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RESUMO

A associacéo do baixo peso ao nascer com alto risco de doengas como obesidade, diabete tipo 2 e
doencgas cardiovasculares na vida adulta levaram a hipotese da “Origem Desenvolvimentista da
Saude e Doenga” (DOHaD). Nessa hipotese, Programagéo se refere as adaptacdes executadas pelo
organismo frente a insultos ocorridos durante seu desenvolvimento, gerando efeitos permanentes ou
ndo na estrutura e funcdo de 6rgdos. A nutricdo materna durante o desenvolvimento do individuo é
considerada um importante indutor de Programacéo, visto que a deficiéncia de nutrientes, durante a
prenhez e a lactagdo, provoca alteragfes significativas no peso corporeo, no balango energético, na
ingestdo alimentar e na expressédo de neuropeptideos. O horménio concentrador de melanina (MCH)
e o transcrito regulado pela cocaina e anfetamina (CART) sdo neuropeptideos expressos na area
hipotalamica lateral (LHA), que participam da regulacdo do balanco energético e do comportamento
alimentar, nos quais o MCH desempenha papel orexigeno e o CART, anorexigeno. Nosso objetivo foi
analisar o numero e a distribuicdo de neurdnios MCH e CART e sua ultraestrutura na LHA de ratos
cujas mées foram submetidas a restricdo alimentar durante a prenhez e lactacdo. Fémeas prenhes
Wistar foram separadas em dois grupos experimentais: grupo controle (GC), dieta padrdo ad libitum,
e grupo restricdo calérica (GR), dieta de 50% de restricdo em relagdo ao grupo controle durante os
periodos de prenhez e lactacdo. Foram avaliados o numero de animais de cada prole e o peso no
DPN 1. Os filhotes machos, provenientes dos grupos restricdo (GR) e controle (GC), foram divididos
em cinco subgrupos etarios (n=8) de 21, 28, 50, 90 e 540 dias. Foram avaliados o peso e
comprimento corpéreo de cada animal, sua ingestdo alimentar apés o desmame, e 0s niveis
sanguineos de glicose, insulina e leptina, além dos testes de tolerancia oral a glicose e a insulina nos
animais de 540 dias. Os encéfalos foram processados para andlise do nimero e da distribuicdo dos
neurbnios MCH e CART na &rea hipotalamica lateral, segundo protocolos de imuno-histoquimica
(n=5) e microscopia eletrénica de transmissdo (n=3). O mapeamento e a estimativa do nimero de
neurbnios MCH e CART na LHA foram realizados, respectivamente, por reconstrugdo tridimensional e
estereologia. A ultraestrutura dos neurénios MCH e CART foi analisada qualitativamente por MET.
Nossos dados indicaram que a restricdo alimentar materna provocou diminuicdo permanente no peso
e comprimento corporais, no peso encefalico e das gorduras visceral e retroperitoneal. Ndo foram
observadas modificagbes no metabolismo de glicose e na eficiéncia alimentar do GR, embora a
ingestdo alimentar relativa desses animais tenha sido superior ao GC. Nao foram observadas
alteracdes nos niveis séricos de leptina, porém os animais do GR apresentaram diminuicdo dos
niveis de insulina no DPN 21. Aos 540 dias de idade, o GR apresentou uma diminui¢do do nimero de
neurdnios CART na LHA. N&o houve diferencas no nimero de neurdnios MCH entre 0s grupos, mas
a area e o volume da LHA foi menor no GR em 21, 50 e 90 dias. Modificagdes na distribuicdo dos
neurdnios CART na LHA foram observadas no DPN 540, com diminuicdo do nimero de células na
regido perifornicial e nas sec¢des mais caudais da LHA. Nenhuma alteracdo ultraestrutural foi
observada no GR, tanto nos neurénios CART quanto nos MCH. Concluimos que a restricdo alimentar
materna durante a prenhez e lactagcdo modificou a estrutura corporal dos descendentes e seu
comportamento alimentar. Além disso, diminuiu 0 nimero de neurdnios CART da LHA, alterando sua
distribuicdo, sem alteragbes nos neurbnios MCH, que ndo foram refletidas na ultraestrutura.

