tecido adiposo branco e
consequentemente o individuo apresente um aumento no gasto de energia minima
associado a uma certa protegdo contra o desenvolvimento da obesidade (JOUSSE
etal., 2014).

Em um modelo de animais com retardo no crescimento intrauterino, foi
verificado que o grupo alimentado com uma dieta de baixa proteina ndo apresentou
diferencga significativa de peso ao nascer, no entanto no periodo de desmame eles
apresentavam peso inferior 35% quando comparado ao grupo sem restricdo. Essa
diferenca manteve-se em torno de 10-15% no periodo pés natal até a 92 semana de
vida, quando na décima semana o peso foi normalizado (VUCETIC et al., 2010).
Outro estudo, o de Remmers et al., (2008) tiveram resultados semelhantes, mostram
que os animais alimentados com uma dieta de baixa proteina tiveram menor peso ao
nascer e ao longo da vida. Aos 380 dias, quando os animais foram sacrificados, eles
apresentaram menor peso, menor comprimento e redu¢ado nos niveis de leptina no

soro, 0 que pode estar relacionada com a baixa evolugao ponderal.
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Durante o periodo de desenvolvimento em que os animais sofreram o insulto
nutricional, os circuitos neurais hipotalamicos ainda n&o estdo totalmente formados
(GALI RAMAMOORTHY et al., 2015) podendo sofrer alteracbes no desenvolvimento
e na liberagdo de neurotransmissores que atuam no controle do comportamento
alimentar (PLUN et al,. 2006) o que pode refletir no peso corporal, como
apresentado em nosso estudo. Outros resultados também corroboram com nosso
estudo que também identificaram que a manipulagao nutricional materna durante o
periodo critico do desenvolvimento reduz o peso corporal da prole (LIRA et al,. 2014)

podendo afetar permanentemente.

Assim, mesmo apds a exposicdo ao ambiente enriquecido, o0 grupo
experimental permaneceu com baixo peso, uma vez que a estimulacdo ambiental
pode favorecer o aumento da atividade fisica involuntaria por ter varios objetos e
brinquedos. Tendo um aumento do gasto energético, o grupo controle submetido ao
enriquecimento ambiental apresentou uma perda de peso a partir dos 70 dias
atingindo peso semelhante aos desnutridos aos 80 dias. Analisamos que o peso dos
animais desnutridos que foram expostos ao ambiente enriquecido foi semelhante ao
do grupo desnutrido sem exposi¢ado durante todo o periodo de analise. Sugerindo,
que a desnutricido pode favorecer o surgimento de um fendtipo resistente aos
estresses ambientais apos a lactagdo. Uma vez que, mesmo sendo induzido a ter
uma maior atividade fisica e consequentemente um maior gasto energético, o grupo
manteve-se com um padrao de peso corporal inferior ao grupo controle até a vida

adulta.

Nesse contexto, mesmo nao observando neste trabalho alteragdes
hormonais, dados na literatura cientifica evidenciam que hormoénios catabdlicos
estejam envolvidos na manutencdo desse fendtipo, uma vez que restricao calérica
durante a gravidez induz o aumento de corticosterona no plasma e superexposi¢cao
do feto a esses niveis de glicocorticoides levando a um aumento do peso das
adrenais das proles (LESAGE et al., 2001) o que pode levar a uma maior liberagéo
nos hormdnios produzidos por tal glandula como resultado de perturbagdes no eixo
hipotalmo-hipdfise-adrenal. No entanto, o aumento nos niveis do horménio cortisol,
tanto materno como fetal reduz a expressdo do receptor de glicocorticéides no
hipotalamo e no hipocampo dos filhotes adultos (LINGAS; DEAN; MATTHEWS,
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1999), favorecendo um maior metabolismo catabdlico. Isso pode ser uma das

causas da manutencgéo do baixo peso apresentado pelo grupo experimental.

