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RESUMO

A maturacdo do sistema de controle de ingestdo alimentar pode se moldar em correspondéncia
ao ambiente nutricional, direcionando o seu padrdo maduro. Nos primeiros dias de vida, no
rato, o principal mediador para a saciedade e fome é a informacdo de enchimento ou
esvaziamento gastrico, respectivamente. Esta informacdo nesse periodo é coordenada
notadamente pela periferia provavelmente pela a imaturidade do controle central. O controle
da ingestdo alimentar homeostéatico é coordenado pelo ndcleo do trato solitario e pelos
nucleos hipotalamicos que atraveés de diferentes moléculas, como sensores energeéticos,
peptideos e neurotransmissores coordena os sinais oriundos de tecidos periféricos. Portanto,
0s objetivos do presente trabalho foram avaliar a maturacdo de controle da ingestdo alimentar
em ratos neonatos e o papel do sistema serotoninérgico nesse processo. Foram utilizados ratos
Wistar em duas idades P10 e P18 submetidos a desnutri¢do proteica ou nao. Foram realizados
0s seguintes procedimentos experimentais: avaliacdo de ingestdo alimentar, expressdo génica
de peptideos e sensores energéticos no hipotadlamo de animais normonutridos e ativacéo de c-
fos em resposta a agonista serotoninérgico no hipotdlamo e nulcleos da rafe em animais
submetidos a desnutricdo ou ndo. Nossos resultados revelaram que os sensores hipotalamicos
respondem precocemente ao estado de jejum (AMPKal -10dias: 16,79 + 1,01, P=0,0174 e
mTOR -10 dias: J=37,50 £ 2,67, p=0,036) e alimentado (AMPKa1 10dias: C=11,39 + 1,17 e
MTOR aos 10 dias: C=48,74 + 4,21). A desnutricdo promove inibi¢do da via serotoninérgica
além de reduzir a ativacdo de células imunorreativas aos 18 dias no nucleo PVN (Desnutrido-
Fenfluramina: 200,8 + 24,38, n=5, versus Desnutrido-Salina: 234,5 + 43,32, n=5 p<0,006),
traduzido em maior ganho de peso dos animais Desnutrido-Fenfluramina (2,32+0,36 n=10;
p=0,017) em relacdo ao grupo Desnutrido-Salina (1,19+0,24 n=10). Portanto, Nnossos
resultados revelam que o controle da ingestdo alimentar em neonatos é afetado pela
desnutricdo com alteragfes na via serotoninérgica aos 18 dias e que os sinalizadores

hipotalamicos aos 10 dias participam sobre o controle da ingestéo de alimentos.

Palavras-chave: Neonato. Hipotalamo. Nucleos da rafe. Fenfluramina. Ingestéo
alimentar.



ABSTRACT

The maturation of food intake patterns can be shaped in correspondence to the nutritional
environment, directing his mature standard. In the first days of life in the rats, the main
mediator for satiety and hunger is filling or gastric emptying, respectively.This information in
this period is coordinated notably the periphery probably due to immaturity of the central
control. The homeostatic control of food intake is coordinated by the nucleus of the solitary
tract and the hypothalamic nuclei by different molecules, such as energy sensors, peptides and
neurotransmitters coordinates signals from the periphery.Therefore, the objective of this study
was to evaluate the control of maturation of food intake in newborn rats. Wistar rats were
used at ages P10 and P18 submitted to protein malnutrition or not.The following experimental
procedures were performed: assessment of food intake, gene expression of peptides and
energy sensors in the hypothalamus of control animals and c-fos activation in response to
agonist serotonin in the hypothalamus and raphe nuclei in animals subjected to malnutrition
or not. Our results revealed that the hypothalamic sensors early answer to the fasting state
(AMPKal 10days: 16,79 + 1,01 p = 0,0174) and mTOR at 10 days ( J = 37,50 £ 2,67; p =
0.036) and fed (AMPKal 10days: C=11,39 + 1,17 and mTOR at 10 days: C = 48,74 + 4,21).
Malnutrition promotes inhibition of serotonin pathway and reduces the activation of
immunoreactive cells after 18 days in the PVN core (Low protein-Fenfluramine: 200,8 +
24,38; n = 5, versus Low protein-Salina: 234,5 + 43,32; n = 5 p <0.006), translated into higher
weight gain of Low protein-Fenfluramine animals (2,32 + 0,36; n = 10; p = 0,017) compared
to the group Low protein-Salina (1,19 + 0,24, n = 10). Therefore, our results show that the
control of food intake in newborns is affected by malnutrition to changes in serotonin via at

18 days and that the hypothalamic sensors at 10 days for the control of food intake.

Keywords: Newborn. Hypothalamus. Raphe nuclei. Fenfluramine. Food intake.
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1 APRESENTACAO

Diferentes insultos durante a vida perinatal e infancia estdo associados a
adaptacdes metabolicas e comportamentais que podem se relacionar ao desenvolvimento de
doencas a longo prazo. Um dos sistemas organicos mais vulneraveis as agressdes em periodos
iniciais da vida é o nervoso, especialmente por apresentar periodos criticos de
desenvolvimento. Os objetivos do presente estudo foram avaliar a maturacdo de controle da
ingestdo alimentar em ratos neonatos e o papel do sistema serotoninérgico nesse processo.
Foram avaliados o consumo alimentar, a expressdo génica dos sensores nutricionais e
neuropeptideos hipotalamicos e atividade encefalica em resposta a droga serotoninérgica. O
presente estudo foi dividido em duas partes: A) Estudo da expressdo dos sensores nutricionais
e peptideos hipotalamicos em resposta a ao estado de jejum e distenséo gastrica calérica ou
ndo. Os sensores nutricionais analisados foram o0 AMPK e 0 mTOR expressos no hipotalamo,
cuja ativacdo indica o nivel energético da célula. Dentre os peptideos analisados da via
orexigénica, temos 0 NPY e o AgRP e da anorexigénica o POMC e o CART. Utilizamos a
técnica da reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (PCR) para analise da expressdo
génica. B) Efeito da desnutricdo perinatal sobre a maturacao do controle serotoninérgico da
ingestdo alimentar. A literatura é vasta sobre as influéncias de manipulacdes perinatais sobre
o controle do comportamento alimentar, entretanto o estudo na vida neonatal é escasso. O
conhecimento da expressdao de mecanismos hipotalamicos de controle do comportamento
alimentar durante o periodo de lactacdo, bem como os efeitos de influéncias ambientais
adversas sobre estes, pode dar subsidios para possiveis intervencfes a fim de minimizar
consequéncias na vida adulta. Além disso, o sistema serotoninérgico tem se mostrado uma via

importante no controle o comportamento adulto, contudo pouco se sabe quando esse sistema
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passa atuar ativamente no controle da ingestdo alimentar. Para isto utilizamos a técnica de
imunohistoquimica para proteina c-Fos em resposta ao estimulo farmacologico e alimentar.
Os resultados do presente estudo estdo organizados em dois artigos cientificos originais
submetidos a publicacdo, intitulados e submetidos as seguintes revistas:
1) “Hypothalamic peptide and nutriente sensors gene expression in the hypothalamus of
neonatal rat”, submetido ao peridédico Developmental Neuroscience (Qualis A2).
2) “Effects of perinatal protein manlnutrition and fenfluramine action on food intake and
neuronal activation in the hypothalamus and raphe nuclei of neonate rat”, submetido

ao periodico Physiology & Behavior (Qualis A2).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Controle encefalico do comportamento alimentar e sensores energéticos

O comportamento alimentar é definido pela associacdo de fatores extrinsecos
(socioecondmicos, culturais) e intrinsecos (controle neural e metabdlico do organismo) do
individuo (LUTTER e NESTLER, 2009). Este comportamento pode ser distinguido entre dois
fendmenos, fome e apetite. A fome define a necessidade fisioldgica de se alimentar (LUTTER
e NESTLER, 2009), e quanto ao apetite refere-se ao desejo especifico por determinado
alimento (HILL et al., 1984). Esses processos sao controlados por dois mecanismos, um
homeostatico (Figura 1), centrado no hipotalamo e outro hedénico relacionado com o sistema
de recompensa alimentar (SHIN et al.,, 2009). Sendo o produto final entre a ingestdo
alimentar e o gasto energético definido como balango energético (JEQUIER e TAPPY, 1999).

O hipotalamo é estrutura do diencéfalo constituido de varios ndcleos. O
hipotdlamo divide-se em trés planos frontais: hipotalamo supra-optico contendo os ndcleos
supraquiasmatico, supra-Optico e paraventrivular; hipotalamo tuberal contendo os nucleos
ventromedial, dorsomedial e arqueado (ou infundibular); e hipotalamo mamilar contendo os
nacleos mamilar e posterior (DANIEL, 1976). Apesar de todos os nucleos hipotalamicos
estarem envolvidos no controle do apetite, dentre estes, 0 nlcleo arqueado (ARC) é area que
recebe muitos sinais periféricos integrando sinais de fome e de saciedade (SCHWARTZ et al.,
2000). Sinais periféricos hormonais, particularmente do trato gastrointestinal, convergem para
0 nucleo arqueado por este apresentar uma barreira hematoencefalica mais permedvel
(WYNNE et al., 2005).

No ARC estdo localizados os neurbnios de primeira ordem que co-expressam 0S

neuropeptidios orexigénicos: neuropeptideo Y (NPY) e a proteina relacionada ao gene agouti
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(AgRP), bem como 0s neuropeptideos anorexigénicos: pro-opiomelanocortina (POMC) e o
transcrito relacionado a cocaina e a anfetamina (CART) (BLOUET e SCHWARTZ, 2010). Os
axonios destes neurénios projetam-se para 0s neurdnios de segunda ordem localizados em
outros nucleos hipotalamicos, dentre estes, o nacleo paraventricular (PVN), onde s&o
secretadas as substancias anoréticas horménio liberador da tireotrofina (TRH), horménio
liberador da corticotropina (CRH), ocitocina, hipotalamo lateral (LH) e area perifornical, onde
sdo expressas as substancias orexigénicas hormonio concentrador de melanina (MCH) e
orexina (WYNNE et al., 2005). O ndcleo dorsomedial (DMH) recebe projecdes de NPY
originadas do ARC enquanto o ventromedial recebe projecGes de neurénios imunoreativos
para NPY, AgRP e POMC (WYNNE et al., 2005). Recentemente foi destacada a elevada
expressao do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) dentro no ndcleo ventromedial,
cuja expressdo promove acentuada reducdo da deprivacao alimentar (XU et al., 2003). Além
de todos esses sinais neurais, sinalizadores periféricos também sdo capazes de influenciar a
acdo do hipotalamo sobre o controle da ingestdo alimentar (VALASSI et al., 2008). Quando
os sinais da adiposidade, e de saciedade alcancam o ARC, os peptideos anoréticos sdo
liberados e ativam o circuito anabolico (VALASSI et al., 2008). Por outro lado, quando os
sinais da adiposidade estdo baixos e de fome elevados, o circuito catabdlico € ativado pela

liberagdo dos peptideos orexigénicos (VALASSI et al., 2008).
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Figural - Regulacéo da ingestdo alimentar: participacdo dos nucleos hipotalamicos e
diferentes estruturas periféricas sobre o controle homeostatico.

2

Tronco encefdlico

p © 4

DMH, Aﬁv

VMH,LH
NPY
ARCI AgRP

PYY

Figura adaptada do artigo “Gut hormones and the regulation of energy homeostasis ”, Murphy and Bloom,
NATURE, Vol 444, 2006.

Diferentes sinais sdo liberados perifericamente em resposta a fome ou a saciedade
(NASLUND e HELLSTROM, 2007). Estes sinais sdo divididos em dois grupos: a) Sinais de
adiposidade, leptina e adiponectina, liberadas pelo tecido adiposo e insulina pelo pancreas,
sdo considerados reguladores a longo prazo da ingestdo alimentar (NASLUND e
HELLSTROM, 2007). A leptina liberada na corrente sanguinea age diretamente no nucleo
arqueado do hipotalamo, estimulando neurbnios anorexigénicos que expressam POMC e
CART e inibe neur6nios orexigénicos que expressam NPY e AgRP, o que reduz a ingestao
alimentar (BASKIN et al., 1999). A adiponectina também liberada pelos adipdcitos é capaz

de estimular a saciedade através da acdo sobre o sistema de melacortinas presente
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principalmente no nucleo paraventricular do hipotdlamo (QI et al., 2004). Da mesma forma, a
insulina liberada pelas células beta do pancreas, em resposta aos niveis de glicose, é capaz de
inibir a ingestdo alimentar, através da estimulacdo de neurdnios anorexigénicos e inibicao de
orexigénicos (BASKIN et al., 1999). Tém-se a participacdo de sinais de fome e saciedade,
entre outros: ghrelina liberada pelas células oxinticas do estbmago em resposta a periodos de
jejum. A ghrelina é a substancia até o momento, liberada perifericamente, promove aumento
da ingestdo alimentar (GIL-CAMPOS et al., 2006). Ela age através do estimulo de neurénios
que expressdo peptideos orexigénicos (NPY/AgRP) (GIL-CAMPOS et al., 2006). A
colestocinina (CCK) € liberada pelas células duodenais, principalmente em resposta a
ingestdo de dietas gordurosas, age centralmente via nervo vago-nucleo trato solitario, através
de dois receptores CCKa e CCKb (DOCKRAY, 2012). A liberacdo de colestocinina promove
a reducdo da frequéncia e do tamanho da refeicdo (DOCKRAY, 2012). Outros peptideos
liberados em resposta a saciedade sdo oxintomodulina, polipeptideo pancreatico (PP),
Peptideo tirosina tirosina (PYY), Peptideo semelhante ao glucagon -1 (GLP-1) agem em curto
prazo estimulando o término da refeicdo (CHAUDHRI et al., 2008). A oxintomodulina é
liberada pelas células L do intestino em resposta a ingestdo alimentar e ao conteudo cal6rico
da refei¢do. O PYY é liberado pela células L do intestino, sob duas isoformas, PYY (1.3 €
PYY (. 36). A concentracdo de PYY é baixa durante o jejum aumentando rapidamente apos a
refeicdo, respondendo ativamente a ingestdo de gordura mais do que a de carboidrato e
proteina (DUCA et al., 2013). O PP é liberado pelas células pancreéaticas das ilhotas de
Langerhans, age diretamente no hipotdlamo e no tronco encefalico através do receptor RY4,
reduzindo a ingestdo alimentar (DUCA et al., 2013). O GLP-1 ¢é liberado pelo intestino, é
capaz de promover reducdo da ingestdo alimentar, suprime a secre¢do do glucagon, e retarda

0 esvaziamento gastrico (PARKER et al., 2014).
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Os neurdnios hipotalamicos respondem a este controle através da ativacdo de sensores
nutricionais, que sao capazes de indicar o nivel de energia da célula (Figura 2). Estes sensores
estdo expressos em diversos tipos celulares, como musculo esquelético, coragdo, figado,
tecido adiposo, células beta pancreéticas e especialmente no hipotdlamo (KIM e LEE, 2005).
O mTOR (The Mammaliam Target of Rapamycin) € uma proteina treonina-serina quinase
com importantes fungdes como sintese proteica, organizacao do citoesqueleto, diferenciacao
celular, desenvolvimento, sobrevivéncia e envelhecimento, sinalizador do crescimento celular
e do estado energético (MARTINEZ DE MORENTIN et al., 2014) (Figura 2). O mTOR
compreende dois complexos protéicos MTORC1 e mTORC2, cada um modulado por
diferentes estimulos (INOKI e GUAN, 2006). O mTORC1 € estimulado pelo stress, por
aminoacidos, niveis de energia (ATP), o mTORC2 por fatores de crescimento. Em
mamiferos, 0 mTORC1 funciona como um homodimero, com cada monémero como um
agredado de estruturas e proteinas funcionais diferentes, incluindo: a) uma subunidade
catalitica mTOR; b) PRAS40 (prolina-rica Akt substrato de 40 KDa); c) Raptor (proteina
reguladora associada do mTOR); d) mLST8 (mammaliam letal com Sec-13 proteina 8); €)
DEPTOR (DEP dominio proteina ligadora de mTOR). Todos estes componentes apresentam
importantes fungdes para a atividade quinase do mTORC1, entre estes podemos destacar 0
DEPTOR tendo acdo inibitéria da atividade do mTORC1. O mTORC2 é formado por 3
componentes, sdo eles: a) Rictor (rapamicina-insensivel a ligagdo do mTOR); b) mSinl
(proteina 1 mamifero estresse ativado quinase integrante); c) Protor (proteina ligante ao
Rictor). O Rictor é o ligante essencial para a formacdo do complexo mTOR2 e também como
substrato de ligacdo (MARTINEZ DE MORENTIN et al., 2014). Acredita-se que a
hiperatividade do mTOR?2 esteja relacionada com o surgimento de crescimento sem controle

de diferentes tipos celulares (ZHOU e HUANG, 2010).
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De maneira geral, 0 aumento ou a diminuicdo da atividade do mTOR pode levar ao
desenvolvimento de cancer, diabetes e obesidade. Ha relatos que o mTOR ¢é capaz de modular
o0s niveis de leptina e insulina (ROH et al., 2003; VANDER HAAR et al., 2007). O mTOR ¢
expresso no tadlamo, cértex, hipocampo e em ndcleos do hipotalamo (COTA et al., 2006),
especialmente no arqueado co-localizado em neurdnios que expressam NPY e POMC (COTA
et al., 2006). Devido a isso, evidéncias mostram que o0 mMTOR pode ser capaz de regular a
ingestdo alimentar. Os niveis de MTOR estdo relacionados com o aumento dos niveis de ATP
na célula. Desta forma, 0 mTOR pode sinalizar o balanco positivo do estado energético da
célula (MARTINEZ DE MORENTIN et al., 2014).

Um outro sensor nutricional € o AMPK (5’adenosine monophosphate-activated
protein kinase) uma serina/treonina quinase, que pode ser ativada em resposta ao estresse
ambiental ou nutricional, fatores como deplecdo dos niveis intracelulares de ATP, hipdxia,
hipoglicemia, infarto do miocardio e exercicio prolongado (STARK et al., 2013) (Figura 2).
através de vias metabdlicas, bem como da sintese de acidos graxos e esterois, e ativacdo da
producdo de ATP por vias catabodlicas, tal como oxidacdo de &cidos graxos (KIM e LEE,
2005). A regulacdo da atividade do AMPK se da por uma via complexa, envolvendo a
ativacdo alostérica pelo AMP, em resposta ao aumento intracelular da razdo AMP/ATP e da
fosforilacdo através modificacdo covalente via a cascata da AMPK quinase também ativado
alostericamente pelo AMP (RAMAMURTHY e RONNETT, 2012). No musculo esquelético
0 AMPK ¢ ativado durante o exercicio e contracdo muscular; aumentando a captacdo de
glicose através do recrutamento do GLUT4 ou através da regulacdo da expressdao do gene
glut4 (GOODYEAR e KAHN, 1998). A ativacdo de AMPK no hepatocito inibe a sintese de

acidos graxos e colesterol pela inativacdo das enzimas, acetil Co-A carborxilase e
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hidroximetilglutaril coA redutase (BEG et al., 1973). Nas celulas pancreaticas a alta
concentracdo de glicose diminui a atividade do AMPK (DA SILVA XAVIER et al., 2000).
Uma das acdes do AMPK nas celulas beta pancreéaticas seria diminuir a secrecao de insulina
(DA SILVA XAVIER et al., 2003).