Palavras-chave: rato Wistar, microscopia eletrénica de transmisséo, restricdo alimentar materna,

hipotalamo, neuropeptideos, prenhez, lactagéo.
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ABSTRACT
Effect of Maternal Food Restriction during Pregnancy and Lactation on MCH and CART

Neurons in the Lateral Hypothalamic Area (LHA)

The association between lower birth weight and an increased risk of obesity, diabetes type 2 and
cardiovascular diseases in adult life led to Developmantal Origins of Health and Disease (DOHaD)
hypothesis. In this hypothesis, programming is related to the adjustments performed by the organism
to insults occurring at key stages of their development, which may lead to long-lasting effects in the
organs structure and function. Maternal nutrition during critical periods of individual development is
considered an important Programming inductor, since the nutrient deficiency during pregnancy and
lactation causes significant changes in body weight, energy balance, food intake and neuropeptides
expression. The melanin-concentrating hormone (MCH) and the cocaine- and amphetamine-regulated
transcript (CART) are neuropeptides expressed in the lateral hypothalamic area (LHA) that are
involved in the regulation of energy balance and feeding behavior in which MCH plays an orexigenic
role and CART an anorexigenic one. Thus, our aim was to analyze the number and the distribution of
MCH and CART and the ultrastructure of these neurons in the LHA of rats whose mothers were
subjected to food restriction during pregnancy and lactation. After pregnancy confirmation, female
Wistar rats were divided in two groups: control group (CG), ad libitum standard diet, and caloric
restriction group (RG), 50% diet restriction compared to the control group during pregnancy and
lactation. After birth, the number of pups and their body weight in postnatal day (PND) 1 were
evaluated. The male pups from both groups were divided into five age subgroups (n = 8): PND 21, 28,
50, 90 and 540. Body weight and nasoanal distance of each animal, their weekly food intake after
weaning and glycemia, leptin and insulin serum concentrations were evaluated. An oral glucose
tolerance test and insulin tolerance test were also executed in PND 540. Brains were processed for
analysis of MCH and CART number and distribution in the LHA, according to immunohistochemistry
protocols (n=5) and transmission electron microscopy (n=3). The mapping and estimate of MCH and
CART neurons in the LHA were performed using three-dimensional reconstruction and stereological
study. The ultrastructure of MCH and CART neurons was analyzed by transmission electron
microscopy. Our data indicated that caloric restriction during pregnancy and lactation decreased body
weight, body length, brain weight and visceral and retroperitoneal adipose tissues throughout life. No
differences were observed in the glucose metabolism and in RG food efficiency, although the relative
food intake was increased in RG. There were no differences in the leptin concentration; however RG
has showed lower insulin concentration in PDN 21. Stereological data have shown a decreased
number of CART neurons in the LHA of RG540. There were no differences in the number of MCH
neurons among groups, however the LHA area and volume were smaller in RG in PND 21, 50 and 90.
Modifications were observed in the distribution of CART neurons in RG540, with lower number of
neurons on perifornicial region and caudal sections of LHA. No ultrastructural alterations in CART and
MCH neurons were caused by caloric restriction during pregnancy and lactation. In conclusion,
maternal food restriction during pregnancy and lactation changed biometric parameters in the offspring
and their food intake. Furthermore, there was a decrease in CART neurons in LHA and changes in its
distribution, with no effects on MCH neurons and on both neuropeptides ultrastructure.

Keywords: Wistar rat, transmission electron microscopy, maternal food restriction, hypothalamus,

neuropeptides, pregnancy, lactation
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1 INTRODUCAO

Nutricdo inadequada é um problema mundial e tema de interesse da Organizacdo Mundial
da Saude (OMS). Estima-se que a subnutricdo materna e infantil € responsavel por 11% das doencas
em nivel global (BLACK et al., 2008). O periodo entre 2016 e 2025 é considerado a “década de agdes
em nutricdo” pelas Nagbes Unidas, ampliada até 2030. Nesse periodo, dentre as diversas metas,
destacam-se a erradicacdo da fome e a promocao de saude através da nutricdo adequada(FOOD
AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS (FAO) et al., 2018).