Sabe-se também que um ambiente intrauterino desfavoravel nutricionalmente
pode comprometer as formacgdes de estruturas e fungdes neurais que ocorrem nesse
periodo, como a mielinizag&o e proliferacdo de neurénios (PRADO; DEWEY, 2014).
Essas modificagbes podem alterar regides responsaveis pela homeostase
energética, como o hipotalamo, o qual abriga varias populagdes de neurdnios que
fazem parte do mecanismo de controle da supressao e estimulacdo do apetite
(SOHN, 2015). Tais comprometimentos podem ter ocasionado o desenvolvimento

desse fendtipo resistente a variacdo de peso em diferentes ambientes pds-natais.

Consumo alimentar

De acordo com as analises de consumo alimentar podemos identificar que a
restricdo protéica nas primeiras fases de vida induz a um padrdo de alimentacao
caracterizado pela presenga do comportamento de hiperfagia, uma vez que esses
animais consumiram uma maior quantidade de ragdo quando comparado ao grupo
controle. Assim como, estudos anteriores também identificaram esse aumento do
consumo alimentar em animais com 35 dias de vida que sofreram insulto nutricional

no periodo critico do desenvolvimento (LIRA et al., 2014).

Dessa mesma forma que o peso corporal apresentou-se diminuido nos
animais que sofreram restricdo proteica, a quantidade de tecido adiposo pode ter
diminuido proporcionalmente tendo assim, uma menor liberagdo de leptina nao
ocorrendo a inibicdo da via anorexigena, o que pode justificar tal aumento na
ingestao alimentar tanto a curto quanto a longo prazo. Como mostra o estudo de
Remmerset al., (2008), onde a leptina apresentou-se em baixos niveis no soro de

animais desnutridos precocemente.

Apesar de nao ter realizado analises sobre o comportamento heddnico, pode-
se sugerir que o0 aumento da ingestao alimentar no grupo experimental pode estar
associado também a uma maior ativacdo neural das vias hedbnicas, como a

amigdala, ligada a recompensa alimentar em resposta a dieta palatavel (DA SILVA
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et al., 2013). Isso se deve a busca de bem estar gerado a partir da ingestao de um
alimento agradavel que pode diminuir os sinais de saciedade, favorecendo o
consumo continuo desses alimentos mesmo ultrapassando os niveis de
necessidades energéticas (ERLANSON-ALBERTSSON, 2015). Essa desregulagao
da via hedbnica pode ocorrer devido a um aumento na expressdo do gene do
receptor DRD1a no nucleo estriado ventral, como consequéncia de uma perturbacao
na oferta de nutrientes durante o desenvolvimento fetal e p6s natal, favorecendo o
aumento da ingestao alimentar (DE MELO MARTIMIANO et al., 2015),uma vez que,
ao serem ativos receptores D1 de dopamina contribui para o aumento do apetite e
aquisicao de alimentos (ROBINSON et al., 2005). Porém, torna-se necessario avaliar

areas hedobnicas para testar essa hipodtese.

Estudos mostram que estresse materno esta relacionado com respostas
comportamentais e hormonais das proles adultas (BALE, 2015), assim como
restricao de proteinas pode alterar circuitos neurais de dopamina e comportamentos
relacionados com a recompensa alimentar através de alteragdes nos mecanismos
neuroquimicos com aumento da atividade dopaminérgica no hipotalamo, corpo
estriado e cortex pré-frontal. Por outro lado, a atividade serotoninérgica € diminuida
no hipocampo, estando relacionada a perda da capacidade de sentir prazer como
resultado de um estresse crénico moderado (BEKRIS et al., 2005). Assim, com o
mecanismo de dopamina deficiente os animais tendem a uma maior ingestao

alimentar caracteristico, como apresentado no presente estudo.