No hipotdlamo o aumento da ativacao de neurénios orexigénicos (AgRP) ativa AMPK
(MINOKOSHI et al., 2008). Horménios periféricos anorexigénicos como leptina e insulina
diminuem a atividade do AMPK no nucleo arqueado e no paraventricular, enquanto que a
ghrelina é capaz de aumentar a atividade do AMPK (KAHN et al., 2005). O estado
nutricional modula a atividade do AMPK, o jejum ou a hipoglicemia aumenta sua atividade,
enquanto que re-alimentacdo e a hiperglicemia diminuem a atividade do AMPK (KAHN et
al., 2005). Ou seja, 0 AMPK esta relacionado com o balanco energético negativo da célula
(KAHN et al., 2005). Ambos os sensores funcionam como gatilhos para iniciar ou parar o
processo de ingestdo alimentar, através da modulacdo de peptideos hipotalamicos orexigenos
e anorexigenos (COTA et al., 2006; PIMENTEL et al., 2013). O mTOR consequentemente
induz a reducdo da ingestdo de alimentos e por outro lado o AMPK induz o aumento do

consumo (COTA et al., 2006; PIMENTEL et al., 2013).
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Figura 2 - Apresentacdo de estimulos e da via sinalizacao celular dos sensores nutricionais
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Figura retirada e adaptada do site: http://www.cisbio.com/usa/drug-discovery/phospho-ampk-thr172-total-ampk-
cellular-assay-kits.

Além do controle homeostatico responsavel pelos processos de fome e saciedade,
existe no encéfalo o controle heddnico do comportamento alimentar (BERTHOUD, 2006). O
controle hedénico € realizado pelo sistema de recompensa, que coordena a ingestdo dos
alimentos palataveis ou comfort foods (GIBSON, 2012). Um alimento palatavel é prazeroso e
estimula de forma positiva o sistema gustatorio (YAMAMOTO, 2008). As informacdes da
palatabilidade sdo processadas em receptores distintos distribuidos nas papilas linguais. A

informacdo de cada célula converge para o sistema nervoso central, onde serdo gerados a
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percepcdo cognitiva e 0s aspectos emocionais da informacgdo palatavel (YAMAMOTO,
2008). A integracdo dos estimulos palatdveis dos alimentos compete ao sistema de
recompensa alimentar formado por diferentes estruturas encefalicas que compreendem, entre
outras, a area tegmentar ventral, o nucleo accumbens, estriado, amigdala, hipocampo, insula,
cortex oOrbito-frontal, hipotalamo lateral (KENNY/, 2011) .

Cada estrutura do sistema de recompensa coordena de forma sincronizada a
informacdo de palatabilidade do alimento, entre outras funcdes. A area tegmentar ventral e o
nicleo accumbens sdo responsaveis pela regulacdo de aspectos motivacionais e propriedades
de incentivo de alimento (FALLON et al., 2007). O cortex Orbito-frontal e amigdala
codificam a informacao relacionada com o valor de recompensa do alimento (BAXTER e
MURRAY, 2002; KRINGELBACH et al., 2003). A insula processa a informacéo relacionada
ao paladar e seu valor hedbnico (SMALL, 2010). O hipotalamo lateral seria 0 mediador entre
0 controle homeostéatico e heddnico em resposta a palatabilidade e o comportamento de busca
do alimento (COONS et al., 1965).

Embora haja uma divisdo entre controle homeostatico e ndo homeostético do
comportamento alimentar, o tipo de alimento determina a via que sera estimulada em
detrimento a outra (BERTHOUD, 2006). A palatabilidade e as caracteristicas organolépticas
do alimento sdo preponderantes para estimular a via hedénica (sistema de recompensa), por
outro lado o estado metabdlico do individuo, jejum ou alimentado estimulam a via
homeostatica, prevalecendo assim o controle hipotalamico (KELLEY et al., 2005).
Entretanto, foi visto que mesmo no estado alimentado, humanos séo capazes de ingerir
determinadas substancias com base apenas no estimulo palatavel ou resposta de recompensa
(HAASE et al., 2009). Podemos assim, inferir que um controle pode sobrepor um ao outro em

resposta ao estimulo alimentar.
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2.2 Serotonina e controle do comportamento alimentar homeostético

A serotonina € sintetizada a partir do aminoacido essencial triptofano. Sua sintese
tem inicio quando o triptofano proveniente da dieta € convertido a 5-hidroxitriptofano (5-
HTP) através de uma hidroxilacdo no carbono 5 do anel aromatico pela triptofano hidroxilase,
enzima limitante para a sintese de serotonina (JORGENSEN, 2007). O 5-HTP é entdo
descarboxilado por uma enzima descarboxilase inespecifica (L-aminoacido aromatico
descaboxilase) a 5-hidroxitriptamina (5-HT) ou serotonina (Figura 3) (JORGENSEN, 2007).
Apds sua sintese, a serotonina é armazenada em vesiculas através do transportador vesicular
de monoaminas (VMAT) dentro das células produtoras e sera liberada quando houver influxo
de calcio (despolarizacdo da membrana) na célula (BORUE et al., 2007). A principal rota de
metabolizacdo da serotonina € atraveés da enzima monoaminooxidase (MAO), sendo a sua
isoforma MAO-A, a principal responsavel por essa degradacdo (HAMON M, 1982). A MAO-
B representa apenas uma pequena parte e esta localizada nas plaquetas. O principal metabélito
da serotonina é o acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) que € excretado na urina (HAMON
M, 1982). Apos ser liberada na fenda sinaptica depois da despolarizacdo neuronal, a
serotonina pode se ligar a um de seus receptores no neurdnio pds-sindptico ou ao seu auto-
receptor (5-HT1a1p) NO neurdnio pré-sinaptico (LANFUMEY e HAMON, 2000). A ligacao
da serotonina ao seu auto-receptor bloqueia a liberacdo de serotonina na fenda sinaptica
através de um mecanismo de feedback negativo (LANFUMEY e HAMON, 2000). A proteina
de recaptacdo de serotonina (SERT) pertence a uma classe de monoaminas transportadoras
especificas (transportadores transmembrana sédio-dependentes) e esté localizada no terminal
pré-sindptico dos neurdnios serotoninergicos (SCHLOSS e WILLIAMS, 1998). A SERT ¢

responsavel pela remocéao da serotonina da fenda sinaptica (SCHLOSS e WILLIAMS, 1998).
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Uma vez de volta ao neurdnio, a serotonina € armazenada em vesiculas pela VMAT para

evitar sua degradacgéo que ocorre no citosol neuronal pela MAO.

Figura 3 - Etapas da sintese e metabolismo da serotonina dentro de um neurdnio
serotoninérgico.
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VMAT- transportador vesicular de monoaminas, MAO-monoaminooxidase. Figura retirada do livro Principios
de Farmacologia: A Base Fisiopatoldgica da Farmacoterapia, 2009.

Estruturalmente os neurdnios serotoninérgicos se dispdem ao longo do tronco
encefalico, denominados ndcleos da rafe. O médico e histologista Ramon y Cajal em 1911
descreveu estruturas neuronais grandes, multipolares e de projecGes indefinidas que
formavam agregados na linha mediana do tronco encefalico e que apresentavam projecoes
axonais extensas (RAMON y CAJAL, 1911). Estudos citoarquitetdnicos em gatos, algumas
décadas depois, descreveram pela primeira vez os nucleos da rafe (TABER et al., 1960). Esses
nucleos sdo em numero de oito, assim denominados no sentido rostro-caudal: ndcleo linear

rostral da rafe (RLi), linear caudal da rafe (CLi), dorsal da rafe (DR), mediano da rafe (MnR),
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pontino da rafe (PnR), magno da rafe (MgR), palido (Rpa) e obscuro da rafe (Rob) (TABER et
al., 1960; DAHLSTROEM e FUXE, 1964). Os grupos de neurdnios de 5-HT foram
classificados alfanumericamente, no sentido caudal-rostral, de B1-B9 em ratos
(DAHLSTROEM e FUXE, 1964), podendo ser correlacionados com os nucleos da rafe
(Figura 4).

Figura 4 - Representacdo das projecdes encefalicas do sistema serotoninérgico em roedores,

em corte sagital. A figura mostra fibras representativas indicando vias serotonérgicas
cerebrais do rato em diferentes cores.

J——

O grupo celular (B1-9) esta representado nas areas em azul. Abreviacdes: 3V, terceiro ventriculo; 4V, quarto
ventriculo; ACC, cortex anterior cingulado; Ag, aqueduto; ARC, nicleo hipotaldmico arqueado; DR; nucleo
dorsal da rafe; FC, cértex frontal; ml, leminisco medial; NAcc; nicleo accumbens; NTS, nucleo do trato
solitério; PAG, substancia cinzenta periaquedutal; PVH, ndcleo hipotalamico paraventricular; RMg, ndcleo
magno da rafe; RMn, nlcleo mediano da rafe; Rob, nucleo obscuro da rafe; RPa, nicleo pélido da rafe; SC,
medula espinhal; V1, cértex visual primario (Lam & Heisler, 2007).

Sobre o controle central do comportamento alimentar, o neurotransmissor
serotonina atua no hipotalamo para desencadear a saciedade (BLUNDELL et al., 1976;
BLUNDELL e HILL, 1987; HALFORD et al., 2005). A serotonina no hipotalamo exerce
funcdo na selecdo de macronutrientes, no tamanho da refeicdo e no peso corporal
(LEIBOWITZ et al., 1989; LEIBOWITZ e ALEXANDER, 1998). Foi visto que a aplicacéo
crénica de fluoxetina foi capaz de reduzir o consumo de proteina e lipidio mais ndo de
carboidrato, mostrando a capacidade da via serotoninérgica na selecdo dos macronutrientes

(HEISLER et al., 1997). Os niveis de serotonina nas sinapses sdo regulados via recaptacéo de
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serotonina através da SERT, que a recolocam no interior do neurénio pré-sinaptico (BORUE
et al., 2007). Os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRS) atuam sobre a SERT

aumentando a disponibilidade extracelular de 5-HT e potencializando a via serotoninérgica.

A serotonina apresenta 7 tipos (5-HTi7) e 14 subtipos (5-HTia, 5-HTip) de
receptores atualmente caracterizados (NICHOLS e NICHOLS, 2008). Os principais subtipos
envolvidos no controle do comportamento alimentar no hipotalamo sdo o 5-HTig e 5-HT,¢c
(DOURISH et al., 1989). Elevadas concentracdes do receptor 5-HT;g sdo encontradas nos
nacleos hipotaldmicos paraventricular, ventromedial e arqueado, importantes areas para o
controle da ingestdo alimentar (SIMANSKY e NICKLOUS, 2002). A administracdo do
agonista seletivo 5-HT1g (CP-94,253) reduz a ingestdo alimentar e adianta o ponto de
saciedade em ratos e camundongos (HALFORD e BLUNDELL, 1996; DE VRY e
SCHREIBER, 2000; LEE et al., 2002). Os receptores 5-HT,¢ sdo expressos por todo o SNC e
no hipotdlamo se concentram no nicleo arqueado (WRIGHT et al., 1995; HEISLER et al.,
2006). Quando aplica-se o agonista 5-HT,c (RO-0175) ocorre reducdo do tamanho da refeicao
(CLIFTON et al., 2000). Em importante estudo, verificou-se a localiza¢do e acdo desses dois
receptores no nucleo arqueado do hipotdlamo sobre neurdnios produtores de peptideos
orexigénicos (NPY e AgRP) e anorexigénicos (POMC e CART) (HEISLER et al., 2006)
(Figura 5). O receptor 5-HT; estar localizado no corpo de neurdnios orexigénicos e em suas
extensdes inibitorias sobre os neur6nios anorexigénicos (HEISLER et al., 2006). Quando
estimulado, o receptor 5-HT;g hiperpolariza esses dois alvos inibindo a liberacdo de NPY e
AgRP. Por outro lado, o receptor 5-HT,c estar localizado no corpo de neurdnios
anorexigénicos. Sua estimulacdo promove despolarizacdo neuronal e liberacdo de POMC e
CART. Essa acdo conjunta dos dois receptores 5-HT é um potente inibidor do consumo

alimentar (HEISLER et al., 2006).
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Figura 5 - Representacdo esquematica dos sitios de acdo da serotonina sobre a via das
melanocortinas

5-HT 2CR

Neuron, 2006 (51), 239 249.

2.3 Desenvolvimento do sistema nervoso central e mecanismos de controle da ingestdo
alimentar

A maturacdo do sistema de controle da ingestdo alimentar pode se moldar em
correspondéncia ao ambiente nutricional, direcionando, assim, o padrdo maduro de controle
do consumo e armazenamento de energia (LOPES DE SOUZA et al., 2008; OROZCO-
SOLIS et al., 2010). Entre a nona e décima semana de gestacdo, no homem, ocorre 0
desenvolvimento do hipotalamo a partir da proliferacdo de células da zona germinal adjacente
das paredes do Il ventriculo (KOUTCHEROV et al., 2003) e a partir da segunda metade da
gestacdo (E16), no rato (HYYPPA, 1969). Um dos primeiros nucleos a aparecer é o
supraquiasmatico (E17), o paraventricular (E18) e o arqueado diferencia-se no 1°dia pos-
natal, embora sua estrutura surja assim como o ventromedial no 18° dia (18E) (HYYPPA,
1969). Estudos anatdbmicos descrevem que a partir do segundo dia pds-natal o hipotalamo é
capaz de expressar c-Fos (marcador de atividade neuronal) por estimulo de solucéo salina

(BLUMBERG et al., 2006). No entanto, a integracdo das vias hipotalamicas de controle do
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comportamento alimentar ainda ndo estd estabelecida em toda sua complexidade ao
nascimento (WELLER et al., 1997). Estudos nesse tema tém investigado as respostas a sinais
poOs-ingestivos e sua integracdo com o hipotdlamo para efetividade do controle do
comportamento alimentar (HALL e BRUNO, 1984; WELLER et al., 1997).

Com um dia de , o rato ja € capaz de discriminar o que é reforco alimentar de
apetite, pois mesmo com a imaturidade do encéfalo, o rato é capaz de condicionar-se aos
odores aversivos e inibir a resposta de aprendizado alimentar (JOHANSON e HALL, 1979).
Nos primeiros dias de vida, no rato, o principal mediador para saciedade e fome é a
informacdo de enchimento ou esvaziamento gastrico, respectivamente (HOUPT e EPSTEIN,
1973). Considerando que ratos tém periodo de lactacdo de vinte e um dias, a capacidade de
regular a ingestdo de solucdo de glicose a curto prazo apenas aparece aos seis dias de vida
(HALL e BRUNO, 1984). Aos seis dias de vida, o experimento revelou que existe dois modos
de controle de ingestdo alimentar um a curto prazo baseado no nivel de hidratacdo (initial
willingness) e outro a longo prazo dependente de enchimento gastrico (gastric filling) (HALL
e BRUNO, 1984). Aos doze dias de idade foi observado que pré-cargas de solucGes
hipertdnicas de glicose e maltose reduzem a ingestéo através de mecanismos pré-absortivos
orosensoriais, gastricos e intestinais interferindo especialmente no tamanho da refeicdo
(WELLER et al., 1996). A resposta de saciedade ao consumo de lipidios ocorre a partir do
décimo quinto dia de vida (WELLER et al., 1997). Para a resposta a ingestdo de lipidios é
necessaria a mediacao de fibras vagais e liberacdo de CCK pelo intestino, o que ocorre por
derivados da digestdo de proteinas (peptonas), mecanismos p0s-ingestivos, aparecem entre
13° e 18° dia pos-natal (WELLER e TSITOLOVSKYA, 2004). O aparecimento relativamente

tardio do controle da ingestdo pos-natal pode ser consequéncia dos eventos ocorridos durante
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0 desenvolvimento do sistema nervoso que se inicia na gestacdo até o 35° dia de vida pds-
natal do rato (MORGANE et al., 1993).

Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, 0s primeiros neurdnios
serotoninérgicos surgem a partir da quinta semana de gestacdo no encéfalo de humanos
(SUNDSTROM et al., 1993; LEVALLOIS et al., 1997), apresentando sua organizacgdo tipica
nos nudcleos da rafe por volta da décima quinta semana (TAKAHASHI et al., 1986). Nos
ratos, 0s primeiros neurdnios serotoninérgicos aparecem entre o décimo e o décimo quarto dia
da gestacdo (LAUDER e BLOOM, 1974). Recentemente foi descrito a presenca dos
componentes do sistema serotoninérgico na placenta, sendo esta a responsavel pela presenca
de serotonina no encéfalo do feto antes do desenvolvimento dos neurdnios serotoninérgicos
(BONNIN et al., 2011). O surgimento precoce dos neurdnios serotoninérgicos e sua larga
distribuicdo de terminais evidenciam a funcdo essencial desempenhada por esse
neurotransmissor no desenvolvimento e crescimento do encéfalo, sinaptogénese e
sobrevivéncia celular (LAUDER e BLOOM, 1974; WHITAKER-AZMITIA, 2001; GASPAR
et al., 2003). Durante este periodo, 0s neur6nios de 5-HT seguem diferentes vias migratorias
para formar os varios nucleos da rafe no mesencéfalo, na ponte e na medula, emitindo
projecOes axonais originando 0s grupos de projecdo ascendente e descendente de 5-HT,
formando conexdes sindpticas com os circuitos alvos (FOX e DENERIS, 2012). Os
mecanismos de auto-regulacdo através dos auto-receptores 5-HT;a € 5HT;g estdo presentes
em neur6nios serotoninérgicos no 14° dia gestacional na regido rostral da rafe (HERY et al.,
1999). Além disso, o armazenamento e liberagdo de 5-HT foram detectados no 16° dia
gestacional em projec¢des serotoninérgicas para o hipotalamo (UGRUMOV et al., 1989)

A funcdo da serotonina sobre o controle do comportamento alimentar no periodo

neonatal inicial parece ser diferente daquele observado em individuos adultos (KIRSTEIN e
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SPEAR, 1988). No entanto sdo escassas as informacdes a cerca desse fenémeno e,
particularmente, da funcdo que a serotonina pode exercer na maturacdo dos mecanismos de
controle do comportamento alimentar. Durante o periodo de lactacdo, a serotonina parece
exercer papel estimulador do comportamento de succ¢do até o nono dia de lactagdo (NOCK et
al., 1978). Apo0s este periodo, a serotonina apresenta sua funcdo de inibicdo do consumo
alimentar favorecendo a transicdo entre aleitamento e ingestdo de alimentos sélidos
(KIRSTEIN e SPEAR, 1988; FRAMBES et al., 1990; SPEAR et al., 1991; SPEAR et al.,
1994; JACQZ-AIGRAIN e KOREN, 2005). Agonistas dos receptores 5-HT14 reduzem a
transmissdo serotoninérgica e aumentam o consumo alimentar em ratos adultos (LOPEZ-
ALONSO et al., 2007). Esse agonista aumentou o consumo de leite em ratos pré-desmame
(17-18 dias de vida), mas ndo em ratos recém-nascidos (3-4 dias de idade) (SPEAR et al.,
1991). Este estudo sugere que na idade de 3-4 dias, 0s auto-receptores 5-HT;a ainda néo
estejam ativos para exercer sua funcao sobre o consumo de leite (SPEAR et al., 1991).