A ma nutricdo afeta uma a cada trés pessoas na populacdo mundial (WORLD FOOD
PROGRAMME, 2017) e tem um impacto negativo no desenvolvimento cognitivo, no desempenho
escolar e na produtividade. Aliada a estimulagao cognitiva inadequada, € um importante fator de risco
que contribui para que 200 milhdes de criancas deixem de atingir seu potencial pleno de
desenvolvimento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). Segundo a edigdo de 2015 da OMS,
juntamente com a UNICEF e o Banco Mundial, estima-se que no mundo haja 159 milhdes de criancas
com nanismo, 50 milhdes com baixo peso para altura, dentre as quais 16 milhées em estado severo.

Durante o periodo de gestacdo e lactacdo, todas as necessidades nutricionais do
descendente dependem da mée. Portanto, o periodo entre a concepgao até o segundo ano de vida
(primeiros 1000 dias) é crucial, no qual a boa alimentacéo gera beneficios para toda a vida (BHUTTA
et al.,, 2008; KOLETZKO et al.,, 2014). Assim, alteracdes no estado nutricional materno, durante
estagios criticos de desenvolvimento, podem gerar modificagcbes estruturais e fisiolégicas
significativas e duradouras na prole (MCARDLE et al., 2006; DEARDEN e OZANNE, 2015).

Estudos mostram que a restricdo alimentar materna durante essas fases tém consequéncias
a longo prazo no metabolismo energético da prole e uma maior propensdo desses individuos ao
desenvolvimento de doengas metabolicas, como obesidade e diabete tipo 2, e cardiovasculares na
idade adulta (MCMILLEN et al., 2005; MCARDLE et al., 2006; PICO et al., 2012).

As observages feitas por Barker, nas quais o0 baixo peso ao nascer esta associado ao alto
risco de desenvolvimento dessas doencas, bem como a plasticidade e vulnerabilidade dos periodos
fetal e neonatal, deram origem a hip6tese denominada “Origem Desenvolvimentista da Saude e
Doenca” (Developmental Origins of Health and Disease — DOHaD) (BARKER, 2004; CALKINS e
DEVASKAR, 2011). Nessa hipotese, o termo “Programacédo” define e envolve as adaptagdes do
organismo frente as injarias ocorridas em fases importantes de seu desenvolvimento (fetal, neonatal e
infancia), gerando efeitos permanentes ou ndo na estrutura e funcédo de 6rgaos (OZANNE, 2001).

A teoria do “thrifty phenotype”, proposta por Hales e Barker (1992), enuncia que em resposta
a falta de nutrientes durante a gestacdo, o feto adotara uma série de estratégias metabdlicas que
visem a aumentar suas chances de sobrevivéncia. Dessa forma, a programacao metabdlica prepara o
individuo para a sobrevivéncia em condi¢cdes poés-natais de desnutricdo. Entretanto, esse ajuste
metabdlico pode causar efeitos adversos quando, posteriormente, uma dieta adequada ou
hipercaldrica é oferecida ao individuo (HALES e BARKER, 1992; CRIPPS et al., 2005), que pode
apresentar crescimento corporal acelerado, fendmeno denominado “catch up growth”, e até mesmo
desenvolver obesidade preoce (OZANNE e HALES, 2004).

A variedade de fenétipos adaptativos na vida adulta depende do tipo, periodo, duracédo e

severidade da restricdo a que o feto ou lactente for submetido. Estudos em modelos animais, por
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exemplo, mostram que a restricdo alimentar materna durante a prenhez, do tipo cal6rica, proteica ou
de outro nutriente, produz alterac6es na homeostase do balango energético (relacéo entre ingestéo e
gasto energético) e obesidade (DESAI et al., 2007a; PICO et al., 2012). Ja os efeitos tardios da
desnutricdo durante a lactacdo ainda sao pouco claros, mas dados mostram que a restricdo severa
durante essa fase esté associada ao retardo no crescimento corporal (REMMERS et al., 2008b).