Mesmo apds a estimulagdo ambiental através da exposicdo ao ambiente
enriquecido os animais desnutridos permaneceram com esse padrao de
alimentacdo, da mesma forma que o grupo desnutrido sem a estimulagdo. Esses
resultados sugerem que o ambiente enriquecido, per se, néo foi capaz de influenciar
no comportamento de ingestao alimentar mesmo atuando como um estimulador
sensorial e social. Apesar de haver evidéncias mostrando que a exposi¢cao a uma
série de estimulos ambientais durante um periodo da vida pode ser capaz de
modelar algumas alteragdes cerebrais (BEAUIQUES et al., 2010), contudo, nesse

estudo nao alterou o comportamento alimentar.

Assim, sugere-se que apenas a manipulagdo nutricional compromete o
desenvolvimento de vias neurais envolvidas no controle da homeostase de energia,

uma vez que, 0os animais que sofreram desnutricdo precocemente apesar de
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apresentar um padrao de ingestédo alimentar aumentado, permaneceram com o peso
corporal inferior ao grupo controle durante todo periodo avaliado. Supondo que
influéncias ambientais transitorias, no periodo de gestacédo e lactacdo podem ser
capazes de provocar alteragdes neurais permanentes e podem induzir ao individuo
desnutrido um perfil de resisténcia ao aumento do gasto energético. Talvez para
preservar 0s estoques metabdlicos celulares. Faz-se necessario estudos

metabdlicos para avaliar esse perfil.

A sequéncia comportamental de saciedade foi realizada com a finalidade de
identificar a presenca de alteracbes no padrdo de comportamento durante o
processo de alimentacdo e revelou que ha um retardo no aparecimento da
saciedade aos 30 dias em animais desnutridos precocemente, associado a maior
ingestdo alimentar. Tal grupo apresentou um padrdo de comportamento alimentar
caracterizado pela presenca da hiperfagia, mesmo apresentando peso inferior ao
grupo controle. Esse aspecto sugere que pode haver disturbios nos mecanismo de
controle homeostatico. Outros trabalhos também tiveram dados semelhantes tanto
em 30 quanto em 75 dias, mostrando retardo no disparo de saciedade em animais
que sofreram restricdo proteica perinatal (OROZCO-SOLIS et al., 2009)
acompanhada de aumento no tamanho da refeicdo (OROZCO-SOLIS et al., 2009;
LOPES DE SOUZA et al., 2008),

De acordo com os nossos resultados aos 75 dias, o retardo da saciedade
identificado aos 30 dias ndo permaneceu, sugerindo que a dieta ofertada na fase
precoce da vida pode induzir um fendétipo alterado. Além disso, o ambiente ao qual o
individuo é exposto na vida pds-natal, também pode provocar modificagdes nesse

fendtipo, reduzindo os prejuizos de uma dieta restritiva, no aspecto comportamental.

Tais alteracbes podem ser resultado, talvez, de modificagdes epigenéticas
ocorridas durante as fases do neurodesenvolvimento. Como processos de
metilagdes, acetilagdes ou até mesmo adicdo de microRNA’s ao DNA, resultando em

inibicdo ou expressao de genes envolvidos na circuitaria hipotaldmica (GALI
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RAMAMOORTHY et al., 2015). Como vem sendo mostrado na literatura, a dieta
inserida durante o periodo critico do desenvolvimento pode influenciar no surgimento
de fendtipos diferentes a partir das modificagdes durante a replicagdo do DNA ou
compactagdo da cromatina, que também pode sofrer influéncia ambiental

dependendo da exposi¢ao do individuo apos o nascimento (JANG; SERRA, 2014).

Apesar de o ambiente enriquecido néo ter sido suficiente para reverter o
comportamento alimentar no parametro de ingestdo, ele reduziu o tempo de
alimentagao caracterizado pelo disparo da saciedade. O grupo desnutrido que havia
apresentado retardo no periodo de alimentacdo aos 30 dias, quando exposto ao
ambiente enriquecido, ndo apresentou esse comportamento, igualando-se ao grupo

controle.