Os agonistas dos receptores 5-HT1g € 5-HT2 apresentam também diferentes efeitos
sobre o comportamento de succ¢do em ratos a depender do periodo de aleitamento (FRAMBES
et al., 1990). A utilizagdo do mCPP (agonista de 5-HT;g) aumenta mouthing behavior, ou seja
a frequéncia de movimentos com os labios na presenca de leite, consequentemente aumenta a
succdo (FRAMBES et al., 1990). Este efeito com o agonista 5-HT2 s6 é visto em neonatos,
mas nao em ratos pré-desmame (KIRSTEIN e SPEAR, 1988). Demonstrando que 0S
receptores serotoninérgicos apresentam funcgdes diferenciadas ao longo da maturacdo do
comportamento de succdo. Portanto, 0s mecanismos subjacentes a maturacdo do

comportamento alimentar via sistema serotoninérgico ainda permanecem pouco conhecidos.
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2.4 Desnutricao Perinatal e Comportamento Alimentar

Desnutricdo e méa-nutricdo sdo termos distintos (SHETTY, 2003). O termo desnutri¢do
é usado para se referir geralmente a deficiéncia energética do estado nutricional, mas
também pode implicar subalimentacdo, enquanto ma-nutricdo refere-se a todos os desvios
do estado nutricional adequado e ideal, incluindo subnutricdo energética e nutricdo em
excesso (obesidade é uma forma de ma-nutricdo) (SHETTY, 2003). A ma-nutricdo decorre
da deficiéncia de nutrientes especificos ou de propor¢des inadequadas de alimentos, por
exemplo, deficiéncias de vitaminas ou sais minerais (SHETTY, 2003).

A desnutricdo € causada principalmente por uma ingestdo inadequada de energia da
dieta ou de macronutrientes especificos, independente de qualquer outro fator limitante,
como por exemplo, a auséncia de vitaminas e sais minerais (SHETTY, 2003). As causas
comuns da desnutricdo sdo: jejum prolongado, reducdo na disponibilidade de alimentos
(causados por periodos de guerra, pobreza, fome ou conflitos); desordens intestinais
(dificuldade de absorcdo de nutrientes, parasitose e infeccBes); patologias (doencas
inflamatdrias) (SHETTY, 2003).

A ocorréncia de deficiéncias nutricionais no inicio da vida é relacionado com
alteracdes morfofuncionais permanentes do organismo. Morgane e colaboradores (1993),
propuseram o conceito de periodo critico do sistema nervoso, afirmando que durante o
desenvolvimento perinatal havia fases de maior vulnerabilidade a agressdes com repercussoes
permanentes na vida adulta (MORGANE et al., 1993). Estes periodos compreendem ao maior
pico de desenvolvimento e crescimento encefalico, envolvendo processos como mielinizagéo,
neurogénese, diferenciacdo e migracdo neuronal (MORGANE et al., 2002). Em ratos este
periodo de vulnerabilidade compreende a gestacdo, lactacdo ate por volta dos 35 dias de vida

pos-natal do animal (MORGANE et al., 2002).
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A literatura é vasta quanto as diferentes repercussées da desnutricdo perinatal sobre as
funcbes encefalicas e consequente expressdo do comportamento. Animais desnutridos
apresentam atraso nos mecanismos de memoria e aprendizado (VALADARES et al., 2010),
relacionados com alteragdes da estrutura do hipocampo assim como na proliferacdo de
neuronios (LUKOYANOV e ANDRADE, 2000; MATOS et al., 2011); retardo no
aparecimento de reflexos e respostas motoras; alteracao da maturagdo somatica (BELLUSCIO
et al., 2014); hiporresponsividade a farmacos (BARRETO-MEDEIROS et al., 2004); maior
vulnerabilidade a ansiedade de depressdo (BELLUSCIO et al., 2014). Também apresentam
modificagdes em diferentes niveis de controle do comportamento alimentar (LOPES DE
SOUZA et al., 2008).

Como falado anteriormente, o hipotdlamo é a estutura encefalica responsavel pelo
controle da ingestdo de alimento e consequente balanco energético (MORTON et al., 2006).
Em animais submentidos a desnutricao foi observado retardo na resposta de saciedade na vida
adulta (OROZCO-SOLIS et al., 2009). Estudos demonstram que a expressao de peptideos
hipotalamicos esta alterada nesses organismos. Foi visto que em condi¢des pos-prandiais ha
diminuicdo da expressdao de NPY e AgRP, seja o0 periodo de manipulagdo nutricional com
restricdo protéica a gestacdo ou perinatal (COUPE et al., 2009). Mas ndo houve diferencas
entre o estado de jejum e pos-prandial, sobre a expressao de POMC, em animais com dieta
restrita na gestacdo (COUPE et al., 2009). Quanto a expressdo de CART reduziu no jejum, e
aumentou no periodo de realimentacdo (COUPE et al., 2009). Esses animais com restricdo
apenas na gestacdo ndo apresentaram retardo do ponto de saciedade nem aumento do tamanho
da refeicdo (COUPE et al., 2009). Em outro estudo com desnutri¢do perinatal foi visto que a
expressao génica no hipotalamo de peptideos orexigenos (NPY e AgRP) aumenta aos 35 dias

de vida, enquanto a expressdo peptideos anorexigénico (POMC) reduziu, mas ndo houve
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modificacdo do CART (OROZCO-SOLIS et al., 2009). Neste trabalho também foi observado
que os animais desnutridos apresentaram retardo no ponto de saciedade, e se apresentaram
hiperfagicos com um padrdo de circadiano alimentar alterado com aumento da ingestéo
alimentar, tanto durante o ciclo claro quanto no escuro (OROZCO-SOLIS et al., 2009). A
restricdo proteica durante o periodo perinatal também € capaz de modificar a expressao
circadiana de peptideos hipotalamicos (OROZCO-SOLIS et al., 2011). A expressdo de NPY
se encontra em alta no ciclo claro e de AgRP, tanto no claro quanto no escuro (OROZCO-
SOLIS et al., 2011). Enquanto que as expressdes circadianas de POMC e CART estdo em
baixa nas duas fases do ciclo (OROZCO-SOLIS et al., 2011). Também foi analisado a
expressao de dois genes-relogios no hipotdlamo, o BMAL e o PER1, e nos animais
desnutridos ndo foi detectado um ritmo padrdo de expressao dos genes-relogios analisados
(OROZCO-SOLIS et al., 2011). Estes genes relogios estdo envolvidos na regulacdo de
diferentes mecanismos metabolicos entre eles a sintese de glicose e lipidios (MAURY et al.,
2010).

A desnutricdo também é capaz de modificar os niveis plasmaticos de substancias
liberadas por tecidos periféricos, assim como sua ac¢do dentro do hipotalamo, repercurtindo
sobre a ingestdo alimentar destes organismos (MANUEL-APOLINAR et al., 2010). Os niveis
plasmaéticos de leptina estdo aumentados, assim como o nivel de expressdo do receptor Ob-Rb
em neurdnios do hipotalamicos (MANUEL-APOLINAR et al., 2010). Mas alguns autores
afirmam que haja deficiéncia ou reducdo da sensibilidade da leptina sobre seu receptor
(MITCHELL et al., 2009). O trato gastrointestinal libera peptideos que sinalizam o estado
energético do organismo (KONTUREK et al., 2004). Foi visto que a restricdo alimentar
durante a primeira semana de gestacdo em ratos, foi capaz de aumentar os niveis plasmaticos

e a expressdo génica de ghrelina no estbmago, tanto em animais com 1 dia pos-natal como na



37

vida adulta (NAGATA et al.,, 2011). A expressdo e 0s niveis plasmaticos de peptideos
anoréticos como PYY e CCK, aumentou nos neonatos mais reduziu na vida adulta
(NAGATA et al., 2011). Estes resultados sugerem que a restricdo alimentar em fases precoces
da vida é capaz de alterar a expressdo de peptideos do TGl (NAGATA et al., 2011). Da
mesma forma, a desnutricdo é capaz de aumentar os niveis de serotonina encefélica, da fracéo
livre de L-triptofano, e niveis da triptofano hidroxilase (MANJARREZ et al., 1988;
MANJARREZ et al., 2003). Embora haja aumento dos niveis do neurotransmissor, associado
a isso ocorre hiporesponsividade do receptor 5-HT1g, 0 que pode levar ao comprometimento
na resposta de saciedade (LOPES DE SOUZA et al., 2008).

Outras areas encefalicas podem sofrer modificacbes pela desnutricdo seja
morfoldgicas ou funcionais. O ndcleo do trato do trato solitario € um dos responsaveis pelo
controle da duracdo e o tamanho da refeicdo, além de responder a sinais hormonais e
mecanicos da periferia em estado de jejum ou alimentado (RINAMAN, 2010). Ao se avaliar o
efeito da desnutricdo perinatal sobre ativacdo de neurdnios, no ndcleo rostral e medial do
NTS, foi observado que tanto aos 35 dias e 180 dias de vida, os animais desnutridos
apresentaram maior ativagdo neuronal quando comparados ao grupo controle (LIRA et al.,
2014). Estes dados foram correlacionados ao retardo no disparo de saciedade, no aumento do
tamanho e na duracéo da refeicdo dos animais desnutridos (LIRA et al., 2014). Esses dados,
nos revela a vulnerabilidade do NTS a desnutricdo no inicio da vida com repercussdes
permanentes na vida adulta, o que pode comprometer permanentemente o padréo de ingestéo
alimentar.

Estes resultados, em conjunto, confirmam que a desnutri¢do ou restricdo em periodos
de vulnerabilidade do sistema nervoso compromentem diferentes niveis de controle do

comportamento alimentar.
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3 JUSTIFICATIVA

Os estudos em idades precoces sdo escassos quanto a andlise da maturacdo do
comportamento alimentar. Com base nos tdpicos apresentados na revisdo de literatura
entendemos que a investigagcdo da maturagcdo do comportamento alimentar pode constituir
ferramenta fundamental para o entendimento de como os eventos morfoldgicos e funcionais
que circundam o controle da ingestdo alimentar se desenvolvem para a consolidagéo de um
padrdo maduro. Outros pontos importantes foram a participagdo do sistema serotoninérgico e
como a desnutricdo afetam a consolidacdo desse processo. Portanto nosso estudo teve como
objetivo avaliar o controle hipotaldmico e serotoninérgico do comportamento alimentar em

ratos neonatos submetidos a desnutricdo perinatal ou nao.

4 HIPOTESES

1) Ratos neonatos normonutridos apresentam maturacdo tardia dos sensores
nutricionais mas respondem precocemente aos estimulos de fome e saciedade por acdo dos

peptideos hipotaldmicos.

2) A acdo do sistema serotoninérgico é determinante para a maturacdo dos
mecanismos de saciedade no periodo de lactacdo e pode ser dessensibilizada em organismos

com desnutricéo.
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5 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o controle hipotalamico e serotoninérgico do comportamento alimentar em ratos

neonatos submetidos a desnutri¢do perinatal ou néo.

Objetivos Especificos

v Analisar a expressdo génica dos sensores nutricionais AMPK/mTOR e dos
neuropeptideos NPY/AgRP e POMC/CART no hipotdlamo de ratos neonatos
normonutridos aos 10 e 18 dias de idade em resposta aos estimulos: jejum, carga
gastrica ndo caldrica ou leite.

v Analisar o efeito da desnutricdo perinatal sobre o consumo de leite em resposta a
fenfluramina nas idades de 10 e 18 dias de vida.

v Verificar os efeitos da desnutricdo sobre a ativagdo neuronal nos nucleos
hipotalamicos e nucleos da rafe em resposta a fenfluramina nas idades de 10 e 18 dias

de vida.
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6 METODOS

6.1 Animais

Todos os experimentos receberam aprovacdo do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (Concea) n° do processo 23076.026104/2012-16 (UFPE). Foram
utilizadas ratas albinas (200-250g de peso corporal) da linhagem Wistar (Rattus norvergicus)
provenientes do Biotério de Criacdo do Departamento de Nutrigdo da Universidade Federal de
Pernambuco. A partir do diagnéstico as ratas prenhas foram transferidas para gaiolas
individuais, e durante a gestacdo e lactagdo, no experimento 1: receberam dietas isocaldricas
(normoprotéica com 17% de proteina, n=10). E para o experimento 2: foram utilizadas dietas
com diferentes concentracbes de proteina, dieta normoprotéica com 17% de proteina (n=8)
ou dieta hipoprotéica com 8% de proteina (n=8). Ap6s o nascimento dos filhotes foi realizada
a sexagem para a formacdo das ninhadas com 8 filhotes por mae, na proporgdo de 4:4
(macho:fémea). Durante todo o experimento, 0s animais foram mantidos em condicdes padréo
de biotério temperatura de 22 + 1°C, sob ciclo claro/escuro invertido de 12 horas, luz acesa as

18 horas), recebendo racdo e agua ad libitum.

6.2 Experimento 1

Grupos Experimentais

As gestantes normonutridas (dieta 17% de proteina) deram origem as ninhadas que
foram utilizadas para os experimentos aos 10 e 18 dias pos-natais, formados o0s grupos
experimentais: Controle, Fasting, Gavage, Water e Milk segundo as manipulac6es: Controle -
sem manipulagdo, n=5; Fasting — jejum de 6 horas (6:40 a.m - 12:40 p.m) , n=5; Gavage —

gavagem sem introducdo de contetdo, n=5; Water — jejum mais gavagem de agua , n=5;
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Milk: jejum mais gavagem de leite artificial de rata (Wombaroo TM®, Glen Osmond, South
Australia), n=5. Cada grupo foi composto por no maximo 2 ratos de cada ninhada. Os
animais durante o jejum ficaram em incubadora, com temperatura controlada de
aproximadamente 33°C. As solucdes administradas por gavagem corresponderam a 5% do
peso corporal do animal. Ap6s 20 minutos das manipulacgdes, os animais foram decapitados, o

hipotdlamo removido e armazenado em -80°C para posteriores analises moleculares.

Anélise de PCR-Quantitativo em tempo real

O RNA total foi isolado seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante Invitrogen e,
logo ap6s, a quantidade e qualidade do RNA purificado foi avaliada utilizando um
espectrofotdbmetro NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific, EUA). Depois, 0 RNA foi tratado
com tampéo de Wipeout gDNA (Qiagen ®, Hilden, Alemanha) para remover eficazmente a
contaminacdo do DNA gendmico durante 2 min a 42 °C e armazenado em gelo. Depois 2,0 ng
de RNA purificado foram transcritos utilizando o kit de transcricdo reversa QuantiTect
(Qiagen ®, Hilden, Alemanha), a 42°C durante 15 min e a enzima foi inativada a 95°C
durante 3 minutos, no volume total de 20 pul em agua livre de RNase. A preparagdo de cDNA
foi, em seguida, armazenada a -20 °C até sua utilizagdo. Logo apos, 5 pl de cada amostra de
cDNA diluido foram utilizados como fita molde (template) para a amplificacdo por PCR
usando SYBRGreen (Qiagen ®, Hilden, Alemanha) como corante e instrumento o
termociclador: o Real-Time PCR - Rotor-Gene HRM 2Plex (Qiagen ®, Hilden, Alemanha)
como sistema de deteccdo. Pardmetros de PCR foram: inicialmente desnhaturacdo de 5 min a
95°C, seguido de 45 ciclos de 5 segundos a 95°C e 10s a 60°C. Os primers utilizados para a

amplificacdo estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 1: Primers utilizados para analise de expressdo génica

Primers Forward Reverse
ampkla 5-TTGCGTGTGCGAAGGAAGAAC-3’ 5-TGGAGTAGCAGTCCCTGATTTGG-3’
mtor  5’-ACCAATTATACTCGCTCCCTG-3’ 5-CATAGCAACCTCAAAGCAGCT-3’
npy 5-GTGGACTGACCCCTCTATC-3’ 5-ATGAGATTGATGTAGTGTCGCAGAG-3’
agrp  5°-CGTGCTACTGCCGCT TCTTC-3 5°-CCCTGCCTTTGCCCAACATC-3’

cart 5’-CCTACT GCTGCTGCTGCTACCTTTG-3’ 5’-CCGAAGTTGCCGCCTTGG-3’
Pomc  5-GAGGTTAAGGAGCAGTGACTAAGAG-3* 5’-GTAGCAGAATCT CGCCATCTTCC-3’
p-actina 5’ -ACGGTCAGGTCATCACTATCG-3’ 5’ - CAGCACTGTGTTGGCATAGAG-3’

Os valores-limite de ciclo foram determinados a partir de parcelas de fluorescéncia
normalizada versus o nimero de ciclos PCR durante a amplificacdo exponencial. As curvas
padrao para todas as amplificagdes de “primers” foram geradas tragando-se 0s valores médios
do ciclo de limiar em fun¢do do logaritmo da quantidade de moléculas do molde alvo. Todas
as quantificagdes foram normalizadas para o gene de controle interno housekeeping (j3-
actina). A quantificacdo relativa de cada gene alvo foi analisada utilizando um método CT
comparativo (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). A seguinte formula (2-AACT) foi utilizada
para calcular a quantidade relativa do transcrito na amostra e normalizado para a referéncia
endogena (B-actina): 2-AACT, onde ACT ¢ a diferenga entre o CT entre 0 gene de interesse e
B-actina e para AACT = média ACT da amostra - média ACT da amostra controle (utilizada

como calibrag&o).

6.3 Experimento 2

Grupos Experimentais

A obtencdo dos grupos experimentais foi realizada a partir das gestantes que
receberam diferentes concentracdes de proteina formando os grupos experimentais:
Controle (dieta normoprotéica com 17% de proteina), n=8 ou Desnutrido (dieta hipoprotéica

com 8% de proteina), n= 8 (Tabelal). A partir da manipulacdo nutricional e farmacologia



aguda de fenfluramina (3 mg/Kg pc) ou de solucéo salina (NaCl 0.9%, s.c) foram formados 0s
grupos experimentais: Controle-Salina (CS), Controle-Fenfluramina (CF), Desnutrido-Salina
(DS), Desnutrido-Fenfluramina (DF). Cada grupo foi constituido por cinco animais

provenientes de diferentes ninhadas (Diagrama 1).

Tabela 2- Composicéao das dietas experimentais oferecidas durante o periodo de gestagéo e

lactacdo.
Constituintes Dieta Dieta
hipoprotéica (8%6) normoprotéica (17%)

Proteinas 8,20 17,40
Carboidrato 64,80 55,00
Lipidios 7,00 7,00
Fibras 5,00 5,00
Vitaminas 1,00 1,00
Minerais 3,50 3,50
Metionina 0,30 0,30
Colina 0,25 0,25
BHT 0,0014 0,0014
% Kcal 362,48 363,44

Diagrama 1: llustracdo dos grupos experimentais

Normonutrido Desnutrido

(Proteina 17%) (Proteina 8%)

| [
[ I I |
10 dias 18 dias 10 dias 18 dias

Fenfluramina Fenfluramina Fenfluramina Fenfluramina

Salina Salina Salina Salina
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Procedimentos experimentais

Teste de ingestdo alimentar:

Aos 10 e 18 dias de idade os filhotes foram separados das maes por um periodo de 4
horas e alocados em uma incubadora a 33°C. Em seguida, foi realizada estimulacéo através de
friccdo com uma haste flexivel contendo algoddo sobre a regido genital dos filhotes para
promover a excregéo de urina e fezes.

Posteriormente, os animais foram pesados. Logo apds, foi realizado teste de ingestdo
alimentar durante 30 minutos (HALL e BRUNO, 1984; BLUMBERG et al., 2006). Nesse
teste, os filhotes foram colocados em incubadora (33°C) sobre superficie embebida de leite
(formula infantil - Nestlé®). O consumo de leite foi obtido pela diferenca entre o peso
corporal anterior e posterior ao teste seguindo a formula [(peso final - peso inicial)*100]-100.
Para testar os efeitos da fenfluramina sobre o consumo alimentar dos animais, controles ou

desnutridos, este farmaco foi aplicado 30 minutos antes do teste, por via subcutanea.