A restricdo calérica durante a prenhez e/ou lactacdo gera modificacdes no peso corporal,
aumenta a ingestdo alimentar e altera o controle do balanco energético da prole (DESAI et al., 2007a;
DELAHAYE et al., 2008; PALOU et al., 2012). Mudancas permanentes no hipotalamo em periodos
importantes de seu desenvolvimento podem gerar modificacdes na homeostase energética na vida
adulta, fenbmeno descrito como programacédo hipotalamica, e no qual a restricdo calérica pode ser
um fator determinante (REMMERS e DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011; PICO et al., 2012).

O comportamento alimentar é determinado por uma série de processos neurobiolégicos que
o controlam direta ou indiretamente: a palatabilidade do alimento, aferéncias viscerais pos-ingestéo e
absorcao, circuitos de recompensa, emocdes e 0 controle homeostético energético, no qual se
destacam o0s nucleos hipotalamicos e acdo da insulina e leptina (ZELTSER, 2018).

O hipotalamo, centro integrativo essencial para a sobrevivéncia, estd associado as funcées
gue controlam o comportamento alimentar e o balanco energético (SCHWARTZ et al., 2000),
destacando-se a é&rea hipotalamica lateral (LHA) como um centro importante de regulacdo da
homeostase energética (BERNARDIS e BELLINGER, 1993;1996; BROBERGER et al.,, 1998;
BROWN et al., 2015).

A LHA, localizada no hipotalamo lateral (SIMERLY e PAXINOS, 2004), pode ser dividida em
trés sub-regides (anterior, tuberal e mamilar) no eixo rostro-caudal e possui muitas conexdes com
estruturas do neuro-eixo, mediadas pela passagem do feixe prosencefdlico medial em sua parte
central (SAPER et al., 1979; BERTHOUD, 2002). Além do papel de destaque no controle do balanco
energético e da ingestdo alimentar (BERNARDIS e BELLINGER, 1996; BROWN et al., 2015), a LHA
esta relacionada ao processamento de informagdes sensitivas, modulagdo de respostas motoras
somaticas, ingestao hidrica, reprodugdo, modulagdo autdnoma, ciclo sono-vigilia (SZYMUSIAK et al.,
1989; KRILOWICZ et al., 1994), controle neuroendécrino (BERNARDIS e BELLINGER, 1993;
LARSEN et al., 1994), termorregulacdo (SATINOFF e SHAN, 1971; ZHANG et al., 1997) e ativagéo
cortical (SAPER, 1985; SAPER et al., 1986).

A grande variedade de neurotransmissores e neuromodulares presentes na LHA é
responsavel por sua diversidade de fungBes. Estudos anteriores demonstraram a presenca de
diversos neuropeptideos na LHA, dentre eles a hipocretina/orexina (Hcrt/Ox), que apresenta
importante papel na manutencdo da vigilia e controle da ingestao alimentar (BROBERGER et al.,
1998; BROBERGER, 2005); o neuropeptideo acido glutamico-isoleucina (NEI), associado ao
comportamento de auto-limpeza e locomo¢cdo (NAHON et al., 1989); o transcrito regulado pela
cocaina e anfetamina (CART), relacionado a manutencédo do peso corporal e ingestdo alimentar, no
qual exerce papel anorexigeno (KOYLU et al., 1997; KUHAR et al., 2002; ZHANG et al., 2012); e 0
horménio concentrador de melanina (MCH), associado a regulacdo do balanco energético e controle
ténico do comportamento alimentar, exercendo um papel orexigeno (QU et al., 1996; SHIMADA et al.,
1998; DINIZ e BITTENCOURT, 2017).
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O MCH do rato possui estrutura ciclica composta por 19 aminoacidos (NAHON et al., 1989;
VAUGHAN et al., 1989), diferenciando do MCH do salmé&o, descrito previamente por Kawauchi et al.
(1983), em dois aminoacidos da porcdo amino-terminal e quatro substituicdes. O MCH do rato ocupa
a porcao carboxi-terminal de um precursor (pré-pré-horménio concentrador de melanina — ppMCH —
Figura 1) composto por 165 aminoacidos, a partir do qual também sédo traduzidos o NEI e o
neuropeptideo glicina-acido glutamico (NGE) (TOUMANIANTZ et al., 1996; TOUMANIANTZ et al.,
2000; ALLAEYS et al., 2004).