Assim, as mudangas encontradas na alimentacdo provocadas pela
desnutricdo ocorreram devido a uma alteragdo no padrao alimentar durante o teste
caracterizado por aumento do tamanho da refeigdo, como mostrado na ingestao
alimentar diaria e retardo no aparecimento da saciedade. Sendo o ambiente
enriquecido um fator externo que pode modular o comportamento alimentar em

relagdo a saciedade, como apresentado no presente estudo.

Expressao génica do npy, bdnf e trkb

Nosso estudo mostrou que a desnutricdo nao foi capaz de alterar os niveis de
expressao génica do neuropeptido Y na vida adulta, no entanto quando exposto ao
ambiente com estimulagdo, o grupo desnutrido apresentou uma elevagdo nessa
expressao, justificando o maior consumo alimentar no grupo desnutrido submetido
ao AE. Em relacao ao grupo desnutrido sem estimulacao, pode significar que apesar
de apresentar uma ingestdo aumentada, que pode ter ocorrido como consequéncia
da desnutricdo precoce, tal estresse nao foi suficiente para provocar alteracbes em
nivel de expressao génica, ou pode ter sido revertida ao longo do tempo, uma vez
que essas analises foram feitas na vida adulta.

Estudos anteriores que também analisaram a expressao de neuropeptideos

hipotalamicos em animais com restricao protéica precoce nao identificaram diferencga
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significativa na expressao de npy e agrp em ratos jovens nem na idade adulta. No
entanto, a expressdao de pomc foi reduzida na idade adulta (24 semanas). Esse
estudo sugere que nao ocorre alteragdao de neuropeptideos individualmente, mas
sim na relagdo das vias anorexigena/orexigena, induzindo uma subregulagdo dos
neuropeptideos orexigenos sobre o0s anorexigenos como uma estratégia de
sobrevivéncia e crescimento (IKENASIO-THORPE et al., 2007). Entretanto, estudos
mostram mudangas na expressao génica como resposta a desnutricdo precoce,
como o aumento do neuropeptideo Y e do peptideo relacionado ao Agouti, como
também um diminuicdo do proopiomelanocortina aos 35 dias (OROZCO-SOLISet al.,
2009).

Outros mecanismos podem estar envolvidos em disturbios do metabolismo,
como uma variedade de genes que controlam o metabolismo e o0s processos
celulares em vez de uma cascata de sinalizagdo independente. Estudos mostram
regulacédo negativa de genes de enzimas envolvidas no metabolismo de glicose
como a lactato desidrogenase C, além de outras enzimas que exercem funcdes de
oxido-redutase (citocromo P450, NADH desidrogenase Fe-S, entre outras) afetando
assim, vias de sinalizacdo homeostatica e deteccdo de nutrientes em animais
desnutridos precocemente. Uma via alterada € a de detecgao dos sinais de insulina
que ¢é feito através de uma cascata de reagcbes enzimaticas, a qual a
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e quinase 1 (PDK1) estdo envolvidas(OROZCO-
SOLIS et al., 2010). Uma maior ativacao da via regulada pela PI3K em neurénios da
via anorexigena pode resultar em animais hiperfagicos e com resisténcia a leptina
(PLUN et al, 2006).

A leptina, por sua vez, também pode ter grande influéncia sobre o
desenvolvimento dos circuitos neurais. Segundo a literatura, os circuitos do nucleo
arqueado do hipotalamo sao imaturos estruturalmente e funcionalmente até a
terceira semana de vida apds o nascimento, sendo esse hormdnio um fator
essencial para o desenvolvimento dessa area, no entanto perturbagcdes na
alimentagao nesse periodo podem alterar os niveis de leptina no individuo, podendo
causar consequéncias na formacao e funcdo desses circuitos hipotalamicos que
atuam na homeostase energética (BOURET, SIMERLY 2004). No entanto, deve-se

