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RESUMO

Os seres vivos apresentam ritmicidade circadiana em varios processos bioldgicos como a
atividade locomotora e o comportamento alimentar. Perturbacdes da ritmicidade estdo
associadas ao desenvolvimento de doencas metabolicas. A desnutricdo proteica perinatal pode
afetar o sistema circadiano durante o seu desenvolvimento com consequéncias tardias
permanentes. Animais submetidos a esse modelo de desnutricdo apresentam alteracGes no
padrdo circadiano de componentes moleculares necessarios a geracdo dos ritmos. Essas
modificacdes tém sido associadas com fenotipos anormais do comportamento alimentar. O
presente estudo teve como objetivo determinar os efeitos da desnutricdo proteica perinatal
sobre o perfil circadiano da imunorreatividade da proteina relégio PERIOD 1 nos nucleos
supraquiasméatico (NSQ) e arqueado (ARC). Ratos Wistar albinos foram obtidos no
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Apo6s acasalamento e
deteccdo da prenhez as mdes foram alimentadas com dieta hipoproteica (proteina 8%) ou
normoproteica (proteina 17%) durante toda a gestacdo e lactacdo. O ajuste das ninhadas foi
realizado um dia ap6s o nascimento de maneira que apenas machos participaram neste estudo.
Do 21° dia, ap6s o desmame, 0s animais permaneceram juntos até o 28° dia, quando foram
separados em gaiolas individuais para a posterior avaliacdo da ingestdo alimentar circadiana,
no 35° dia, e analise da imunorreatividade da PERIOD 1 nos nucleos supraquiasmatico e
arqueado, no 38° dia. A desnutricdo promoveu hiperfagia na fase escura sem alterar o padrao
circadiano de ingestdo alimentar (8h: Controles 3,8+0,5 g/g X100, n=9 vs Desnutridos 4,8+0,6
0/g x100, n=9, p<0,0001; 16:00: Controles 2,8+0,6 g/g x100, n=9 vs Desnutridos 3,8+0,4 g/g
x100, n=9, p<0,05). Por outro lado, houve menor imunodetec¢do da PERIOD 1 no nucleo
arqueado as 00h e 20h em animais desnutridos quando comparados aos controles (Oh:
Controles 616,1+3,4, n=6 vs Desnutridos 214,2+66,4, n=4, p<0,001; 20h: Controles
525,8+24,7, n=6, vs Desnutridos 341,6+46,4, n=4, p<0,001). Esses achados sugerem que a
PERIOD 1 do relégio central do NSQ é menos vulneravel as manipula¢es nutricionais no
inicio da vida quando comparado a outras regifes extra-NSQ, como o nucleo arqueado.
Palavras-chave: Nucleo Supraquiasmatico, PERIOD 1, Ritmos Circadianos, Desnutri¢do
Proteica Perinatal.

Palavras-chave: Nucleo Supraquiasmatico. PERIOD 1. Ritmos Circadianos. Desnutricdo Proteica
Perinatal.



ABSTRACT

Living organisms exhibit circadian rhythmicity in various biological processes such as
locomotor activity and eating behavior. Rhythmicity disturbances are associated with the
development of metabolic diseases. Perinatal protein malnutrition can affect the circadian
system during its development with long-term consequences. Animals subjected to this type
of malnutrition exhibit alterations in the circadian pattern of molecular components required
to generate rhythms. These changes have been associated with abnormal eating behavior
phenotypes. The present study aimed to determine the effects of perinatal protein malnutrition
on the circadian profile of PERIOD 1 clock protein immunoreactivity in the suprachiasmatic
nucleus (SCN). Wistar albino rats were obtained from the Department of Nutrition at Federal
University of Pernambuco. After mating and pregnancy detection mothers were fed low
protein diet (8% protein) or normal protein diet (17% protein) throughout pregnancy and
lactation. Litters adjustment was performed the day after birth so that only males participated
in this study. After weaning, at 21 days, animals remained together until the 28" day, when
thea/ were separated into individual cages for further circadian food intake evaluation, on the
35" day, and PERIOD 1 immunoreactivity analysis in the suprachiasmatic and arcuate nuclei
on the 38" day. Malnutrition promoted hyperphagia in the dark phase without altering the
circadian pattern of food intake (8h: Controls 3,8+0,5 g/g x100, n=9 vs Malnourished 4,8+0,6
0/g x100, n=9, p<0,0001; 16:00: Controls 2,8+0,6 g/g x100, n=9 vs Malnourished 3,8+0,4 g/g
x100, n=9, p<0,05). There was no difference in the PERIOD 1 immunoreactivity between
control and malnourished group in the suprachiasmatic nucleus. On the other hand, there was
less PERIOD 1 immunodetection in the arcuate nucleus at 00h and 20h in malnourished
animals when compared to controls (Oh: Controls 616,1+3,4, n=6 vs Malnourished
214,2+66,4, n=4, p<0,001; 20h: Controls 525,8+24,7, n=6, vs Malnourished 341,6+46,4, n=4,
p<0,001). These findings suggest that PERIOD 1 of SCN central clock is less vulnerable to
nutritional manipulations in early life when compared to other regions outside the SCN, as the
arcuate nucleus.