Signal NGE NEI MCH
pre-pro-MCH 7774|

MCHmRNA [ EXONI EXONT | EXONTI|

,f’MCngne =T —— .
[ EXONI — EXON T s EXON I

Figura 1. Esquema da estrutura do pré-pré-horménio concentrador de melanina (ppMCH), molécula precursora
da sintese do MCH. Posicdo dos introns e éxons relacionandos com as sequéncias do MCH, NEI e NGE,
originados a partir do ppMCH. Adaptado de Nahon et al. (1989), Vaughan et al. (1989) e Nahon e Abba (2006).

A distribuicdo de fibras e terminais imunorreativos ao MCH, associada a distribui¢do de seu
receptor (MCH-1R), demonstra seu papel na organizacao de comportamentos motivados, através da
influéncia no alerta, comportamento exploratério, regulagdo autonémica, alimentacdo, aprendizado e
memoria (BITTENCOURT et al., 1992; HERVIEU et al., 2000; SAITO et al., 2001).

O estudo da distribuicdo dos neurénios MCH no sistema nervoso central do rato foi realizado
por Bittencourt et al. (1992). Nesse trabalho, também foi estudado o padrao de distribuicio do RNAm
do ppMCH através de hibridizac¢ao in situ. No rato, a distribuicdo de neurdnios MCH é essencialmente
diencefdlica (Figura 2), ocupando principalmente a LHA e zona incerta rostromedial. Além disso,
também foram observados grupamentos menores, como a parte dorsomedial do nucleo
tuberomamilar, ndcleo periventricular anterior e uma regido ndo definida no hipotalamo medial entre
os limites ventrolateral do nucleo dorsomedial e dorsolateral do nudcleo ventromedial. Outros
grupamentos extra-diencefalicos também apresentam expressdo do RNAm do ppMCH e de seus
peptideos, como o tubérculo olfatério e uma parte ndo descrita da formacdo reticular pontina
paramediana (BITTENCOURT et al., 1992; BITTENCOURT, 2011).

Ha projecdes imunorreativas ao MCH para quase todo neuro-eixo (Figura 2); entretanto, o
cerebelo e os nlcleos motores de nervos cranianos do tronco encefalico parecem néo receber uma
densa inervacao por essas fibras. A maior parte das fibras imunorreativas ao MCH é veiculada pelo
feixe prosencefélico medial, que atravessa a LHA (BITTENCOURT et al., 1992). A zona incerta
rostromedial e os grupamentos extra-diencefalicos também enviam proje¢cdes imunorreativas ao
MCH.
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Figura 2. Esquema proposto por Nahon, J.L (1989) que mostra a localizacdo dos neurénios MCH (esferas) e
suas projecdes axonais para as diversas areas do neuro-eixo. Abreviaturas: nuc. acc.= nlcleo accumbens,
hypothal.= hipotalamo, olf. tubercle = tubérculo olfatério, olf. bulb = bulbo olfatério, cereb. cx = cortex cerebral.

A distribuicdo subcelular do MCH segue o padrdo tipicamente descrito para neurdnios
peptidérgicos (PICKEL, 1985). O MCH foi encontrado nos somas de neurbnios com nucleos
invaginados, complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvidos e vesiculas
com granulos densos distribuidas no citoplasma (NAITO et al., 1988; BITTENCOURT et al., 1992).
Uma caracteristica marcante no padréo de distribuicdo do MCH é o acimulo nas cisternas trans do
complexo de Golgi (BITTENCOURT et al., 1992).