Atividade neuronal em resposta ao consumo de leite ou fenfluramina:

Os estimulos para analise da ativacdo neuronal foram realizados aos 10 e 18 dias de
idade. Sessenta minutos antes da perfusdo, os animais foram submetidos as seguintes
condigdes: injecdo de solucdo salina (NaCl 0.9%, s.c) e exposicao ao leite ou injecdo aguda de
fenfluramina (3 mg/Kg pc) e leite. Inicialmente, os animais receberam aplicagdo aguda de
fenfluramina ou salina 30 minutos antes da oferta de leite em superficie embebida durante

mais 30 minutos, posteriormente foram direcionados para perfuséo.
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Perfusdo Transcardiaca em ratos neonatos de 10 e 18 dias de vida

Os animais foram perfundidos transcardiacamente ap0s serem anestesiados
profundamente com Cloridrato de Ketamina (Dopalen-Ceva®, Paulinia-Sdo Paulo, Brasil,
1ml/Kg de p.c.) e Cloridrato de Xilazina (Anasedan — Ceva® Paulinia-S&o Paulo, Brasil, 0,10
ml/Kg de p.c.), por via intramuscular. Para a perfusdo, foi aberta a cavidade toracica para
obter acesso ao coracdo (NOGUEIRA et al., 1997). Em seguida, uma céanula acoplada a uma
bomba peristéltica (Milan® BP-600, Colombo, Parana-PR, Brasil) e introduzida no ventriculo
esquerdo do coracdo. A bomba foi acionada em velocidade compativel com a manutencédo da
integridade dos vasos sanguineos. Inicialmente foi infundida 150ml de solucédo salina (NaCl,
0,9%) a temperatura ambiente para remoc¢do do sangue dentro dos vasos. A perfusdo com
salina foi seguida com a infusdo de solucao fixadora (4% de paraformoldeido, pH 7,4; a 4° C).

Ao final da passagem do fixador, os encéfalos foram retirados do cranio, e pés-fixados
na mesma solucdo fixadora mais sacarose (20%) durante 4 horas. Apos esse periodo, foi
armazenado em solucdo crioprotetora (Tampéo fosfato de sddio — PBS - mais sacarose 20%)

por 6-24 h.

Imunohistoguimica contra a proteina Fos

Os cortes de uma série, contendo 0s nucleos da rafe e os ndcleos hipotalamicos foram
processados para imunohistoquimica contra proteina c-Fos pelo Método da Peroxidase-DAB.
Para isso, ap0s lavagens sucessivas com solucdo tampdo de fosfato de sodio, os cortes foram
incubados com anticorpo primério (anti-c-fos (4) sc-52, rabbit polyclonal 1gG, Santa Cruz
Biotechnology, California, USA) sob a dilui¢do de 1:200 por 48 horas, em camara refrigerada
a 4° C. Posteriormente, foram incubados em anticorpo secundario biotinilado (B8895-Anti-

Rabbit 1gG-Biotin antibody produced in goat, Sigma-Aldrich®, St Louis, Missouri, USA) sob
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diluicdo 1:800 por 90 min, em camara refrigerada a 4°C. Apés amplificacdo do sinal com o
Complexo Avidina-Biotina (Kit Vectastain P-4000, Vector Laboratories®, California, USA)
com incubacéo por 90 min, a revelacdo foi realizada com solu¢édo de 3,3 Diaminobenzidina
(DAB- Sigma-Aldrich®, St Louis, Missouri, USA) diluido em H20 com cloreto de amonio,
beta D-glicose e NAS (Sulfato de Niquel (1) hexahidratado e Acetato de Sodio, Sigma-
Aldrich®, St Louis, Missouri, USA), posteriomente a reacdo foi ativada com glicose oxidase
(Glucose oxidase from Aspergillus niger, Sigma-Aldrich®, St Louis, Missouri, USA), até o

aparecimento da coloracdo negra nos neurdnios ativados pela c-Fos.

Contagem dos Neurdnios imunorreativos a proteina Fos

Os cortes foram montados em lamina e laminula fixada com Entellan®-Merck-
Millipore (Darmstadt, Alemanha), seguindo o Atlas The Rat in Stereotaxic Coordinates
Paxinos & Watson (62 edicdo, Elsevier). As imagens das laminas foram capturadas, com
auxilio de Microscopio Optico e Sistema de Captagdo de Imagem (Axio Imager 2 Zeiss™,
Monique-Alemanha; com a objetiva de 10x). Todas as células com marcacdo negra evidente
foram contadas, nas regides selecionadas, através do Programa Image Pro®Plus Versdo 6.0
para Windows (Silver Spring, Maryland, USA).

As regides selecionadas estdo localizadas a partir das seguintes faixas de Bregma:
Para o hipotalamo: N. Arqueado (-1.80mm ao -3.48mm);N. Paraventricular (-1.80mm ao -
2.28mm), N. Ventromedial (-1.80mm ao -3.36mm); N. Dorsomedial  (-2.40mm ao -
3.60mm); Para os ndcleos da rafe foram selecionados 0 mediano (-7.08mm ao -

8.64mm) e dorsal (-6,96mm ao -8.09mm).
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6.4 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média + SEM. Para o experimento 1: os dados
paramétricos foram avaliados através do Two Way RM ANOVA ou One Way ANOVA.
Quando detectada diferenga pela ANOVA, foi utilizado p6s-teste de Bonferroni ou pds-teste
de Tukey, respectivamente. No experimento 2: Para comparagédo do percentual do ganho de
peso e o numero de células c-fos positivas foi utilizado o teste ANOVA One Way, seguido
do pos-teste Bonferroni para avaliacdo da ativacéo de células imunorreativas a proteina FOS
ou Tukey para o percentual de ganho de peso. Para fins estatisticos em todas as comparagdes
foi considerada a significancia de p<0,05. Os dados foram analisados no GraphPad Prism

5.0 versdo 7 (http://www.graphpad.com).
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7 RESULTADOS

Os resultados foram apresentados na forma de dois artigos originais: O primeiro
submetido ao periddico Developmental Neuroscience (Qualis A2), com o titulo:
“Hypothalamic peptide and nutriente sensors gene expression in the hypothalamus of
neonatal rat”. E o segundo artigo original submetido ao periédico Physiology & Behavior
(Qualis A2), intitulado “Effects of perinatal protein manlnutrition and fenfluramine action on

food intake and neuronal activation in the hypothalamus and raphe nuclei of neonate rat .
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7.1 Artigo 1

EXPRESSAO DE PEPTIDEOS HIPOTALAMICOS E SENSORES NUTRICIONAIS
NO HIPOTALAMO DE RATOS NEONATOS

INTRODUCAO

O controle do comportamento alimentar envolve a integracdo de sinais periféricos,
particularmente do trato gastrointestinal e tecido adiposo, com estruturas do sistema nervoso
central (PARKER e BLOOM, 2012). Sdo diversas as vias e substancias envolvidas neste
processo que visa a manutencdo do balanco energético do organismo (BERTHOUD, 2011). O
hipotalamo é o principal receptor de informacdes periféricas participando do controle
homeostatico do comportamento alimentar. S&o utilizadas diferentes popula¢es neuronais,
peptideos e sensores nutricionais neste controle (PARKER e BLOOM, 2012). Algumas
populagdes de neurdnios hipotaldmicos envolvidos no controle do comportamento alimentar
homeostatico expressam peptideos orexigénicos como o Neuropeptidio Y (NPY) e a proteina
relacionada ao gene agouti (AgRP) e anorexigénicos como a Proopiomelanocortina (POMC) e
Transcrito relacionado a cocaina anfetamina (CART) (FUKUSHIMA et al., 2015). Nesses
neurbnios também encontramos os sensores nutricionais AMPK e mTOR, que detectam os
diferentes niveis de estados energético celular. O AMPK é ativado em resposta a deplecdo de
energia intracelular, enquanto o mTOR responde ao aumento de energia na célula (HAY e
SONENBERG, 2004; HUE e RIDER, 2007). Nos nucleos hipotalamicos, 0 AMPK esta co-
localizado com NPY/AgRP e 0 mTOR com NPY/AgRP e também com POMC (CLARET et
al., 2007).

No rato neonato, o principal mediador para saciedade ou fome é a informacdo de
distenséo ou contracdo gastrica, respectivamente (HOUPT e EPSTEIN, 1973). Considerando

que ratos tém periodo de lactacdo de vinte e um dias, a capacidade de regular a ingestdo de
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solucdo de glicose a curto prazo apenas aparece aos seis dias de vida (HALL e BRUNO,
1984). Nesta idade, foi observado que existem dois tipos de controle de ingestdo alimentar,
um a curto prazo, baseado no nivel de hidratacao (initial willingness) e outro a longo prazo,
dependente do estiramento gastrico (gastric filling) (HALL e BRUNO, 1984). No entanto, a
integracdo central dos mecanismos de controle do comportamento alimentar ainda néo esta
estabelecida em toda sua complexidade ao nascimento (WELLER et al., 1997). Estudos nesse
tema tém investigado as respostas a sinais pos-ingestivos e sua integracdo com o hipotalamo
para efetividade do controle do comportamento alimentar (HALL e BRUNO, 1984; WELLER
et al., 1997). O presente estudo objetivou estudar a expressdo de sinalizadores celulares do
controle do comportamento alimentar em hipotalamo de ratos neonatos. Serdo analisados a
expressao génica de sensores nutricionais AMPK/mTOR e dos peptideos NPY/AgRP e

POMC/CART.

OBJETIVO

Geral

Avaliar os a maturacdo dos sensores AMPK/mTOR e dos neuropeptideos NPY/AgRP e

POMC/CART em hipotalamo de ratos neonatos hormonutridos.

Especificos

v Avaliar a expressao génica dos sensores AMPK/mTOR e dos neuropeptideos NPY/AgRP

e POMC/CART
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MATERIAL E METODOS

Animais e Grupos Experimentais

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Centro de Comité de Etica de
Biologia Animal, da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil (processo n°
23076.026104/2012-16), seguindo e as Diretrizes para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratorio. Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvergicus), mantidos em
temperatura 22+2°C e com ciclo claro/escuro (claro 6:00 a.m - 6:00 p.m), com agua e ragédo
ad libitum. Para obtencdo dos animais, ratas foram acasaladas. Confirmada a gestacdo através
da presenca de espermatozdides no esfregaco vaginal, as gestantes foram transferidas para
gaiolas individuais. No primeiro dia pés-natal, a ninhada foi ajustada para oito filhotes. Aos
10 e 18 dias pos-natais, foram formados os grupos experimentais Controle, Fasting, Gavage,
Water e Milk segundo as manipulagdes: Controle - sem manipulacéo, n=5 ; Fasting — jejum
de 6 horas (6:40 a.m - 12:40 p.m), n=5; Gavage — gavagem sem introducédo de contetdo, n=5;
Water — jejum mais gavagem de &gua, n=5; Milk: jejum mais gavagem de leite artificial de
rata (Wombaroo TM®, Glen Osmond, South Australia), n=5. Cada grupo foi composto por no
maximo 2 ratos de cada ninhada. As solu¢des administradas por gavagem corresponderam a
5% do peso corporal do animal. Ap6s 20 minutos das manipulagdes, os animais foram
decapitados, o hipotdlamo removido e armazenado em -80°C para posteriores analises

moleculares.
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Andlise de PCR-Quantitativo em tempo real

O RNA total foi isolado seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante Invitrogen e,
logo ap6s, a quantidade e qualidade do RNA purificado foi avaliada utilizando um
espectrofotdbmetro NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific, EUA). Depois, 0 RNA foi tratado
com tampéo de Wipeout gDNA (Qiagen ®, Hilden, Alemanha) para remover eficazmente a
contaminacdo do DNA gendmico durante 2 min a 42 °C e armazenado em gelo. Depois 2,0 ng
de RNA purificado foram transcritos utilizando o kit de transcricdo reversa QuantiTect
(Qiagen ®, Hilden, Alemanha), a 42°C durante 15 min e a enzima foi inativada a 95°C
durante 3 minutos, no volume total de 20 nl em 4gua livre de RNase. A preparacdo de cDNA
foi, em seguida, armazenada a -20 °C até sua utilizagdo. Logo apos, 5 pl de cada amostra de
cDNA diluido foram utilizados como fita molde (template) para a amplificacdo por PCR
usando SYBRGreen (Qiagen ®, Hilden, Alemanha) como corante e instrumento o
termociclador: o Real-Time PCR - Rotor-Gene HRM 2Plex (Qiagen ®, Hilden, Alemanha)
como sistema de detecgdo. Parametros de PCR foram: inicialmente desnaturagdo de 5 min a
95°C, seguido de 45 ciclos de 5 segundos a 95°C e 10 s a 60°C. Os primers utilizados para a

amplificagéo estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Primers utilizados para analise da expressao génica

Primers Forward Reverse
ampklo.  5-TTGCGTGTGCGAAGGAAGAAC-3’ 5-TGGAGTAGCAGTCCCTGATTTGG-3’
mtor  5’-ACCAATTATACTCGCTCCCTG-3’ 5’-CATAGCAACCTCAAAGCAGCT-3’
npy 5-GTGGACTGACCCCTCTATC-3’ 5-ATGAGATTGATGTAGTGTCGCAGAG-3’
agrp  5°-CGTGCTACTGCCGCT TCTTC-3 5’-CCCTGCCTTTGCCCAACATC-3’

cart 5’-CCTACT GCTGCTGCTGCTACCTTTG-3’ 5’-CCGAAGTTGCCGCCTTGG-3”
Pomc 5’-GAGGTTAAGGAGCAGTGACTAAGAG-3> 5-GTAGCAGAATCT CGCCATCTTCC-3’
p-actina 5’ -ACGGTCAGGTCATCACTATCG-3’ 5’ - CAGCACTGTGTTGGCATAGAG-3’
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Os valores-limite de ciclo foram determinados a partir de parcelas de fluorescéncia
normalizada versus o nimero de ciclos PCR durante a amplificacdo exponencial. As curvas
padrdo para todas as amplificagdes de “primers” foram geradas tragando-se 0s valores médios
do ciclo de limiar em funcédo do logaritmo da quantidade de moléculas do molde alvo. Todas
as quantificacdes foram normalizadas para o gene de controle interno housekeeping (j-
actina). A quantificacdo relativa de cada gene alvo foi analisada utilizando um método CT
comparativo (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). A seguinte formula (2-AACT) foi utilizada
para calcular a quantidade relativa do transcrito na amostra e normalizado para a referéncia
endogena (B-actina): 2-AACT, onde ACT ¢ a diferencga entre o CT entre o gene de interesse e
B-actina e para AACT = média ACT da amostra - média ACT da amostra controle (utilizada

como calibracéo).

Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média + SEM. Os dados parametricos foram
avaliados através da Andlise de Variancia, Two Way RM ANOVA ou One Way ANOVA.
Quando detectada diferenca pela ANOVA, foi utilizado p6s-teste de Bonferroni ou pos-teste
de Tukey, respectivamente. Para fins estatisticos em todas as comparagdes foi considerada a

significancia de p<0,05. Os dados foram analisados no GraphPad Prism 5.0 vers&o 7.
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RESULTADOS
Efeitos do jejum sobre a expressio génica de AMPKal, mTOR, NPY, AgRP, POMC e
CART.

Para determinar os efeitos do jejum sobre a expressdo génica, avaliamos 0s grupos
Control e fasting. Foi observado efeito do jejum sobre a expressdo dos sensores nutricionais
AMPKal (Figura 1A) e mTOR (Figura 1B) nas idades de 10 e 18 dias. Observamos aumento
na expressdo de AMPKal no 10 (C=11,39 + 1.17; J=16;79 + 1;01; p=0,0174) e 18 dias de
vida (C=14,82+ 0,94; J=24,87 £+ 1,12; p=0,001) apas jejum. Por outro lado, o0 jejum promoveu
reducdo na expressdéo de mTOR hipotaldmico no 10 (C=48,74 + 4,21; J=37,50 = 2,67,
p=0.036) e 18 dias de vida (C=27,99 + 1,37; J=16,06 + 0,70, p=0,007).

O jejum promoveu efeito sobre a expressdo do NPY (Figura 1C), do AgRP (Figura
1D) e do POMC apenas no 18 dia de vida (Figura 1F). Ndo houve efeito do jejum sobre a
expressao do CART (Figura 1E). O jejum promoveu, apenas aos 18 dias de vida, aumento na
expressao de NPY (C=16,41 + 1,99; J=25,58 + 3,93; p=0,041), AgRP (C=0,87 £ 0,21; J=2,38

+0,58; p=0,049) e POMC (C=0,75 + 0,14; J=2.89 + 0,20; p=0,0000).
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Figura 1 - Efeito do jejum sobre a expressdo génica de sensores nutricionais e peptideos
hipotaldmicos. Foi avaliada a expressdo génica dos sensores nutricionais, proteina quinase 5’
adenosina monofosfato ativada- AMPK al (A), proteina alvo da rapamicina em mamiferos mTOR
(B), e do neuropeptideo Y - NPY (C), proteina relacionada ao gene agouti -AgRP (D), transcrito
relacionado a cocaina e anfetamina- CART (E) e proopiomelanocortina- POMC (F) aos P10 e P18
dias de vida pos-natal. Os dados correspondem a mean £SEM. One-way ANOVA seguindo de Turkey
test. * p<0.05 e *** p<0.001.
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Efeitos da carga calorica ou ndo sobre a expressio génica de AMPKal, mTOR, NPY,
AgRP, POMC e CART.

Houve efeito da administracdo de agua ou leite sobre a expressdo de sensores
nutricionais ou de peptideos hipotalamicos aos 10 e aos 18 dias de idade.
A administracao de leite ou agua promoveu aumento na expressdo génica do AMPKal aos 10
(G=10,56 + 1,12; W=15,80 £ 0,81; M=16,52 + 2,59, p<0,094) ou 18 dias de idade (G=7,08 £
0,55; W=12,86 + 2,92; M=14,89 * 1,08; p<0,0004) comparado ao grupo gavage (Figura 2A).
Na expressao génica de mTOR verificou-se, na oferta de agua e de leite, aumento aos 18 dias
(G=13,61 + 0,55; W=26,82 + 3,56; M=21,30 * 2,56; p<0,0005) quando comparados ao grupo
gavage (Figura 2B).
A expressdo génica de NPY ndo foi modificada com administracdo de leite ou agua aos 10
dias de vida, no entanto, aos 18 dias verificou-se aumento na sua expressdo com o estimulo da
agua comparado ao gavage e reducdo com o leite comparado ao agua (G=11,04 * 1,62;
W=20,82 + 1,38; M=13,22 + 0,16; p<0,0002) (Figura 2C). Diferente do NPY, a expressdo
génica hipotalamica de AgRP aumentou (G=5,87 £+ 1,20; W=7,72 + 1,02; M=17,49 + 2,12;
p<0,002) em resposta a cargas de leite ou &gua aos 10 dias de vida comparado ao grupo
gavage (Figure 2D). Aos 18 dias de vida, foi observada maior expressdao de AgRP no grupo
agua comparado ao grupo leite e ao gavage (G=16,04 + 1,73; W=25,08 + 3,90; M=11,75 +
3,0, p<0,0044) (Figure 2D).