avaliar esses parametros em trabalhos posteriores com o nosso modelo.
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Outros estudos com restricdo proteica precoce, mostram reducdo da
expressdo de POMC e CART em ratos de meia idade. No entanto, a expresséo de
peptideos da via orexigena (NPY e AgRP) como também da via anorexigena (POMC
e CART) estavam aumentadas quando os animais ainda estavam jovens, porém
esse aumento nao foi identificado na meia- idade. Sugerindo assim, que com a idade
a expressao génica pode ser normalizada a medida que ocorre maturagao das vias
hipotalamicas (REMMERS; NIELSEN; FAHEY, 2008). Dessa forma, ao analisarmos
a expressao génica aos 90 dias de idade, os animais ja poderiam ter estabelecido
seus niveis normais de expressdo de neuropeptideos, mesmo na presenca de um

insulto nutricional precoce.

Com relagcado as outras expressdes génicas analisadas, nado foi observada
diferenga na expressao do bdnf e de seu receptor trkb, sugerindo que estes nao
participam da ativacao das vias hipotalamicas na idade avaliada. Como a maturacao
do sistema hipolatamico estudado, estabelece-se também apds o nascimento, os
niveis de expressao génica do bdnf e do seu receptor trkb podem ter sido alterados
quando os animais no periodo jovem e alcangado a normalidade durante o
crescimento. Todavia, antes de haver a exposicdo ao ambiente enriquecido,
sabendo que os animais que foram expostos a esta estimulacdo ambiental nao
tenham apresentado diferenca nessa expressdo, uma vez que essas analises

ocorreram na vida adulta.

Assim, o ambiente intrauterino e a oferta de nutrientes durante o
desenvolvimento fetal pode exercer importante influéncia sobre redes hipotalamicas
responsaveis pela regulagdo do controle alimentar, no entanto o ambiente
enriquecido pode ser capaz de provocar mudangas na expressao génica de
neuropeptideos orexigenos em animais desnutridos, porém sem alterar outras
neurotrofinas. Sugere-se assim, que o padrdo de alimentacdo induzido pela
desnutricdo precoce encontrado nesses animais ndo seja mediado pelo BDNF na

idade avaliada.
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9 CONCLUSOES

O ambiente de vida precoce, bem como pés-natal, exerce uma importante
influéncia na programacédo funcional dos circuitos neurais que integram o
comportamento alimentar e o balango energético. Sugere-se assim, que ha uma
resisténcia ao gasto energético nesses individuos apds o periodo de insulto
nutricional, mesmo com mudang¢a ambiental na vida adulta.

A desnutricdo proteica precoce, per se, nao modifica a longo prazo a
expressdo do neuropeptideo orexigeno, porém quando ha mudanga ambiental,
esses individuos respondem as demandas ambientais externas para regular as
reservas energéticas. Esse processo ndao € modulado pelo fator neurotréfico

derivado do cérebro.

Dessa forma, é de fundamental importancia um maior aprofundamento nos
estudos a respeito de novas ferramentas de intervengbes que possam ser usadas
como medidas terapéuticas de prevencao e/ou tratamento de disturbios do

comportamento alimentar.
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ANEXO A

Parecer do comité de ética em pesquisa

Universidede Federal de Pernambuco
Centro de Ciencias Biokigicas

Rv. Frof. Helson-Chswes, a/n
SOET0=420 f Récifs - PE - Brasil
fones: 455 B1) 2126 EBA0 | 2L2E BIS1
Eaxi |55 Bl) 2126 8350

wiw . och . ufpe. e

Recife, 30 de novembro de 2012,

Oficia n® 52212

Da Comissio de Efica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof®. Rhowena Jane Barbosa de Matos

Mucleo de Educagao Fisica CAV- UFPE

Universidade Federal de Pemambuco

Processo n® 23076.018667/2012-22

Ds membros da Comissao de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Permambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa Intitulade, “Pregramacgdo fenotipica induzida por desnutrigdo:
Efeitos do ambiente enriquecido sobre a neurogénese @ a plasticidade sinaptica
no hipocampo de ratos adultos™.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizaglo experimental dos
animais enconftram-se de acordo com as normas sugeridas peio Colégio Brasileiro
para Expenimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
Mational Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s3o
adotadas como criterios de avaliagio e julgamento pels CEUA-UFPE