O MCH é um dos primeiros neuropeptideos expressos no encéfalo. Neurénios MCH se
diferenciam entre os 10° e 16° dias do periodo embrionario do rato, com um pico em sua formagéo no
13° dia, no qual é possivel detectar o RNAm e o proprio peptideo (BRISCHOUX et al., 2001). Em
neonatos, neurdbnios MCH estdo organizados em grupamentos menores e localizados mais
medialmente do que o observado no periodo embrionario. No dia pés-natal (DPN) 16, os somas ja
apresentam dimensdes e distribuicdo semelhantes aos padrdes encontrados em animais adultos
(BRISCHOUX et al., 2001). Os terminais axbnicos se dirigem primeiramente ao tronco encefélico e
ampliam sua distribuicdo progressivamente até o DPN 21 (STEININGER et al., 2004).

Estudos funcionais indicam a participacdo do MCH na homeostase de agua e eletrolitos
(PARKES e VALE, 1993; PRESSE e NAHON, 1993) e no comportamento alimentar (PRESSE et al.,
1996; QU et al, 1996; SAPER et al, 2002; SZEKELY e SZELENYI, 2005). Entre todos os
participantes do controle do balango energético, atribuiu-se ao MCH uma fungdo de destaque no
controle ténico do comportamento alimentar, exercendo um papel orexigeno (QU et al., 1996; ROSSI
et al., 1997), fato confirmado pela inativacdo génica do MCH (SHIMADA et al., 1998), que resultou
num modelo de camundongos magros e hipofagicos, nos quais o fenétipo se estabeleceu
progressivamente apds o nascimento.

Outro neuropeptideo abundante na LHA é o transcrito regulado pela cocaina e anfetamina
(CART), primeiramente descrito no cérebro de roedores, mais precisamente no estriado, apds a
injecdo de cocaina e anfetamina por via intraperitoneal (DOUGLASS et al., 1995). O CART é derivado
de duas moléculas precursoras (pré-pro-CART) que dao origem a trés peptideos ativos: CART 33-
102, CART 55-102 e CART 62-102, denominados de acordo com a sequéncia de aminoacidos na
molécula precursora (DOUGLASS et al., 1995; KUHAR et al., 2002). As sequéncias de aminoacidos
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para o CART do rato e do homem apresentam semelhancas de 95%, sendo a regido carboxi-terminal
a mais conservada (DOUGLASS e DAOUD, 1996).

Diversas regides do sistema nervoso central (SNC) apresentam neurénios CART ou RNAmM
para CART, como nucleo accumbens, amigdala basolateral e area tegmental ventral, associando a
participagdo do CART aos mecanismos de recompensa. O hipotalamo possui grande expressao
desse neuropeptideo, destacando-se os nucleos paraventricular do hipotdlamo (PVH), nucleo
arqueado (Arc) e a LHA, indicando participacdo do CART no controle da homeostase energética e
dos comportamentos motivados (COUCEYRO et al., 1997; KOYLU et al., 1997; KOYLU et al., 1998;
ELIAS et al., 2001; SUBHEDAR et al., 2014). A distribuicdo de fibras CART descrita por Koylu et al.
(1998) mostra densa inervacdo de importantes centros vegetativos do SNC, como os nlcleos
paraventricular, dorsomedial e arqueado no hipotalamo, ndcleo do trato solitario e coluna
intermediolateral da medula espinal.

Estudos ontogénicos em ratos avaliaram a expressdo do CART durante o periodo
embrionério na regido mesencefalica, mostrando que ele € detectado a partir do 11° dia embrionario,
mas que, apdés o 16° dia, sua imunorreatividade diminui consideravelmente, sugerindo uma
participagdo importante do CART no desenvolvimento desses neurbnios na fase embrionéria, devido
a sua expressdao transitéria (BRISCHOUX et al., 2002).

A expressdo do RNAm do CART durante o desenvolvimento pds-natal apresenta diferengas
temporais em distintos grupamentos neuronais prosencefalicos. Regides como cortex somato-
sensério, giro denteado e ndcleo accumbens apresentam altos niveis de expressdo no DPN 6 e
posterior diminuicdo nos DPN 26 e 66. Porém, no ndcleo arqueado, a expressdo de RNAm do CART
€ menor no DPN 6 quando comparado ao DPN 26 e 66. J4 na LHA e no nucleo dorsomedial do
hipotdlamo, a expressdao do RNAmM néo se altera entre as diferentes idades (RODRIGUES et al.,
2011).