Quanto aos peptideos hipotaldmicos anorexigénicos, observamos aumento aos 10 dias
da expressdao de CART nos grupos agua e leite comparado ao gavage (G=9,61 + 0,88;
W=10,66 + 1,84; M=17,58 + 2,31, p<0,003) (Figure 2E). N&o houve diferenca nos niveis de
CART aos 18 dias de vida em todos os grupos observados (Figure 2E). Resultados diferentes

foram observados para POMC, com 0 grupo agua apresentando maior expressao génica aos
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10 dias comparado ao grupo gavage (G=4,15 + 0,27; W=7,92 £+ 1,36; M=6,20 + 1,05;

p<0,010) e aos 18 dias comparado ao grupo gavage e ao grupo leite (G=9,72 + 2,44; W=31,31

+ 4,02; M=15,76 + 2,54, p<0,004) (Figura 2F).
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Figura. 2 — Efeito de carga calérica e ndo sobre a expressdo génica de sensores nutricionais e
peptideos hipotalamicos. Foi avaliada a expressdo génica dos sensores nutricionais: proteina quinase
5’ adenosina monofosfato ativada- AMPKal (A), proteina alvo da rapamicina em mamiferos-mTOR
(B), e dos neuropeptidios hipotalamicos: neuropeptideo Y - NPY (C), proteina relacionado ao gene
agouti-AgRP (D), transcrito relacionado a anfetamina e cocaina-CART (E) e proopiomelanocortina-
POMC (F) aos P10 e P18 dias de vida pds-natal. Os dados correspondem a mean+SEM. Two-way
ANOVA seguindo de Bonferroni test. *P<0.05; **P<0.001 e *** P<0.000 , comparado com Gavage;

# Comparado com Water.
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DISCUSSAO

Este estudo mostrou que a expressao génica dos sensores nutricionais e peptideos
hipotaldamicos envolvidos no controle do comportamento alimentar em ratos neonatos. A
analise foi realizada em idade na qual ha imaturidade no controle do consumo alimentar, aos
10 dias, e quando ha ingestdo independente, aos 18 dias de idade. Utilizamos como estimulos
0 jejum e a distensdo gastrica calérica ou ndo. Sabemos que 0s sensores nutricionais e
peptideos hipotalamicos analisados respondem de formas diferentes a tais estimulos, o que
nos permitiu verificar se o padrdo observado no adulto ja esta presente em idades precoces.
No rato, em idade precoce, fatores pré-absortivos prevalecem sobre os pds-absortivos
(WELLER et al., 2000). Apdés o 15° dia de vida do rato inicia-se a preparacdo para 0
desmame, com declinio do consumo de leite e aumento no consumo de alimento sélido
(HALL e ROSENBLATT, 1978). As alteracbes comportamentais sdo acompanhadas de
ajustes nos mecanismos de controle do consumo alimentar (HALL e ROSENBLATT, 1978).
Através da ativacdo de mecanoreceptores gastricos, 0 nervo vago envia informac@es ao ndcleo
do trato solitario (NTS), no tronco encefalico, que ird influenciar o inicio ou término da
refeicdo. Do NTS as informagdes seguem principalmente para o hipotadlamo onde podera
ativar ou inibir peptideos orexigénicos ou anorexigénicos. Assim, ao analisar a expressdo de
peptideos hipotalamicos e sensores nutricionais no hipotdlamo em resposta a jejum, carga
caldrica ou apenas distensdao gastrica, poderemos tracar uma Vvisdo integrativa de diferentes
fatores envolvidos no controle do comportamento alimentar durante o periodo de
desenvolvimento de tal sistema. Vale salientar que este é o primeiro estudo com este objetivo.
Em resumo, os dados do nosso estudo indicam que o AMPK responde precocemente a
estimulos alimentares enquanto 0 mTOR parece apresentar padrdo adulto apenas em idade

tardia. PadrOes distintos de expressdo também foram observados para os peptideos
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hipotaldamicos. O jejum ndo foi efetivo em modificar a expressdo de nenhum peptideo em
idade precoce, porém verificamos respostas do AgRP, CART e POMC as cargas caloricas ou
ndo aos 10 dias. Apenas 0 NPY nao apresenta resposta em idade precoce.

Observamos que o jejum induz aumento da expressdo génica de AMPK independente
da idade analisada. Sabendo-se que a deplecdo de ATP é um dos principais sinais celulares
responsaveis pela ativacdo do AMPK (HARDIE e CARLING, 1997; MINOKOSHI et al.,
2004), podemos sugerir que a acdo desse sensor no estado de jejum ja é efetiva em idades
precoces. Por outro lado, a expressdo do AMPK hipotalamico também respondeu a distenséo
gastrica, calorica ou ndo, em ambas as idades. Sabe-se que o jejum ativa AMPK e a
realimentacdo reprime, esse resultado corrobora que a acdo desse sensor a curto prazo nao
estd bem definida (MINOKOSHI et al., 2008). No entanto, sabemos que o controle a longo
prazo, em neonatos, envolve o gastric filling que envia informacg6es via nervo vago ao nucleo
do trato solitario (HALL e BRUNO, 1984; CAVANAUGH et al., 2015). A distensdo gastrica
estimula a liberacdo de ghrelina pelo estbmago que por sua vez ativa AMPK no hipotalamo
(CARLING, 2005). Essa pode ser a via pela qual estimulos de carga energética e distensdo do
estbmago podem aumentar a expressao de AMPK. O consumo de leite também promove
liberacdo de fatores anorexigénicos, como a colecistocinina e a leptina (LUPOLI et al., 2001).
Na vida adulta, sabe-se que estas substancias anorexigénicas inibem a ativacdo de AMPK no
hipotdlamo (AKIEDA-ASAI et al., 2014). Ao verificarmos que em ratos neonatos carga
gastrica aumentou a expressao génica de AMPK, podemos inferir que a acdo hipotalamica do
AMPK ¢é mais influenciada em periodos precoces da vida por informacdes de enchimento
gastrico, e menos por hormonios periféricos anorexigénicos.

O outro sensor nutricional analisado, mTOR, sinaliza disponibilidade de nutrientes,

regulando o balanco energético positivo (COTA et al., 2006). O estado de jejum em ratos
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neonatos promoveu reducdo na expressdo de mTOR independente da idade. Isto demonstra
maturidade deste sistema em idades precoces da vida. Quando analisado em resposta a cargas
gastricas, energéticas ou ndo, o0 mTOR responde com aumento na sua expressdo no
hipotdlamo apenas ao 18 dia de vida. Este achado pode ter ocorrido possivelmente por
imaturidade de vias que detectam variacdes de energia na célula. Em estudos com neonatos,
foi verificado que a capacidade da glicose induzir resposta hipotalamica é controversa,
podendo ocorrer entre 0 6° ou 12° dia de vida pos-natal (HALL e BRUNO, 1984; WELLER et
al., 1996). Para a resposta a ingestdo de lipidios é necessaria a mediacdo de fibras vagais e
liberacdo de CCK pelo intestino, o que ocorre por volta do 15° de lactacdo em ratos
(WELLER et al., 1997). Para produtos derivados da digestdo de proteinas (peptonas), a
respostas aparecem entre 13° e 18° dia pds-natal (WELLER e TSITOLOVSKYA, 2004). Os
sensores nutricionais sdo capazes de influenciar na atividade do outro, jejum e o baixo nivel
de energia celular levam a ativacdo do AMPK que é capaz de inibir o mTOR (COTA et al.,
2007). Nossos dados, com neonatos, sugerem que a resposta a longo prazo, por estimulo do
jejum, segue o padréo de animais adultos. No entanto, a curto prazo, com distensdo gastrica,
energética ou ndo, a expressao génica dos sensores nutricionais analisados ndo apresenta
padrdo de maturidade ainda bem definido.

O jejum e carga gastrica ndo caldrica induziram aumento na expressao génica dos
neuropeptidios orexigénicos, NPY e AgRP no 18 dia de vida. Na vida adulta, o jejum induz a
elevacdo de 5 a 10 vezes na expressdo de NPY e de AgRP no hipotdlamo (BECK et al.,
1992). O jejum aumenta a imunoreatividade (SAHU et al., 1988) e liberacdo (SAHU et al.,
1988) de NPY no ndcleo paraventricular do hipotadlamo. Nossos resultados indicam que a
resposta hipotalamica do NPY e AgRP ao jejum apresenta o padrdo adulto aos 18 dias de

vida, mas ndo aos 10 dias. Em ratos jovens a ingestdo apés periodo de jejum é modulada por
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sinais de hidratacdo, e ndo por sinais caloricos ou metabolicos (PHIFER et al., 1991).
Sugerimos que essa diferente via de modulacdo, pode ser responsavel pela ndo alteracédo
observada em animais de 10 dias. Por outro lado, sabemos que a leptina tem importante papel
no efeito do jejum sobre os niveis de NPY no hipotdlamo, mas em idades precoces ela
apresenta efeito diferente sobre os neuropeptideos (PROULX et al., 2002). Contrario ao que
observamos, estudo com ratos Zucker (geneticamente obeso), mostram aumento no NPY no
nucleo arqueado em resposta ao jejum nos dias 2, 9, 12 e 15 de vida (KOWALSKI et al.,
1998). Esses resultados indicam resposta do NPY em idade precoce, no entanto diferente do
nosso estudo por avaliar o ndcleo arqueado isoladamente, enquanto avaliamos o hipotalamo
completo.

Em relacdo a carga gastrica ndo calorica, observamos aumento na expressao de NPY e
AgRP aos 18 dias. Antes de 12 dias de vida as respostas ao consumo de leite sdo
predominantemente pré-prandias, gerados por mecanoreceptores gastricos (WELLER et al.,
2000). Quando receberam carga calérica de glicose ou manitol (substancia ndo absorvida)
ratos menores que 12 dias respondem igualmente com reducéo de consumo (WELLER et al.,
2000). Por outro lado, o contetdo cal6rico da carga gastrica inibiu 0 aumento dos peptideos
orexigénicos observados com carga ndo calérica aos 18 dias. Outro estudo observou que a
realimentacdo, apos jejum, promove retorno dos niveis basais de NPY e AGRP (SAHU et al.,
1988). Sabemos que os nutrientes podem estimular a liberacdo de substancias anorexigenas
periféricas, entre elas a leptina, a colecistocinina, 0 GLP-1, entre outros, que podem inibir a
liberacdo de peptideos orexigénicos hipotalamicos como o NPY e o AgRP (MORAN, 2009).
Para analisar a maturidade deste sistema, estudo verificou que injecdo de NPY no PVN pode

aumentar igualmente o consumo de leite e de agua aos 2 dias de vida (CAPUANO et al.,
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1993). No entanto, 0 aumento seletivo no consumo de leite através de cateter oral ocorreu
apenas no 15° dia (CAPUANO et al., 1993).

Ao contrario do nosso estudo, outro estudo com hibridizacdo in situ no hipotalamo,
observou que aos 11 dias de vida ha elevacdo de NPY em resposta a suc¢do na porcéo caudal
do ndcleo arqueado do hipotalamo, mas ndo na porcdo ventral (LI et al., 1998).
Provavelmente, em idade precoce, pode haver resposta do NPY ao estimulo alimentar, no
entanto, este deve ser restrito a determinadas regides, assim ndo observamos alteracdo ao
analisar o hipotalamo completo. Com nossos resultados, podemos considerar a resposta dos
peptideos orexigénicos aos 18 dias de vida como padrao adulto. Estudos com ratos neonatos
identificam inibicdo do consumo em resposta a lipidios da dieta apenas ap6s os 15 dias de
vida (WELLER et al., 1997). A solucdo isoténica de peptonas promoveu redu¢do do consumo
alimentar aos 18 dias de idade mas ndo aos 12 dias (WELLER e TSITOLOVSKYA, 2004).
Este efeito ndo foi bloqueado por antagonista da CCK, indicando que a acdo de peptonas nao
ocorre via CCK (WELLER e TSITOLOVSKYA, 2004). No entanto, aos 10 dias de vida essas
respostas ndo foram semelhantes para os dois peptideos. Nesta idade, a expressao génica do
NPY néo responde ao jejum ou carga gastrica, caldrica ou ndo. Isto pode indicar imaturidade
do sistema para deteccdo de tais estimulos e para formulagdo de resposta em forma de
aumento na expressdo de NPY. Neurdnios no hipotalamo lateral respondem diretamente a
leptina, ou indiretamente via projecfes do arqueado e nucleo dorsomedial aos 16 dias, mas
nédo aos 10 dias de vida (GJERDE et al., 2015). Foi demonstrado que o pico de expressao de
NPY em todas as regides hipotalamicas € no 16° pos-natal (SINGER et al., 2000). Em
contrapartida, o sistema AgRP, encontra-se responsivo a carga gastrica calorica ou néo.
Apenas a distensdo gastrica foi suficiente para aumentar a expressdao de AgRP no hipotalamo.

Esse aumento foi intensificado quando associou-se a distensdo gastrica e contetdo calorico
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aos 10 dias. O AgRP atua de forma diferenciada do NPY, suprimindo a atividade do sistema
anorexigénico ao antagonizar o receptor para POMC, 0 MC4R (HASKELL-LUEVANO e
MONCK, 2001). Talvez a acdo do AgRP em resposta a distensdo gastrica e a carga energética
em idade precoce, seja para proteger o sistema de efeitos anorexigénicos e inibicdo do
consumo alimentar em fase de imprescindivel para aquisicdo energética. Verificamos que um
peptideo anorexigénicos, 0 CART, estd em elevada expressdo nesta idade, e para garantir
consumo adequado de leite a demanda de crescimento rapido, a acdo de antagonismo do
AgRP seja importante para reduzir o efeito de saciedade.

Os dois peptideos anorexigénicos analisados neste estudo, o CART e a POMC,
apresentaram niveis de expressao hipotalamica diferentes a depender dos estimulos e idade.
Assim, 0 jejum aumentou a expressao apenas da POMC aos 18 dias de vida, mas ndo do
CART. A POMC ndo foi alterada aos 10 dias de idade em resposta ao jejum. Uma das
caracteristicas de ratos de 10 dias de idade, € o consumo de leite sem mecanismos de
saciedade, podendo estes consumirem o volume relativo a sua capacidade gastrica limite
(HOUPT e EPSTEIN, 1973). O CART apresentou importante expressdo génica no
hipotalamo em idade precoce, independente do estimulo alimentar o que pode estar
relacionado ao seu papel no desenvolvimento do sistema nervoso em conjunto com a leptina
(ELIAS et al., 2001). Estudo observou elevada expressdo de CART em regifes encefélicas
como o cdrtex somatosensorial primario, o nucleo accumbens e 0 hipocampo aos 6 dias de
idade (RODRIGUES et al., 2011). No entanto, no hipotdlamo a expressédo foi diferenciada a
depender do ndcleo hipotalamico (RODRIGUES et al.,, 2011). No nucleo arqueado foi
observado baixo nivel de expressdo de CART aos 6 dias comparado aos 26 ou 66 dias de
vida, porém resultado contrario foi observado no ndcleo pre-mamilar (RODRIGUES et al.,

2011). Diante da heterogeneidade na expressdo génica de CART nos ndcleos do hipotalamo
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durante o desenvolvimento, o resultado do presente estudo, torna-se coerente pois é um
somatorio da expressdo de CART de toda a estrutura do hipotalamo. Corroborando com
nossos achados, esses autores também observaram que houve reducdo da expressdo génica do
CART com o aumento da idade, sendo menor aos 26 dias de vida quando comparado aos 6
dias em varias regides encefalicas (RODRIGUES et al., 2011).

A distensdo gastrica aumentou a expressdao de POMC aos 10 e 18 dias de vida. A
carga caldrica aumentou a expressdo de CART aos 10 dias e ndo alterou na expressdo de
POMC. A expressdao de CART foi mais expressiva na idade de 10 dias. Quanto ao POMC,
aos P18 dias foi observada uma significante expressdo de POMC na presenca de jejum. A
expressao de POMC no hipotalamo é controversa, alguns autores afirmam que ocorre entre 24
e 30 dias de acordo com Mann et.al (1999), outros declaram que ocorre entre 20 e 28 segundo
Rosen et al. (1989) (ROSEN e POLAKIEWICZ, 1989; MANN et al., 1999). Isso nos mostra
que diferente dos peptideos orexigénicos a acdo dos anorexigénicos ndo se consolidou neste
periodo. Ao se avaliar o controle a curto prazo da expressdo dos peptideos CART aos P10
dias mostrou-se elevado na presenca de alimento e distensdo géastrica, deixando de ser
significativa aos P18 dias. Enquanto POMC apresentou diferenca significativa apenas na
presenca de distensdo gastrica em ambas as idades. E reduzindo sua expressao na presenca de
alimento quando comparado a distensdo gastrica. 1sso nos leva a inferir que durante o periodo
neonatal ndo ha resposta eficaz através de POMC para disparo da saciedade. Alguns autores
discutem que o estimulo mais eficaz para disparo da saciedade em neonatos € a distensao
gastrica, o que corrobora com 0s nossos resultados (HOUPT e EPSTEIN, 1973). Contudo, na
presenca da carga energética o animal ndo possui sistema diferenciado de retencdo da
expressao dos neuropeptidios orexigénicos e anorexigénicos. Essa contradicdo pode estar

relacionada a imaturidade das vias de projecdo do ARC para os outros nucleos hipotalamicos
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antes dos 18 dias pos-natal (BOURET et al., 2004). Sabe-se que 0s sensores nutricionais e 0s
peptidios hipotalamicos sdo reguladores metabolicos através da integracdo dos sinais
hormonais e de nutrientes no sistema nervoso central que visam manter a homeostase

energética.

CONCLUSAO

Portanto, foi demonstrado que 0s peptideos orexigénicos maturam precocemente,
podendo controlar a ingestdo alimentar para suprir as necessidades energéticas durante esse
periodo de intenso desenvolvimento do sistema nervoso central. Assim como, como 0S
sensores nutricionais analisados, mTOR e AMPK, apresentaram significante expressdo génica

sendo capaz de sinalizar precocemente o estado energético do animal.
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7.2 Artigo 2

EFEITOS DA DESNUTRICAO PROTEICA PERINATAL E DA ACAO DA
FENFLURAMINA SOBRE A INGESTAO ALIMENTAR E ATIVACAO NEURONAL
NO HIPOTALAMO E NUCLEOS DA RAFE DE RATOS NEONATOS

INTRODUCAO

Em ratos neonatos, a partir dos 6 dias de vida, a resposta de saciedade se da
especialmente através da distensdo gastrica e o principal estimulo alimentar € a desidratacéo
(HALL e BRUNO, 1984; PHIFER et al., 1991). Acredita-se que os mecanismos de controle
de ingestdo alimentar sejam rudimentares, pois no neonato a resposta desse mecanismo ocorre
pelo estado de hidratacdo e ndo pelo estado energético (SWITHERS, 2003). Ao primeiro dia
de vida, sdo capazes de discriminar reforcos aversivos para ingestdo alimentar (JOHANSON e
HALL, 1979). A percepcdo dos macronutrientes tambem acontece em idades diferenciadas ao
longo do periodo neonatal. A percepcdo de glicose ocorre aos 12 dias de vida (WELLER et
al., 1996); a de lipidios entre 15 e 18 dias (WELLER et al., 1997) e as proteinas entre os 13 e
18 dias pos-natal (WELLER e TSITOLOVSKYA, 2004).