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmante a Le
11,794 de 0B de outubro de 2008, gue frata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protecolos experimentais a
seram realizados

Origem dos animais; Biotério do Departamente de Nutricho-
UFPE; Anmais. Ratos, Linhagem: Wistar, Sexo. Machos;
Mdmero de animais previsto no protocolo: 84 ratos;, Peso:
partir de 6 g até o padrao na idade adutta; Idade: 60 a 120 d

Alenciosaments,

3, Waria Temis

o

p,\ﬂmmg_'.:l.:EEﬁ




APENDICE A

Disciplinas cursadas

Administracdo de unidade de alimentagao e nutricio 2
Administracédo de unidade de alimentagao nutricdo 1
Anatomia

Avaliacao do estado nutricional
Biologia celular e embriologia
Bioquimica 1

Bioquimica da nutrigao

Bioquimica dos alimentos
Bromatologia

Ciéncias sociais e da saude
Desenvolvimento de comunidade
Educacéao nutricional 1

Educacéao nutricional 2
Empreendedorismo

Epidemiologia aplicada a nutrigdo
Estagio de nutricdo em saude publica
Estagio em coletividade enferma
Estagio em coletividade sadia

Etica profissional

Farmacologia basica

Fisica e biofisica

Fisiologia da nutricao

Fisiologia geral

Genética humana

Higiene dos alimentos

Histologia

Métodos de investigacao em nutricao
Microbiologia e imunologia

Nutricao clinica 1

Nutric&o clinica 2

61



Nutricdo em saude publica 1
Nutricdo em saude publica 2
Nutricdo experimental

Nutricdo normal e dietética
Parasitologia

Processos patologicos gerais
Psicologia aplicada a nutricao
Técnica dietética

Tecnologia de alimentos
Trabalho de conclus&o de curso 1

Trabalho de conclusio de curso 2

62
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APENDICE B

Atividade Complementares

- Monitoria da disciplina de fisiologia geral (2 semestres).

- Monitoria da disciplina de nutrigdo materno-infantil (2 semestres).

- Estagio no laboratério de Neurobiologia Celular do Centro de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de Séo Paulo.

- Curso de extensao de Capacitacdo em Nutricido Esportiva — Faculdade de
desenvolvimento e integrag&o regional.

- Curso de Cronobiologia — Programa de pos-graduagdo em Nutricdo e de
Neuropsiquiatria da UFPE.

-1 Ciclo internacional sobre nutricdo, atividade fisica e plasticidade fenotipica —
FACOL, 2016.

- Mini curso: Anatomia palpatéria — FACOL, 2015.

- Evento sobre Zika virus e microcefalia — FACOL, 2016.

- Congresso Brasileiro de Nutricado - CONBRAN, 2014.

- Encontro internacional de Pesquisa em Educacéo Fisica e Nutricado — EIPEN, 2013.

- Encontro de alcool e outras drogas- UFPE, 2013.

- Jornada FACEPE, 2015.

- Jornada FACEPE, 2016.

- Curso de Cuidados com Animais de Laboratério e Bioética — UFPE, 2014.

- Curso de nutricao no esporte e efeitos terapéuticos do exercicio — Ativamente
cursos, 2014.

- Curso Inglés Basico — SENAC, 2014.

- Grupo de Pesquisa sobre Plasticidade, meio ambiente e comportamentos — UFPE,
2013 - 2016.

- | Meeting de Nutricdo e Estética, 2014.

- VIl Simpdsio integrado de ciéncias da saude e bioldgicas, VII Congresso de
ensino, pesquisa e extensao, 2014.

- Encontro Vitéria Saudavel - ENVISA, 2013.
- Il Congresso Luso-Brasileiro de Patologia Experimental, 2013.

- IV Encontro de Nutricdo do IMIP, 2013.