O CART esté associado a diversas fungdes, como recompensa, regulagcdo neuroenddcrina,
dor, estresse, comportamento alimentar e metabolismo energético (KIMMEL et al., 2000; VRANG et
al., 2000; KUHAR et al., 2002; DAMAJ et al., 2004; SUBHEDAR et al., 2014). Kristensen et al. (1998)
demonstraram a acdo do CART como fator de saciedade, desempenhando, em conjunto com a
leptina, uma funcao inibitéria (anorexigena) da ingestéo alimentar.

A presenca de CART em nlcleos importantes para a manutencdo do metabolismo energético
e controle do comportamento alimentar sugere importante participacdo de neurénios CART nessas
fungbes (KOYLU et al, 1997). Além disso, o CART apresenta co-localizagdo com outros
neuropeptideos envolvidos na homeostase energética, como o pré-opiomelanocortina (POMC) no
nacleo arqueado e o MCH na LHA (ELIAS et al., 1998a; ELIAS et al., 2001; JANCSIK et al., 2018).

Em nivel ultraestrutural, o CART é observado em somas com nulcleo oval grande e
invaginado, com grande imunorreatividade no reticulo endoplasmético rugoso e complexo de Golgi,
podendo apresentar vesiculas imunorreativas com granulos densos (DALL VECHIA et al., 2000), e
também em terminais ax6nicos com vesiculas escuras com nulcleos densos fortemente
imunorreativos (COUCEYRO et al., 1997; SMITH et al., 1997).

A elucidacéo do verdadeiro papel do MCH e do CART no comportamento alimentar depende
do estudo de sua relacdo com os outros neuropeptideos. Trabalhos prévios investigaram o papel

desses neuropeptideos e de seus receptores no que se refere a génese da obesidade e suas
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possiveis utilizacfes farmacolégicas (FAN et al., 1997; BROBERGER et al., 1998; ELIAS et al.,
1998b; HAKANSSON et al., 1998; SAWCHENKO, 1998; ELIAS et al., 1999; VRANG et al., 1999).
Nesse contexto, a leptina produzida pelo tecido adiposo branco esta envolvida na sinalizacdo ao SNC
sobre o0 estado energético do individuo, através da mediacdo de neurbnios imunorreativos ao
neuropeptideo Y (NPY), ao peptideo relacionado a proteina agouti (AgRP), ao POMC e ao CART do
ndcleo arqueado. Esses grupos neuronais, por sua vez, projetam-se para neurénios MCH ou CART
da LHA gque modulam os comportamentos necessarios a manutengdo do equilibrio energético, dentre
os quais inclui-se o comportamento de busca de agua e alimentos. Assim, o MCH e o CART
mostram-se como vias finais da acéo da leptina sobre o neuro-eixo, veiculando informacdes sobre as
necessidades energéticas do individuo (ELIAS et al., 1998b; ELIAS et al., 1999; ELIAS et al., 2001).

Além disso, a relacdo entre o MCH e a sinalizacao pela leptina é evidenciada pela presenca
de receptores de leptina (Ob-r) nos neurénios MCH da LHA, demonstrando que essas células séo
sensiveis a acdo da leptina (FEI et al., 1997; HAKANSSON et al., 1998). Outros estudos mostram que
0s neurbnios presentes no nucleo arqueado possuem receptores de insulina e exercem um papel
anorexigeno na homeostase energética, através de proje¢des para neurénios MCH e CART da LHA,
sugerindo que esses neuropeptideos possam ser via final também da insulina (MCGOWAN et al.,
1993; ELIAS et al., 1998a).

Com o processo de envelhecimento, mesmo em individuos saudaveis, ocorre perda de
gordura e peso corporais, possivelmente relacionados a um balanco energético negativo, uma vez
gue grupos etarios mais velhos apresentam substancial redu¢do da sua capacidade de manter um
balango energético constante (ROBERTS, 2000; AKIMOTO e MIYASAKA, 2010). Kappeler et al.
(2003) relacionaram o envelhecimento a diminuicdo de expressdo de genes de neuropeptideos
hipotalamicos, como POMC, CART e MCH, o que sugere uma diminuicdo na ingestao alimentar.