O hipotalamo tem papel fundamental na regulacdo da ingestdo alimentar e do peso
corporal, apresentando um circuito neural, formado por projecGes oriundas do nucleo
arqueado (ARH) para outros nucleos hipotalamicos entre estes paraventricular (PVN),
dorsomedial (DMH) e ventromedial (VMH) (BOURET et al., 2004; BOURET e SIMERLY,
2006). As projecdes originadas no arqueado se desenvolve no periodo pés-natal, seguindo um
dominio temporal (BOURET et al., 2004; BOURET e SIMERLY, 2006). Do ARH para o
dorsomedial e do ventromedial se desenvolve rapidamente e estdo consolidadas ao P6,
enquanto que as do paraventricular apresentam um padrdo de inervacéo inicial entre P8 e P10

e do hipotalamo lateral (LHA) maturam tardiamente aos P12 (BOURET et al., 2004,
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BOURET e SIMERLY, 2006). O padrao adulto é estabelecido aos P30 (GROVE et al., 2003).
A ingestdo de leite diminui gradualmente ao P18 e desaparece completamente na quarta
semana de vida (MIYATA et al.,, 2009), condizendo com o amadurecimento das vias
hipotalamicas.

Os primeiros neurbnios serotoninérgicos, no rato, surgem entre o 10° e 14° dia de
gestacdo (LAUDER e BLOOM, 1974). Estes neurdnios formam em conjunto os nucleos da
rafe, dispostos ao longo do tronco encefalico (LAUDER et al., 1982; AZIMITIA, 1997).
Desta regido emitem projecOes para diferentes are as encefélicas conferindo ao sistema
serotoninérgico participacdo em diferentes comportamentos (JACOBS e FORNAL, 1999).
Dentre estes, o controle da ingestdo alimentar, através acdo da serotonina sobre 0s receptores
5-HT1g € 5-HT,c no hipotadlamo estimulando a saciedade (HEISLER et al., 2006). As
primeiras projecGes serotoninérgicas para o hipotdlamo surgem durante o E16 (UGRUMOV
et al., 1989). A serotonina durante o periodo neonatal parece estimular o comportamento de
sucgdo até o 9° dia de lactacdo (WILLIAMS et al., 1979). Ap6s esse periodo a serotonina
passa a estimular a saciedade favorecendo a transicdo entre o aleitamento e a ingestdo de
alimentos sélidos (NOCK et al., 1978). A transicdo completa do aleitamento ocorre aos 30
dias de vida po6s-natal e este comportamento foi relacionado com alteragcdes neuroquimicas e a
serotonina parece estar diretamente envolvida com este evento (WILLIAMS et al., 1979).

A desnutricdo no periodo perinatal pode programar mecanismos que controlam o
comportamento alimentar. Uma colaboragdo do nosso grupo de pesquisa observou
recentemente 0 aumento na expressdo de peptideos hipotalamicos orexigénicos e reducdo de
anorexigénicos, associados a elevado consumo alimentar em desnutridos (OROZCO-SOLIS
et al., 2010; OROZCO-SOLIS et al., 2011). Por conseguinte, observamos que a desnutrigdo

perinatal promove reducdo na acdo hipofagica da serotonina atuando sobre receptores 5-HT g,
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porém ndo altera o efeito promovido sobre receptores 5-HT,c (LOPES DE SOUZA et al.,
2008). Portanto, temos como objetivo avaliar a acdo do sistema serotoninérgico sobre a
ingestdo alimentar em ratos neonatos em P10 e P18 e como a desnutricdo proteica durante a
gestacdo e lactacdo interfere nesse comportamento. Hipotetizamos que a desnutri¢do proteica
promovera hiporesponsividade da acdo do sistema serotoninérgico sobre a ingestdo alimentar

de ratos neonatos, interferindo assim na maturacédo desse sistema.

OBJETIVOS

Geral

Avaliar o papel do sistema serotoninérgico na matura¢do de mecanismos do controle
do comportamento alimentar durante a lactacdo e os efeitos da desnutricdo perinatal sobre

€SSe pProcesso.

Especificos

Avaliar em animais com ou sem desnutri¢cdo aos 10 e 18 dias de idade:
v' O percentual de ganho de peso em resposta a inibidor seletivo de recaptacdo da
serotonina,;
v' Ativagdo neuronal em reposta a estimulo farmacoldgico ou alimentar no hipotalamo e

nucleos da rafe;
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METODOS
Animais

Todos os experimentos receberam aprovacao do Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (Concea) n® do processo 23076.026104/2012-16. Foram utilizadas ratas albinas (200-
2509 de peso corporal) da linhagem Wistar provenientes do Biotério de Criacdo do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. A partir do diagnostico
as ratas prenhas foram transferidas para gaiolas individuais, e durante a gestacdo e lactagédo
receberam dietas isocaldricas com diferentes concentraces de proteina formando os grupos
experimentais: Controle (dieta normoprotéica com 17% de proteina), n=8 ou Desnutrido
(dieta hipoprotéicacom 8% de proteina), n= 8. Apds o nascimento dos filhotes foi realizada a
sexagem para a formacdo das ninhadas com 8 filhotes por mée, na proporcdo de 4:4
(macho:fémea). Durante todo o experimento, 0s animais foram mantidos em condicdes padréo
de biotério temperatura de 22 + 1°C, sob ciclo claro/escuro invertido de 12 horas, luz acesa as

18 horas), recebendo racdo e agua ad libitum.

Procedimentos experimentais

Teste de ingestdo alimentar: Aos 10 e 18 dias de idade os filhotes foram separados das

mées por um periodo de 4 horas e alocados em uma incubadora a 33°C. Em seguida, foi
realizada estimulacdo através de friccdo de haste flexivel sobre a regido genital dos filhotes
para promover a excrecdo de urina e fezes. Posteriormente, os animais foram pesados. Logo
apos, foi realizado teste de ingestdo alimentar durante 30 minutos (HALL e BRUNO, 1984;
BLUMBERG et al., 2006). Nesse teste, os filhotes foram colocados em incubadora (33°C)

sobre superficie embebida de leite (formula infantil - Nestlé®). O consumo de leite foi obtido
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pela diferenca entre o peso corporal anterior e posterior ao teste seguindo a formula [(peso
final - peso inicial)*100]-100. Para testar os efeitos da fenfluramina sobre o consumo
alimentar dos animais, controles ou desnutridos, este farmaco foi aplicado 30 minutos antes

do teste.

Atividade neuronal em resposta ao consumo de leite ou fenfluramina:

Os estimulos para analise da ativacdo neuronal foram realizados aos 10 e 18 dias de idade.
Sessenta minutos antes da perfusdo, os animais foram submetidos as seguintes condicgdes:
injecdo de solucdo salina (NaCl 0,9%, s.c) e exposicdo ao leite ou injecdo aguda de
fenfluramina (3 mg/Kg p.c) e leite. Inicialmente, os animais receberam aplicacdo aguda de
fenfluramina ou salina 30 minutos antes da oferta de leite em superficie embebida durante
mais 30 minutos, posteriormente foram direcionados para perfusdo. Assim, foram formados
0s grupos experimentais: Controle-Salina (CS), Controle-Fenfluramina (CF), Desnutrido-
Salina (DS), Desnutrido-Fenfluramina (DF). Cada grupo foi constituido por cinco animais

provenientes de diferentes ninhadas

Perfusdo Transcardiaca em ratos neonatos de 10 e 18 dias de vida

Os animais foram perfundidos transcardiacamente ap0s serem anestesiados
profundamente com Cloridrato de Ketamina (Dopalen-Ceva®, Paulinia-Sdo Paulo, Brasil,
1ml/Kg de p.c.) e Cloridrato de Xilazina (Anasedan — Ceva® Paulinia-S&o Paulo, Brasil, 0,10
ml/Kg de p.c.), por via intramuscular. Para a perfusdo, foi aberta a cavidade torécica para
obter acesso ao coracdo (NOGUEIRA et al., 1997). Em seguida, uma canula acoplada a uma
bomba peristéltica (Milan® BP-600, Colombo, Parana-PR, Brasil) e introduzida no ventriculo

esquerdo do coracdo. A bomba foi acionada em velocidade compativel com a manutencéo da
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integridade dos vasos sanguineos. Inicialmente foi infundida 150ml de solucéo salina (NaCl,
0,9%) a temperatura ambiente para remoc¢do do sangue dentro dos vasos. A perfusdo com
salina foi seguida com a infuséo de solucéo fixadora (4% de paraformoldeido em 4%, pH 7,4,
a4°C).

Ao final da passagem do fixador, os encéfalos foram retirados do cranio, e pds-fixados
na mesma solucdo fixadora mais sacarose (20%) durante 4 horas. Apos esse periodo, foi
armazenado em solucdo crioprotetora (Tampdo fosfato de sodio — PBS - mais sacarose 30%)

por 6-24 h.

Imunohistoguimica contra a proteina Fos

Os cortes de uma série, contendo os nucleos da rafe e os nucleos hipotalamicos foram
processados para imunohistoquimica contra proteina c-Fos pelo Método da Peroxidase-DAB.
Para isso, apos lavagens sucessivas com solucdo tampéo de fosfato de sédio, os cortes foram
incubados com anticorpo primério (anti-c-fos (4) sc-52, rabbit polyclonal 1gG, Santa Cruz
Biotechnology) sob a diluicdo de 1:200 por 48 horas, em camara refrigerada a 4° C.
Posteriormente, foram incubados em anticorpo secundério biotinilado (B8895-Anti-Rabbit
IgG-Biotin antibody produced in goat, Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo-SP, Brasil) sob dilui¢do
1:800 por 90 min, em camara refrigerada a 4°C. Ap6s amplificacdo do sinal com o Complexo
Avidina-Biotina (Kit Vectastain P-4000, Vector Laboratories®, California, USA) com
incubagdo por 90 min, a revelagdo foi realizada com solucdo de 3,3 Diaminobenzidina
(DAB- Sigma-Aldrich®, Séo Paulo-SP, Brasil) diluido em H20 com cloreto de aménio, Beta
d-glicose e NAS (Sulfato de Niquel (I1) hexahidratado e Acetato de Sddio, Sigma-Aldrich®,

Sdo Paulo-SP, Brasil), posteriomente a reacdo foi ativada com glicose oxidase (Glucose
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oxidase from Aspergillus niger, Sigma-Aldrich®, Sao Paulo-SP, Brasil), até o aparecimento

da coloragé@o negra nos neuronios ativados pela c-Fos.

Contagem dos Neurdnios imunorreativos a proteina Fos

Os cortes foram montados em lamina e laminula fixada com Entellan®-Merck-
Millipore (Darmstadt, Alemanha), seguindo o Atlas The Rat in Stereotaxic Coordinates
Paxinos & Watson (62 edicdo, Elsevier). As imagens das laminas foram capturadas, com
auxilio de Microscdpio Optico e Sistema de Captacdo de Imagem (Axio Imager 2 Zeiss™,
Monique-Alemanha; com a objetiva de 10x). E todas as células com marcacdo negra evidente
foram contadas, nas regides selecionadas, através do Programa Image Pro®Plus Versdo 6.0
para Windows (Silver Spring, Maryland, USA).

As regides selecionadas estdo localizadas nas seguintes faixas do Bregma: Para o
hipotalamo: N. Arqueado (-1.80mm ao -3.48mm); N. Paraventricular (-1.80mm ao -
2.28mm), N. Ventromedial (-1.80mm ao -3.36mm); N. Dorsomedial (-2.40mm ao -3.60mm);.
Para os nucleos da rafe foram selecionados o mediano ( -7.08mm ao -8.64mm) e dorsal (-

6,96mm ao -8.09mm).

Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média £ SEM. Para comparacdo do percentual do
ganho de peso e o numero de células c-fos positivas foi utilizado o teste ANOVA One Way,
seguido do pds-teste Bonferroni para avaliacdo da ativacdo de células imunorreativas a
proteina FOS ou Tukey para o percentual de ganho de peso. Para fins estatisticos em todas as
comparagOes foi considerada a significancia de p<0,05. Os dados foram analisados no

GraphPadPrism 5.0 verséo 7 (http://www.graphpad.com).
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RESULTADOS

Avaliacdo do percentual de ganho de peso em resposta ao consumo de leite sob a acéo
aguda de fenfluramina

Aos 10 dias de vida (Figura 1A) foi observado reducdo do percentual de ganho de
peso dos animais do grupo Controle-Fenfluramina (1,89 + 0,30; n=10; p=0,022) em relacédo
ao Controle-Salina (0,5 + 0,29; n=10). O mesmo padrdo foi observado com os animais do
grupo Desnutrido-Fenfluramina (1,62 + 0,32; n=9; p=0,0036) em relacdo ao grupo
Desnutrido-Salina (0,43 £ 0,16; n=9).

Aos 18 dias de vida ndo foi observado diferenca no percentual de ganho peso dos
animais do grupo Controle-Fenfluramina (1,09 + 0,19; n=9; p=0,368) em relacdo ao grupo
Controle-Salina (1,32 + 0,16; n=9) (Figura 1B). Por outro lado, o grupo Desnutrido-
Fenfluramina (2,32 = 0,36, n=10; p=0,017) apresentou maior ganho de peso em relacdo ao
grupo Desnutrido-Salina (1,19 + 0,24; n=10).

Ndo foi observada significancia no percentual de ganho de peso corporal por
influéncia da dieta materna, aos 10 e 18 dias de vida quando comparamos o grupo Controle-

Salina com Desnutrido-Salina em todas as analises p>0,05.
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Figura 1: Percentual de ganho de peso de animais dos grupos controle e desnutridos em
resposta a fenfluramina. O teste foi realizado aos 10 dias (A, n=9-10) e aos 18 dias de vida (B,
n=9-10). Ratos receberam dieta hipoproteica (8% proteina) ou controle (17% proteina) durante
a gestacao e lactagdo. A barra branca (O) refere-se ao grupo salina e a barra preta (m) ao grupo
fenfluramina. Utilizou-se ANOVA One Way, seguido do pOs-teste de Tukey; * valores
significantes para p<0,05.
NuUmero de células ativadas em resposta ao consumo de leite e aplicacdo aguda de
fenfluramina em nucleos hipotalamicos e da rafe

Aos 10 dias de vida ndo foi observado diferenca no nimero de células c-fos positivas
no nucleo arqueado entre os grupos Controle-Fenfluramina (CF: 8,75 £ 3,45; n=4; p=0,5914)

e Salina (CS: 11,11 £ 2,33; n=4). Do mesmo modo ocorreu no grupo Desnutrido-

Fenfluramina (DF: 12,38 + 2,17; n=4; p=0,7041) com o Desnutrido-Salina (DS: 13,75 + 2,68;
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n=4) (Figura 2A). A andlise do nucleo paraventricular revelou maior nimero de células c-fos
positivas no grupo Controle-Fenfluramina (CF: 24,50 + 3,97, n=4; p=0,0217) e no grupo
Desnutrido-Fenfluramina (DF: 28,25 + 3,34, n=4; p=0,0467) quando comparado aos seus
respectivos Controles (CS: 11,75 + 1,18; n=4; DS: 18,50 + 2,02; n=4) (Figura 2B). A analise
do nucleo ventromedial revelou reducdo no grupo Controle-Fenfluramina (CF: 4,00 + 1,76,
n=4; p=0,0200) quando comparado ao grupo Salina (CS: 13.43 * 2.43, n=4). No entanto, ndo
houve diferenca entre o grupo Desnutrido-Fenfluramina (DF:4,50 + 0,82; n=4; p=0,081) e
Desnutrido-Salina (DS: 8,17 £ 1,59; n=4) (Figura 2C). No nucleo dorsomedial ndo houve
modificacdo nimero de células c-fos positivas nos grupos Controle-Fenfluramina (CF: 5,75 £
1,81; n=4; p=0,4341) e Desnutrido-Fenfluramina (DF: 5,60 + 1,037; p=0,6143) quando
comparados aos seus controles (CS: 9,0 £ 3,43, n=4; DS: 4,86 + 0,93; n=4) (Figura 2D).

A comparacdo entre 0s grupos segundo a manipulacdo materna aos 10 dias de vida,
Controle-Salina comparado ao grupo Desnutrido-Salina (p> 0,05), revelou que a ativagdo de
celulas c-fos ativadas ndo foi significativa nos ndcleos hipotalamicos analisados: ARC-
Controle-Salina (CS: 11,11 + 2,33, n=4; p>0,05) quando comparado ao grupo Desnutrido
(DS: 13,75 £ 2,68; n=4); PVN- Controle-Salina (CS:11,75 + 1,18; n=4; p>0,05) quando
comparado ao grupo Desnutrido-Salina (DS:18,50 + 2,02; n=4). DMH- Controle-Salina (CS:
9,0 + 3,43, n=4; p>0,05) quando comparado ao grupo Desnutrido-Salina (DS: 4,86 + 0,93;
n=4); VMH - Controle-Salina (CS: 13,43 + 2,43, n=4; p>0,05) quando comparado ao grupo

Desnutrido-Salina (DS: 8,17 + 1,59; n=4).
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fenfluramina e ingestdo de leite nos ndcleos hipotaldmicos de animais controle e desnutrido aos 10
dias de vida. Ratos receberam dieta hipotroteica (8% proteina ou controle (17% proteina) durante a
gestacdo e lactacdo. ARC (ndcleo arqueado do hipotadlamo) (A); PVN (nucleo paraventricular do
hipotadlamo) (B); VMH (nucleo ventromedial do hipotadlamo) (C); DMH (nucleo dorsomedial do
hipotadlamo) (D). A barra branca refere-se ao grupo salina , n=4 (0) e a barra preta ao grupo
fenfluramina, n=4 (m). Utilizou-se ANOVA One Way, seguido do pds-teste Bonferroni; * valores
significantes para p<0,05.
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Aos 10 dias de vida a analise do nucleo dorsal da rafe ndo revelou diferencas no nimero de

células c-fos ativadas, no grupo Controle-Fenfluramina (CF: 3,50 + 0,82; n=4; p=0,2326)

guando comparado ao grupo Controle-Salina (CS: 2,17 £+ 0,58; n=4). Bem como, no grupo

Desnutrido-Fenfluramina (DF: 7,50 = 1,7; n=4; p=0,4142) quando comparado ao grupo

Desnutrido-Salina (DS: 5,67 + 1,2; n=4) (Figura 3A). A analise do mediano da rafe, aos 10

dias de vida, revelou que nao ha diferenca no numero de células c-fos ativadas entre o grupo

Controle-Fenfluramina (CF: 3,17 + 0,86; n=4; p=0,3723) e grupo Controle-Salina (CS: 4,17 £

0,58; n=4). Entretanto ocorre aumento no grupo Desnutrido- Fenfluramina (DF: 6,76 + 1,08;

n=4; p=0,0072) comparado ao Desnutrido-Salina (DS: 2,00 £ 0,45; n=4) (Figura 3B).
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A comparacdo entre 0s grupos segundo a manipulacdo materna aos 10 dias de vida,
Controle-Salina comparado ao grupo desnutrido-salina (p> 0,05), revelou que a ativacdo de
células c-fos ativadas ndo foi significativa nos ndcleos da rafe analisados: DR- Controle-
Salina (CS: 2,17 £ 0,58; n=4; p>0.05) quando comparado ao grupo Desnutrido-Salina (DS:
5,67 = 1,2; n=4) e MnR- Controle-Salina (CS: 4,17 £ 0,58; n=4; p>0,05) quando comparado

ao grupo Desnutrido-Salina (DS: 2,00 + 0,45, n=4).
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Figura 3: Ativacdo de células imunorreativas a proteina FOS em resposta a aplicacdo de
fenfluramina e ingestdo de leite nos nucleos dorsal (A) emediano da rafe (B) aos 10 dias de vida.
Ratos receberam dieta hipotroteica (8% proteina) ou controle (17% proteina) durante a gestacéo e
lactacdo. MnR (nucleo mediano da rafe); DR (nacleo dorsal da rafe). A barra branca refere-se ao
grupo salina, n=4 (0O) e a barra preta ao grupo fenfluramin, n=4 (m). Utilizou-se ANOVA One Way,
seguido do pos-teste Bonferroni; * valores significantes para p<0,05.
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Em animais controle, aos 18 dias de idade, a injecdo de fenfluramina aumentou o
numero de células c-fos positivas nos nacleos arqueado (CF: 111 + 3,16, n=5, versus CS:
50,25 £ 7,50; n=5; p=0,0200, Figura 4A), PVN (CF: 262,8 + 47,5; n=5, versus CS: 54,25 +
4,31; n=5; p=0,0023; Figura 4B), ventromedial (CF: 139,5 + 7,31; n=5; versus CS: 70,0 +
16,25; n=5; p=0,0045; Figura 4C) e dorsomedial (CF: 242,3 + 57,58; n=5; versus CS: 36,0+
10,28; n=5; p=0,0078; Figura 4D).