Esse aspecto foi corroborado por estudo recente de nosso grupo, em ratos, no qual se
observou que o ndmero e a distribuicdo dos neurdnios MCH na LHA n&o sofrem alteragcdo em funcéo
da idade, desde a pré-puberdade até a senilidade, e que, ap0s a maturagdo do sistema MCH-érgico,
a expressdo do RNAm para o MCH aumenta durante o desenvolvimento pés-natal até a idade adulta
e diminui com o envelhecimento na LHA (MACHADO, 2015).

A restricdo alimentar materna durante a prenhez e lactagdo provoca diminuigdo da expressao
do RNAm para POMC (DELAHAYE et al., 2008) e do receptor de leptina no hipotdlamo (DESAI et al.,
2007Db), diminuigdo do nimero de neurbnios imunorreativos ao NPY no Arc (GARCIA et al., 2010),
reducdo nos niveis plasmaticos de leptina na prole no desmame (DELAHAYE et al., 2008) e aumento
na proliferacéo celular em ndcleos do hipotalamo medial como o PVH, o VMH e o Arc até o DPN 21
(COUPE et al., 2009). No entanto, os efeitos da restricdo alimentar materna em grupos neuronais no
hipotadlamo lateral, como os neurdnios MCH e CART da LHA, importantes para o controle do
metabolismo energético, sdo desconhecidos.

Os efeitos que a restricdo alimentar materna pode gerar na organizagao celular ultraestrutural
também sado pouco conhecidos. Ha pouquissimos dados na literatura sobre a distribuicdo subcelular
desses neuropeptideos (JANCSIK et al., 2018) e nenhuma informacao relacionada a descricao
ultraestrutural desses neuromoduladores no paradigma de restricdo alimentar materna.

Dados na literatura mostraram que a restricdo caldrica materna promove redugdo na

guantidade de citoplasma e de vesiculas de secrecao em células da hipéfise (GOMEZ DUMM et al.,
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1987), bem como reducdo no nimero de segmentos e na extensdo da arborizacdo dendritica dos
neurdnios do nucleo do trato solitario (RUBIO et al., 2004). Um estudo eletrofisioldgico indicou que a
restricdo caldrica perinatal reduz as entradas sinapticas excitatérias ao hipocampo, podendo afetar o
processamento de informacdes pela reducao seletiva de espinhos dendriticos (ZHANG et al., 2013).
Ja a restricao proteica materna levou a uma diminuicdo do peso encefalico, da area dos terminais
axonais no cortex occipital, sugerindo atraso no desenvolvimento da prole (JONES e DYSON, 1981).
Além disso, ainda ndo estdo esclarecidas as futuras implicagbes que a restricdo alimentar
materna pode promover nos neurbnios da LHA durante o desenvolvimento pés-natal e o
envelhecimento. Assim, acreditamos que a restricdo alimentar materna pode alterar o fenétipo e o
metabolismo energético dos descendentes, modificando os neurdbnios da LHA durante o

desenvolvimento pés-natal dos sistemas MCH-érgico e CART-érgico e durante o envelhecimento.
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8 CONCLUSAO

A partir da analise dos nossos resultados, podemos concluir que a restricdo alimentar

materna durante a prenhez e lactagéo:

e Provocou modificacdes na estrutura corporal dos descendentes que sdo permanentes,
ndo havendo recuperacao desse fendtipo.

¢ Aumentou a taxa de ingestdo alimentar, modificando o comportamento alimentar.

e Na&o alterou de forma permanente o metabolismo de glicose e os niveis de leptina.

e Diminuiu 0 nimero e moadificou a distribuicdo de neurdnios CART da LHA, sem alteracdes
nos neurénios MCH.

e Nao provocou modificages na ultraestrutura dos neurénios CART e MCH da LHA.
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