Por outro lado, em animais desnutridos, a fenfluramina néo altera a ativacédo de células
imunorreativas a proteina FOS nos nucleos: arqueado (DF: 144,0 £+ 8,74; n=5; versus DS:
112,3 + 15,36; n=5; p= 0,1101; Figura 4A) e ventromedial (DF: 81,50 * 18.,02; n=5; versus
DS: 201;8 + 11,38, n=5; p=0,0115; Figura 4C). No grupo desnutrido, nos ndcleos PVN (DF:
200,8 + 24,38; n=5; versus DS: 234,5 + 43,32, n=5; p<0,006; Figura 4B) e dorsomedial (DF:
94,0 + 15,69; n=5, versus DS: 252,7 + 47,01; n=5; p=0,0126; Figura 4D) houve reducao das
células imunorreativas a proteina FOS em resposta a fenfluramina.

A comparacdo entre 0s grupos segundo a manipulacdo materna aos 18 dias de vida,
controle-salina comparado ao grupo Desnutrido-Salina, revelou que a ativacdo de células c-
fos ativadas aumentou significativamente nos nucleos hipotalamicos analisados: ARC-
Controle-Salina (CS: 50,25 + 7,50; n=5; p<0,05) quando comparado ao grupo Desnutrido-
Salina (DS: 112,3 + 15,36, n=5); PVN- Controle-Salina (CS: 54,25 + 4,31; n=5, p<0.05)
quando comparado ao grupo Desnutrido-Salina (DS:234.5 + 43.32, n=5). DMH- Controle-
Salina (CS: 36,0+ 10,28; n=5; p<0,05) quando comparado ao grupo Desnutrido-Salina (DS:
252,7 £ 47,01; n=5) e VMH: Controle-Salina (CS: 70,0 £ 16,25; n=5, p<0,05) quando

comparado ao grupo Desnutrido-Salina (DS: 201,8 + 11,38; n=5).
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Figura 4: Ativacgdo de células imunorreativas a proteina FOS em resposta a aplicagéo de fenfluramina
e ingestdo de leite nos nucleos hipotalamicos de animais controle e desnutrido aos 18 dias de vida.
Ratos receberam dieta hipotroteica (8% proteina) ou controle (17% proteina) durante a gestacdo e
lactacdo.ARC (nucleo arqueado do hipotalamo) (A); PVN (nucleo paraventricular do hipotdlamo) (B);
VMH (nGcleo ventromedial do hipotdlamo) (C); DMH (ndcleo dorsomedial do hipotalamo) (D). A
barra branca refere-se ao grupo salina, n=5 (0O) e a barra preta ao grupo fenfluramina, n=5 (m). Foi
utilizado ANOVA One Way, seguido do pds-teste Bonferroni; * valores significantes para p<0,05; #
comparado com Controle-Salina e p<0,05.

As andlises nos nucleos da rafe revelaram reducdo no numero de células
imunorreativas a proteina FOS apenas no nucleo mediano em resposta ao consumo de leite e
aplicacdo aguda de fenfluramina em animais controle (CF: 10,50 + 3,83; n=5; versus CS:
25,67 + 3,42; n=5; p=0.0042), aos 18 dias de vida. Enquanto que no dorsal ndo foi observada
diferenca entre os grupos (CF: 28,80+ 2,67; n=5, versus CS: 37,50 * 4,65; n=5, p=0,1433).
Em relacdo ao grupo desnutrido, foi observada reducdo no numero de células c-fos positivas
nos nucleos dorsal (DF: 17,33+ 1,69; n=5; versus DS: 99,00 + 17,71; n=5, p=0,0018; Figura
5A), e mediano da rafe (DF. 16,33 = 1,13; n=5; versus DS: 55,0 + 5,75; n=5; p=0,0002;

Figura 5B).
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A comparacdo entre 0s grupos segundo a manipulacdo materna aos 18 dias de vida,
controle-salina comparado ao grupo Desnutrido-Salina, revelou que a ativacdo de células c-
fos ativadas aumentou significativamente nos nucleos da rafe analisados: MnR — Controle-
Salina (CS: 25,67 * 3,42; n=5; p<0,05) quando comparado ao grupo Desnutrido-Salina (DS:
55 £ 5,75, n=5); e no DR - Controle-Salina (CS:37,50 £ 4,65; n=5; p<0,05) quando

comparado ao Desnutrido-Salina (DS: 99,00 £ 17,71; n=5).
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Figura 5: Ativacdo de células imunorreativas a proteina FOS em resposta a aplicacdo de fenfluramina
e ingestdo de leite nos nucleos dorsal (A) e mediano da rafe (B) aos 18 dias de vida. Ratos receberam
dieta hipotroteica (8% proteina), ou controle (17% proteina) durante a gestacdo e lactacdo. MnR
(ndcleo mediano da rafe); DR (nucleo dorsal da rafe). A barra branca refere-se ao grupo salina, n=5
(D) e a barra preta ao grupo fenfluramina, n=5 (m). Utilizou-se ANOVA One Way, seguido do pos-
teste Bonferroni; * valores significantes para p<0,05.
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DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou a ingestdo alimentar e ativacdo neuronal em resposta a
fenfluramina, em ratos neonatos que sofreram ou ndo ma-nutricdo proteica durante a gestacédo
e lactacdo. Nossos resultados revelaram que a desnutricdo promove reducdo do percentual de
ganho de peso em resposta a acdo da fenfluramina aos 10 dias, assim como no grupo controle,
e aumento aos 18 dias em desnutridos. A fenfluramina ndo altera o ganho de peso aos 18 dias
para animais normonutridos. Estes resultados demonstram que aos 10 dias de vida,
independente da manipulacdo nutricional, os animais respondem a fenfluramina com reducéo
do percentual de ganho de peso corporal. Por outro lado, aos 18 dias, a desnutricdo promove
efeito contrério, inibindo o efeito anorético da fenfluramina, levando ao aumento do
percentual de ganho de peso. Foram analisados os efeitos da desnutricdo sobre o nimero de
células c-fos positivas em resposta a fenfluramina e ingestdo de leite em alguns nucleos
hipotalamicos e da rafe. Houve aumento destas células em animais normonutridos aos 10 dias
de vida no ndcleo paraventricular e reducdo no ventromedial e nenhum efeito no arqueado e
no dorsomedial. Em animais controle aos 18 dias de vida, a fenfluramina e a ingestéo de leite
promoveram aumento no numero de células ativadas em todos nucleos hipotalamicos
analisados. E entre os nlcleos da rafe analisados redugdo no mediano.

Nossos resultados revelaram que a desnutricdo ndo afeta a ativacdo de células c-fos
positivas aos 10 dias de vida no nucleo arqueado, no ventromedial e no dorsomedial,
entretanto aumenta no nucleo paraventricular. Nos nucleos da rafe houve aumento no nimero
de células no mediano. Aos 18 dias ha reducdo da ativacdo de células no paraventricular e no
dorsomedial. Em relacdo aos nucleos da rafe houve reducdo de ativacdo no dorsal e no

mediano em resposta a fenfluramina.
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Como falado anteriormente observamos o efeito da fenfluramina sobre o ganho de
peso corporal especialmente aos 10 e 18 dias pés-natal. Foi observado que estimulo da
neurotransmissao serotoninérgica promove reducdo do comportamento de succao entre 10-15
dias de vida (NOCK et al., 1978; WILLIAMS et al., 1979; SPEAR e RISTINE, 1981). Outro
observou que agonismo farmacologico serotoninérgico promoveu inibicdo do aleitamento em
animais deprivados de 10 e 21 dias de vida (WILLIAMS et al., 1979). Por outro lado, estudos
gue mostram que antagonismo serotoninérgico estimula o aleitamento em ratos a partir dos 15
dias de vida (WILLIAMS et al., 1979; RISTINE e SPEAR, 1984). Esses dados sugerem que a
maturacdo do sistema serotoninérgico pode ter um papel-chave para a iniciacdo do
comportamento de aleitamento. A fenfluramina é um liberador e inibidor da recaptacdo de
serotonina, aumentando a disponibilidade pos-sinéptica deste neurotransmissor (ROWLAND
e CARLTON, 1986). Como consequéncia desse mecanismo, a serotonina apresentara
aumento de sua concentracdo encefalica em diferentes areas cerebrais (ROWLAND e
CARLTON, 1986). Além disso, a fenfluramina tem o hipotalamo como fundamental sitio de
acdo (OLUYOMI et al., 1994), o que possivelmente pode interferir no resultado final da
neurotransmissdo serotoninérgica sobre o comportamento de aleitamento.

Diferentes receptores podem influenciar no comportamento de aleitamento,
interferindo sobre a ingestdo alimentar e consequente ganho de peso, o0 que contribui para 0s
diferentes efeitos da serotonina, nas idades analisadas. A analise do comportamento de
aleitamento entre P17-P18, com a manipulagéo de diferentes agonistas dos receptores 5-HTa,
5-HTig e 5-HT2, revelou que o agonismo sobre o 5-HT;a estimula o comportamento de
mouthing (abrir e fechar a cavidade oral), mas ndo houve significancia com os agonistas de 5-
HT1g e 5-HT2 sobre este comportamento, embora tenham diminuido os comportamentos de

locomocdo e exploracdo dos neonatos (FRAMBES et al., 1990). A manipulacdo de um
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antagonista serotoninérgico ndo causou efeito sobre 0 comportamento de aleitamento aos 10
dias pos-natal. Aos 15 dias pds-natal a droga age efetivamente sobre o comportamento de
movimento da cavidade oral enquanto eles estdo ligados a mde e mamando. Em contraste os
animais salina permaneceram relativamente imoveis durante o teste (WILLIAMS et al.,
1979).0 mesmo estudo avaliou o efeito de agonista serotoninérgico, a quipazina, que aumenta
a atividade da via serotoninérgica. E observaram que a quipazina reduz drasticamente o tempo
de aleitamento aos 10 dias de vida (WILLIAMS et al., 1979). Corroborando com 0s nossos
resultados aos 10 dias, que os animais de ambos 0s grupos apresentaram reducdo do
percentual de ganho de peso, que indiretamente reflete 0 consumo de leite do animal durante
o teste.

No nosso estudo, aos 18 dias de vida ndo foi observada significancia dos animais do
grupo controle, mas aumento do ganho de peso nos animais desnutridos. Diferentemente, foi
visto que animais privados entre P17 e P18 sob efeito de agonista do receptor 5HTa,
apresentaram significante perda do ganho de peso quando comparados aos animais salina, este
resultado foi atribuido ao menor tempo de succdo (SPEAR et al., 1991). Em animais
normonutridos adultos a fenfluramina causa hipofagia (VOIGT e FINK, 2015). Embora nosso
trabalho, traga resultados diferentes, pode-se creditar esta diferenca ao tipo e dose de farmaco
utilizado. O aumento do ganho de peso observado nos animais desnutridos do nosso estudo
reflete indiretamente a inibicéo do efeito anorético da fenfluramina. Um estudo observou em
animais aos 35 dias que sofreram desnutri¢do proteica, apresentaram um efeito atenuado da
fenfluramina sobre o consumo de alimento, com 30% da reducdo da quantidade de alimento
ingerida por estes animais, enquanto que nos animais controle a reducgéo foi cerca de 62%
(LOPES DE SOUZA et al., 2008). O mesmo estudo observou a expressdo génica de dois

receptores serotoninérgicos, 5-HT1g e 5-HT,c e concluiu que ndo ha diferenca na expressdo
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desses receptores embora tenha ocorrido hiporesponsividade do receptor 5-THig, frente a acdo
de seu agonista (LOPES DE SOUZA et al., 2008).A desnutricdo também aumentou
concentracdo da serotonina do 1° ao 21° dias pds-natal, em diferentes areas cerebrais
(MANJARREZ et al., 2003).Em contrapartida, também observaram que ocorre
dessenbilizacdo dos receptores durante o periodo de desenvolvimento em animais desnutridos
(MANJARREZ et al., 2003). Essas alteracbes em componentes do sistema serotoninérgico
podem ser um dos agentes das alteracdes do controle da ingestdo alimentar dos neonatos
submetidos a desnutricao.

A analise do numero de células ativadas nas idades analisadas nos revela que ha uma
mudanca no padrdo de ativacao entre 10 e 18 dias p6s-natal, tanto nos animais normonutridos
guanto nos desnutridos. Primeiramente péde-se observar que numa idade mais precoce como
aos 10 dias que o padréo de ativacdo celular nos nucleos hipotalamicos é similar entre animais
normonutridos ou ndo. Isso demonstra que a desnutricdo materna ndo afeta diretamente a
responsividade celular em resposta a ingestéo do leite e fenfluramina. Um trabalho observou
em neonatos com apenas P2 intensa marcacdo de c-fos em diferentes areas encefélicas,
especialmente no PVN (RINAMAN et al., 1997). Em outro foi visto no NTS um pico de
células c-FOS-IR entre 0 P5-P7 em animais (HIRONAKA et al., 2000). Aos P9 a expressao
de Fos foi induzida pela ingestéo de leite no NTS quando comparados com animais em jejum
(MORALES et al., 2008). Esses dados sugerem que 0s niveis de controle da ingestdo
alimentar comecam a se consolidar precocemente. O segundo ponto a se destacar nos animais
aos 10 dias de vida é que a redugdo no ganho de peso pode ser relacionado a maior ativacao
de células no nucleo paraventricular do hipotalamo. O ndcleo paraventricular recebe
projecdes oriundas do arqueado, e aos P10 essas projecdes sdo evidentes (BOURET et al.,

2004). Em estudo recente foi visto que a acdo inibitoria da ingestdo alimentar via
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paraventricular se da através da ativacdo de MC4R (SHAH et al., 2014). Dois receptores séo
responsaveis pela acdo da serotonina no controle da ingestdo alimentar 5-HT1g expressos em
neurdnios que expressdo NPY e AgRP e 0 5-HT,c expressos em neurdnios POMC cujo
receptor € 0 MC4R. Portanto drogas serotoninérgicas como a fenfluramina geram hipofagia
através do aumento da concentracdo da serotonina e consequente acao sobre seus receptores
especialmente 5-HTxc (HEISLER et al., 2002).

Aos 18 dias houve um aumento da ativacdo dos nucleos hipotalamicos dos animais
controle em detrimento de hiporresponsividade dos animais submetidos a desnutricdo. Essa
hiporresposividade pode ser atribuida ao papel programador da desnutricdo em fases precoces
da vida. Ha diferentes relatos de consequéncias da desnutri¢do sobre os niveis de controle da
ingestdo alimentar. Um estudo observou aumento da densidade de NPY aos P15, nos ndcleos
arqueado e paraventricular do hipotalamo em animais submetidos a restricdo proteica durante
0 periodo neonatal (ROCHA et al., 2014). Em trabalho recente foi observado que a
desnutricdo aumenta a expressdo génica de NPY e diminui a de POMC em animais
deprivados de alimentacdo (TUNGALAGSUVD et al., 2015). Também foi visto que a
desnutricdo reduz a expressdo génica de POMC em neonatos entre P14 e P30, entretanto ndo
houve diferencgas significativas na expressdo de NPY entre o periodo analisado P4 — P30
(DELAHAYE et al., 2008). A analise do nucleo arqueado, em animais restritos durante a
gestacdo, de neurdnios c-Fos positivos revelou que na vida adulta cerca de 30% destes
neuronios expressam POMC (BRETON et al., 2009). Estes dados sugerem que as alteragdes
do controle da ingestdo alimentar podem estar associadas com a ma-nutricdo em fases
precoces da vida, causadas por modificagGes anatdmicas nas vias hipotalamicas que regulam
0 comportamento alimentar, seja ao nivel de peptideos ou neurotransmissores como foi visto

em nosso trabalho, com a serotonina, através da aplicagdo de fenfluramina.
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Os nucleos da rafe enviam projecBes do tronco encefélico para diferentes regides
encefalicas entre estas o hipotdlamo. Na parte rostral do nucleo da rafe se localizam o Dorsal
da Rafe (DR) e o Mediano da Rafe (MnR) ambos possuem aferéncias serotoninérgicas para o
nucleo ventromedial do hipotdlamo que contribuem na regulacdo do comportamento
alimentar (TAKASE e NOGUEIRA, 2008). De uma maneira geral drogas agonistas da via
serotoninérgica que agem nestes nucleos e promovem inibigdo da ingestdo alimentar enquanto
que antagonistas estimulam o consumo de alimentos (WIRTSHAFTER, 2001).

A analise quantitativa de c-fos nos nucleos da rafe aos 10 dias apresentou significancia
apenas no MnR do animal desnutrido o que sugere sua participacdo na reducdo do ganho de
peso desses animais juntamente com outros nucleos hipotalamicos. O nucleo mediano envia a
maioria das projecOes serotoninérgicas para o prosencéfalo (WIRTSHAFTER, 2001).
Farmacos que inativam o MnR levam ao aumento da ingestdo alimentar e da sede, alterando
diferentes variaveis entre estas palatabilidade, quantidade de alimento (WIRTSHAFTER,
2001). O efeito da aplicagdo aguda de fenfluramina nos animais desnutridos pode ser
resultado de uma funcdo impar que este ndcleo apresenta sobre a ingestdo de alimentos
solidos ou liquidos.

Com o passar do desenvolvimento, aos 18 dias, foi observado com estimulo agudo da
fenfluramina reducdo no nimero de c-fos no DR desnutrido e no MnR em ambos 0s grupos
controle e desnutrido. Diferentemente do que foi observado no presente estudo, em animais
deprivados de proteina durante o desenvolvimento apresentam maior atividade espontanea de
neurbnios serotoninérgicos no nucleo dorsal da rafe (SODERO et al., 2006). Outro estudo
observou que a desnutri¢cdo ndo foi capaz de alterar o nimero de células nos ndcleos mediano
e dorsal da rafe (KING et al., 2002). Nossos resultados, portanto, revelam que a consolidagéo

da via serotoninérgica no nucleo mediano da rafe ocorre precocemente aos 10 dias em ratos
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submetidos a desnutricdo, e apenas aos 18 dias com os animais controle. Quanto o nucleo
dorsal, segundo nossas observacfes ndo ha um padréo significativo para os animais controle
em nenhuma das idades analisadas. Entretanto em animais desnutridos este nucleo responde a

acao da fenfluramina.

CONCLUSAO

A desnutricao proteica € capaz de interferir em diferentes eventos e processos ao longo
do desenvolvimento do sistema nervoso. Neste estudo investigamos seus efeitos sobre o
comportamento alimentar neonatal. Pouco se sabe sobre os eventos encefalicos que levam a
consolidacdo do processo de suckling em neonatos e quais vias de neurotransmissdo
participam desse processo. Nosso estudo avaliou a via serotoninérgica em duas idades ao
longo do periodo de lactagdo P10 e P18. Podemos concluir que em animais controle a acéo
serotoninérgica € bem consolidada aos 18 dias de idade, especialmente sobre os nucleos
hipotalamicos. Por outro lado, nos nacleos dorsal e mediano da rafe ndo foi observado padréo
de amadurecimento nesta idade. Quanto nos animais submetidos a desnutri¢do, o padrdo de
ativacdo celular aos 10 dias mostrou-se como em animais controle, com destaque para o
nacleo PVN. Entretanto aos 18 dias de idade, os animais desnutridos apresentaram aumento
do ganho de peso corporal e um padrdo de ativacdo de células c-fos positivas heterogéneo nos
nacleos hipotalamicos analisados. Quanto ao nucleo mediano houve resposta precoce a acdo
farmacoldgica da fenfluramina. Os dados deste estudo indicam que a acdo da via
serotoninérgica sobre a ingestdo alimentar em neonatos pode ter sido retardada pela

desnutricéo proteica precoce.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve como propostas avaliar mecanismos do controle central da ingestéo
alimentar em neonatos e os efeitos da desnutricdo neste processo. Foram escolhidas as idades
de 10 dias, elevada dependéncia materna, e 18 dias, inicio da transi¢ao entre o aleitamento e a
ingestdo de alimentos sélidos. As analises celulares e moleculares foram realizadas no
hipotdlamo, por ser estrutura importante de controle do comportamento alimentar com
mecanismos celulares bem conhecidos. Muitos sdo os achados sobre os efeitos da desnutri¢éo
proteica perinatal sobre estes mecanismos, no entanto, as informacGes sdo de organismos
adultos. Neste estudo, nos propusemos a realizar analises do efeito da desnutri¢cdo no controle

do comportamento alimentar durante o periodo de aleitamento.

Foi observado que a expressdao génica dos sensores energéticos AMPK e mTOR
ocorre em resposta ao estado de jejum e alimentado, seja aos P10 ou P18. Entretanto a
expressdo dos peptideos hipotalamicos ocorre efetivamente aos P18, especialmente para os da
via orexigénica NPY e AgRP. A analise da expressao génica apds carga gastrica calérica ou
ndo, indicou que a distensdo gastrica é o principal estimulo do controle alimentar nesse
periodo, independente da idade. Em conjunto, esses resultados nos permitem inferir que ha
em neonatos resposta a longo e curto prazo no controle da ingestdo alimentar, sendo efetivo

aos P18.

Verificamos que a desnutricdo reduziu a acdo anorética da fenfluramina ao P18,
proporcionando aumento do ganho de peso. Em adigdo, em organismos desnutridos da
fenfluramina promoveu redugéo do nimero de células ativadas, no PVN e os nucleos MnR e
DR aos 18 dias de vida. Estes nucleos podem ser mais vulneraveis aos efeitos deletérios da

desnutricdo precoce. Ademais, a acdo isolada da desnutricdo revelou que aos P18 todas areas
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analisadas apresentam maior ativacdo celular. Portanto, a dieta materna com restricdo de
proteina modifica ndo apenas a responsividade da via serotoninérgica, mas também o padréo
de ativacdo dos nucleos hipotaldamicos e da rafe. O que nos leva a inferir que organismos
desnutridos necessitam de maior recrutamento neuronal, entretanto nao foi capaz de modificar

0 padrdo da ingestao alimentar.

Este trabalho demonstrou que o controle hipotalamico da ingestdo alimentar em
neonatos é consolidado aos P18, com énfase para os sensores energéticos AMPK e mTOR e
para via orexigénica através da expressdo do AgRP. Quando o organismo é desnutrido, ha um
padrdo de hiperativacdo de nucleos hipotalamicos em resposta ao jejum, sendo estes
hiporesponsivos ao estimulo de um inibidor de recaptacdo da serotonina. A desnutricdo pode
promover ajustes sobre mecanismos de controle do comportamento alimentar que perduram
até a vida adulta, como observado na literatura. No presente estudo, fornecemos evidéncias
indicando que essa relacdo pode ser estabelecida e observada ainda em periodos de

imaturidade do controle do comportamento alimentar.
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Low protein diet during gestation and lactation increases food reward @Cwmk
seeking but does not modify sucrose taste reactivity in adult female

rats
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ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article history: Introduction: Nutritional deficiencies during neural development may lead to irreversible changes,
RE(EEVEd _22 M"_.‘ﬁ' 2015 even after nutritional rehabilitation, promoting morphological and functional adaptations of structures
Received in revised form involved with various behaviours including feeding behaviour. However, the ability of the exposure low
25 December 2015

Accepted 12 January 2016
Available online 22 January 2016

protein diet during gestation and lactation to affect the hedonic component of food intake is still poorly
understood, especially in females.

Methods: Wistar rats were divided into two groups according to the diet offered to the dams during
pregnancy and lactation: control female (CF; diet with 17% protein, n=7) and low protein female (LPF;

fg{,‘,w;:g:éin diet diet with 8% protein, n=7). The following parameters were evaluated: (a) body weight during weaning,
Mativation 30, 45, 60, 75, 90 days of life; (b) standard diet intake from 110 to 132 days of life; (c) fat diet and
Taste consumption of simple carbohydrates (HFHS) for 1h at 145 days of life; (d) incentive runway task 60
c-Fos days after 82 days of life; (e) taste reactivity at 90 days of life; and (f) neuronal activation in the caudate
Female putamen, amygdala, paraventricular nucleus of the hypothalamus under stimulus HFHS at 145 days of
Rats life.

Results: The exposure, a low protein diet during gestation and lactation, decreased the body weight
throughout the study period from weaning to 90 days of life. However, there was no significant change in
the body weight of low protein females from 110 to 132 days of life compared with the control females.
There was an increase in the rate of the search for reward and reduced the latency of the perception of
bitter taste. The exposure, a low protein diet during gestation and lactation, also promoted hypophagy
in adult females compared with contrel animals. The low protein female had increased HFHS diet con-
sumption compared with the control. Undernutrition increased neuronal activation in response to HFHS
diet consumption compared with female controls in the amygdala and in the caudate putamen.
Conclusion: Females subjected to the exposure, a low protein diet during gestation and lactation, exhibit
hypophagy on a standard diet but a higher consumption of a diet rich in lipids and simple carbohydrates.
And also were more motivated by the pursuit of reward and reduced latency of the bitter taste reactiv-
ity, and increased the number of immunoreactive cells c-fos protein activated in the caudate putamen,
amygdala and paraventricular nucleus.

© 2016 Published by Elsevier Ltd. on behalf of ISDN.

* Corresponding author at: Av. Prof. Moraes Rego. 1235, Cidade Universitaria. Recife 50670901, PE, Brazil.
E-mail address: sanlopesufpe@gmail.com (5.L. de Souza).

http:f{dx.doi.org/10.1016/j.ijdevnen.2016.01.004

0736-5748/© 2016 Published by Elsevier Ltd. on behalf of ISDN.



Int. |. Devl Neurmscience 38 (20140 23-29

e
5 ab‘gﬁfﬁ International Journal of Developmental Neuroscience

] '."T-"f::-F Contents lists avallable at Sclencelirect
et

A
i
“.

VIER Journal homepage: www.elsavier.com/locate/l|devneu

Perinatal undernutrition increases meal size and neuronal activation
of the nucleus of the solitary tract in response to feeding stimulation
in adult rats
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Q) coses

ARTICLE INFO ABSTEACT
Article histony: During the early periods of dewelopment, e, gestation and lactation, the influences of stimubas such as
Received 26 Agril 2014 undernuatrition can lead to several behavioural and morphofunctional damages to organs and systems in
Recetved in revised form 27 july 2m4 peneral, including pathways and stractares that control energy balance and feeding behaviour. Although
Aorepted 27 July 2014 a large body of evidences have shown the effects of this stimulus on stractures such as hypothalamus,
only few studies have directed their atbention to the long-term effects of undernutrition on the nucleus of
Kepwards: the solitary tract (NTS)L The aim of this study was toirvestizate the effects of early undermuatrition on the
F“‘F rui uuu}fmu::mun NTS and control of food intake in adulthood. Male Wistar rats were divided into two groups according
Mudeus of the solitary tract ta the diet affered to the dams during gestation and kactation: control group (T, dist containing 178
Hats caszein) ar isocaloric kw-protein group (L, diet containing B casein). On 35 or 180 days, we evaluated
Fes protein the rats’ body weight, food intake, behavioural satiety sequence and c-Fas protein expression in the NTS

in respanse to food stimulus. Based on thess assessments, it was found that perinata] undemutrition
pramoéed an increass in food intake and the number of activated cells in rostral and, mainly, medial
NT5 in response to food stimulation in adulthood. These results indicated that the NTS is a structure
particularky vulnerable to the influ=nces of nutritional manipulation in the sarly stages of development

with effects on food control in adulthood.

© 1014 Published by Elsewier Lid. an behalf of 1SDN.
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Early exposure of dams to a westernized diet has long-term
consequences on food intake and physiometabolic homeostasis
of the rat offspring

Taisy Cinthia Ferro Cavalcante', Amanda Alves Marcelino da Silva?, Maria Claudia Alheiros Lira', Larissa Cavalcanti
do Amaral Almeida® Ana Patricia Jaques Marques', and Elizabeth do Nascimento'

'Department of Nutrition, Universidade Federal de Pemambuco, UFPE, Recife-PE, Brazil and “Department of Neuropsychiatry and Behavioral
Sciences, UFPE, Recife-PE, Brazil

Abstract Keywords
This study evaluated the long-term effects of a westernized diet during pregnancy and  Adulthood, food intake, glucose and lipid
lactation. Female Wistar rats (n =12) were divided into two groups according to their food profile, rat, western-style diet

intake, namely, control (C) or westernized (W) diet, throughout pregnancy/lactation. On the

21st day, the male pups were weaned on a standard diet as follows: Control diet (CC) (n=8) History

and westernized diet in perinatal life followed by control diet post weaning (WC) (n=8). .

The levels of fasting (12 h) serum glucose, triglycerides (TG), and total cholesterol and fraction Recgwed 17 March 2014
in the pups were determined. During weaning, the WC group showed 14% greater body weight Revised 14 July 2014
(p=0001). In the adulthood, the offspring from dams fed on westernized diet showed Acce'ptzd 2 J’uly 2014
hyperphagia, hyperinsulinism, hypertriglyceridemia, higher fat visceral weight, higher very- Published online 1 September 2014
low-density-lipoprotein cholesteral level, decreased high-density-lipoprotein cholesterol level,

and altered glucose tolerance test. In conclusion, matemal western-style diet in early life altered

long-term food intake, visceral fat pad, insulin, glucose and lipid serum, and increased risk of

metabolic disorders.

Original research paper

Early physical activity minimizes the adverse
effects of a low-energy diet on growth and
development parameters

Gisélia de Santana Muniz, Amanda Marcelino Alves da Silva, Taisy Cinthia
Ferro Cavalcante, Ana Karla da Silva Franca, Karla Monica Ferraz,
Elizabeth do Nascimento

University Federal of Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil

Obiectives: The aim of this study was to evaluate the effect of a low-energy diet on rat dams and physical
activity in water during the perinatal period on body weight, somatic growth, and neuromotor development.
Methods: Rat dams were fed with control or low-energy diets fromthe third gestational week. At B days old the
litermates were either involved or not in aquatic physical activity. The groups were initially divided into
nomocalonic (C) or low-energy (LE) diets. The study included 52 male pups from primiparous Wistar rats.
Exercise in water was carmied out with the pups from the age of B to 52 days. Four experimental groups
were formed: inactive control (IC), active control (AC), inactive low-energy (ILE), and active low-energy
(ALE). Somatic growth (tzil length (TL), lateral-lateral axis of the skull (LLAS), anterior-posterior axis of the
skull (APAS), and longitudinal axis (LA)), maturation of reflexes and neuromaotor development of pup
locomotion were analyzed along with a biochemical profile.

Results: During lactation the body weight range (%) was lower for ILE compared with IC (38%, P <0.05), as
ALE body weight gain was lower (2%, F< 0.05) compared with AC and bigger (17%, £ < 0.05) compared
with ILE. At 21st day reduced body weight was observed in LE diet groups (IC =4862+136g; AC =
48.30 +1.03g; ILE=3049+1.60g, ALE=39.38 + 1.06 g, P <0.05). Compared with control diet, the LE
diet delayed somatic growth of pups from 2nd week to end lactation, but the early physical activity in LE
group improved some parameters of somatic growth (TL: IC = 68.87 = 1.00 mm, AC =66.80 + 1.10mm,
ILE=80.21 +1.14mm, ALE=64.61+055mm; LA IC=11321+£1.73mm, AC= 11333+ 1.37 mm,
ILE=99.40 + 167 mm, ALE=106.76 +0.79mm; APAS: IC=37.10+032mm, AC: 37.18 +0.23mm,
ILE=34.11 £0.33mm, ALE =35.84 +030mm; LLAS: IC=1871+024mm, AC=19.00=+0.16mm,
ILE=17.10 £0.18mm, ALE=17687 =0.11mm, F<0.05) and reflex ontogeny. Mewvertheless, fewer
changes were observed in locomotor activity (P > 0.05). At 60 days old, the food intake and measures of
murinometrics did not differ among groups, but they had lower glucose levels ILE (IC = 4.14 = 0.23 mmolf
|, AC =3.70 =0.22mmal /|, ILE = 3.38 + 0.20mmaol/|, ALE = 417 + 0.09 mmal/l, P< 0.05).

Conclusion: Taken together, we suggest that physical activity in water acts as a beneficial factorin LE diets of
dams during the perinatal period. Further study is necessary to investigate the role of physical activity for
adaptation against adverse nutritional stimuli.

Keywords Gowh somatic, Developrmant plstaty, Low-anangy diet, Physical activity
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ARTICLE INFOD

ABSTRACT

Aritide history:

Received 15 Decemiber 200 2
Received in revised form & April 2013
Acrepted 2 May 2013

Kepwards:
Feeding behavior
Mntivation

Rats

Prodem c-FE
Liowy-prodein dist

Experimentsin animals have revealed that perinatal nutritional restriction, which manifests in adulthood,
increases food intake and preference for palatable food s Considering this, we aimed toevaluate the efects
of perinatal malnutrition oo hedonic control of fssding behavior. In this study, we divided Wistar rats into
two groups accarding ta the diet provided to their mothers during pregnancy and lactation: the control
group [diet with 17% casein) and low-protein group [diet with 5L casein). We azsessed the animals’
motrvational behavior in adulthood by givieg them a stimulus of food reward. We also assessed their
reeurcnal activation trigpered by the stimulus of palatable food using FOS protein labeling of neurans
activated in the caudate putamen, paraventricular, dorsomedial, ventromedial, and lateral hypothalamic
nuclei and amygdala. Evaluation of body weight in malnourished animals showed reduction from the Gth
day of life untl adulthood. Analysis of feeding behavior revealed that these animals wers more motivated
by food reward, but they had delays during learning of the task. This Anding correlated with the number
of c-FOS-immunoreactive nearcns, which indicated that malnoarished animals had an increase in the
rumbser of meurons activated in responss to the palatble diet, especially in the amypdala and caudate
putamen. The study therefore confirmed our hypothesis that early nutritional insults promote changes
in encephalic control mechanisms, especially those related to food intake and search for reward.

© 2013 5DM. Published by Elsevier Ld. All rights reseresd.
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Effects of a Westernized Diet on the Reflexes and Physical
Maturation of Male Rat Offspring During the Perinatal Period

Taisy Cinthia Ferro Cavalcante - Jennyffer Mayara Lima da Silva - Amanda Alves da Marcelino da Silva -
Gisélia Santana Muniz + Laércio Marques da Luz Neto - Sandra Lopes de Souza + Raul Manhies de Castro +

Karla Minica Ferraz « Elizabeth do Nascimento

Received: 31 January 2003/ Accepted: 13 August 2003/ Published onling: 18 September 2003

£ AQCS 2013

Abstract This study evaluates the effects of a westernized
diet during the peninatal period on the matermal performance
and growth and development of rat offspring. Female Wistar
rats were Fed with either a control (C) diet, with casein as the
protein source or a westernized (W) diet, during pregnancy
and lactation. The pups were divided, eight per group, into
the same diet groups as their dams. During lactation, the
body weight (day |, W = 6.85 £ 0.62 g, C = 5.8] £ 049,
p<0.05; day 21, W= 5542 £ 378, C = 47.75 £ 345,
p= 0001y and somatic growth (body length day |1,
W=5324 + 2,16, C = 50.641 £ 1.79, p < 0.05; day 21,
W= 1248, C = 119903 £ 3.71, p =< 0.001) in the male
offspring showed sigmficant differences among the groups,
The physical appearance and reflex maturation showed
differences between day 1 and day 3. With the westernized
diet, during the perinatal period, no alterations in maternal
weight gain, gestation or performance were observed;
however, changes in the coefficients of feed efficiency and

T. €. Ferro Cavalcante - J. M. Lima da Silva -

G. 5. Muniz - L. M. da Luz Neto - 5. Lopes de Souza -

R, Manhdics de Casiro - K, M. Ferraz - E. do Nascimento ([0)
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energy during lactation were noted, Besides, blood glucose
was found w be elevated at the end of lactation
(C = 3.67 £ 0.35 mmolfl, W=252 0 %+ 0.49 mmoll). At
21 days, the male pups from the dams on the westermzed
diet were 15 % heavier, and the maturation of the neural
reflexes and physical characteristics were found 10 ocour
earlier. Therefore, the consumption of a westernized diet
during the perinatal period was independent of matermnal
energy inmake. and influenced the growth and development
of offspring.

Keywords  Gestation - Lactation - Western diet -
Meuro-development - Somatic growth - Rats

Abbreviations
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BCAE  Brazilian college of animal experimentation

CN5 Central nervous system

EE Energy efficiency
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FG Fasting glucose

FC Feed conversion

LEN Laboratory of experimental nutrition NAIDE
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LI Eruption of lower incisors
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OE Opening of the ear

OEC Opening of the ear canal

SFB Survey familiar budget

SWG Specific rate of weight gain

TC Total cholesterol
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Recife, 16 de outubro de 2012.
Oficio n°® 489/12

Da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof®. Sandra Lopes de Souza

Departamento de Anatomia

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n°® 23076.026104/2012-16

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado, “Ontogénese dos mecanismos de controle do comportamento
alimentar regulados pelo sistema serotoninérgico em ratos submetidos a desnutrigao
perinatal”,

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliagdo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11.794
de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins cientificos e
didéaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a serem

realizados.

Origem dos animais: Biotério de Nutrigdo - UFPE; Atenciosamente,
Animais: ratos Wistar; Sexo: machos e fémeas; Numero .

de animais previsto no protocolo: 288 Céﬁ‘u{

" Prdfa. Mana Teresa Jafisen
RECEBIDOEM: (Y / i\ 7/ 0 olyL Presidente do CEEA
NOME: Tf\uy CANTHA Fe Pa ot plepan T
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