Keywords: Suprachiasmatic Nucleus, PERIOD 1, Circadian Rhythms, Perinatal Protein
Malnutrition.
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1. APRESENTACAO

Muitos estudos tém apontado a importancia do ambiente nutricional uterino e neonatal
para o adequado crescimento e desenvolvimento. As consequéncias da desnutricdo em
periodos criticos do desenvolvimento cerebral podem persistir na vida adulta alterando
permanentemente a bioquimica, fisiologia e anatomia do sistema nervoso. Em roedores, a
adequada nutricdo é imprescindivel para evitar adaptacBes fenotipicas irreversiveis dos
neonatos sobre os diferentes sistemas, dentre eles o sistema circadiano. Esse sistema é
responsavel pela geracdo de oscilagbes em processos biolégicos como a alimentacdo, a
atividade locomotora e a expressdo génica. Assim, no decorrer de cerca de um dia, esses
eventos apresentam picos e depressdes que Ihes conferem a caracteristica oscilatoria.

Semelhante a outros sistemas, o circadiano é vulneravel a perturbacdes na oferta
nutricional durante o periodo de seu intenso desenvolvimento, que abrange a gestacdo e
lactacdo. Nesses periodos surgem os neurbnios que formardo o0 marca-passo central,
localizado no Nucleo Supraquiasmatico Hipotalamico (NSQ) e as sinapses que permitirdo a
acdo sincronizada desses neur6nios. A oferta insuficiente de proteinas durante os periodos
criticos para o desenvolvimento do sistema circadiano acarretam alteracbes morfofuncionais
em seus componentes promovendo impactos metabdlicos e comportamentais.

A presente dissertacdao intitulada “Efeitos da desnutricdo proteica perinatal sobre a
imunorreatividade da PERIOD 1 nos ndcleos Supraquiasmatico e Arqueado” teve como
objetivo determinar, em ratos, os efeitos da desnutricdo protéica perinatal sobre o perfil
circadiano da proteina relégio PERIOD 1 (PER 1) no nucleo Supraquiasmatico (NSQ)
comparando a sua expressdo com outro nucleo hipotalamico, o Arqueado (ARC). Foram
utilizados ratos wistar desnutridos durante a gestacdo e a lactacdo, os quais foram avaliados
na segunda e terceira semanas pds-desmame. Este trabalho serd submetido a revista cientifica
em formato de artigo original.

Os resultados do presente trabalho, indicando os efeitos programadores sobre o relégio
circadiano ressaltam a importancia dos cuidados com a nutricdo das gestantes e lactantes.
Nesses periodos, o sistema relogio do feto e neonato € mais vulneravel a agressdes e a
desnutricdo pode influenciar a sua ritmicidade na vida adulta. Poucos estudos tém avaliado 0s
efeitos do ambiente nutricional sobre o desenvolvimento do reldgio circadiano. Futuramente
sera preciso avaliar se os efeitos da perturbagéo circadiana no desenvolvimento de doengas

metabolicas na vida adulta sdo potencializados por experiéncias adversas no inicio da vida.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A desnutricdo atinge 868 milhdes, ou 12,5% da populacdo mundial (FAO, 2012).
Destas, quase todas, ou 852 milhdes, habitam em paises em desenvolvimento. Embora tenha
havido uma reducdo continua nas estimativas em relacdo ao periodo entre 1990-1992
(18,6%), nos ultimos anos essa diminuigdo tem ocorrido em uma taxa mais lenta. Além disso,
dados de paises africanos contrastam com a tendéncia geral e o nimero de desnutridos
aumentou no mesmo periodo (FAO, 2013). A desnutricdo foi responsavel por 3 milhGes de
mortes, ou seja, 45% das mortes infantis em 2011 em todo o mundo (BLACK et al., 2013).

A desnutricdo em periodos criticos do desenvolvimento cerebral, gestacdo e a
lactacdo, pode alterar a anatomia (ZHANG; WEI; YANG, 2013), fisiologia (CHAUDHARY
et al., 2013) e bioquimica (MOKLER et al., 2007) do sistema nervoso de forma irreversivel.
As caracteristicas dessas alteracdes sao diferentes dependendo do tipo (protéica e/ou caldrica),
intensidade (maior 0 menor percentagem de restricdo) e periodo (gestacdo e\ou lactagdo) em
que ocorre o insulto (ALAMY; BENGELLOUN, 2012). Assim, dieta com 6% de caseina
durante a gestacdo ndo promoveu modificacdes sobre as células piramidais hipocampais
(DEBASSIO, 1994). No entanto, uma dieta com 8% de caseina na idade adulta induziu perda
progressiva de neurdnios piramidais na camada CA3 hipocampal (PAULA-BARBOSA et al.,
1989). A proteina é um componente nutricional critico para o desenvolvimento das fungdes
neuroldgicas. Ao que parece, aminoacidos essenciais para a mae também o sdo para o feto.
Assim, a omissao de um unico aminoacido na dieta materna tem consequéncias diretas sobre a
sintese proteica fetal (MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002). Na experimentacdo animal,
reducdo na plasticidade axonal é observada em filhotes oriundos de ratas alimentadas com
uma dieta pobre em triptofano (PENEDO et al.,, 2009). Um menor peso encefalico é
constatado em fetos de ratas alimentadas com dieta sem adicdo de treonina (METCOFF;
COLE; LUFF, 1981). Entre as funcdes de precursores de proteinas estruturais essenciais ao
crescimento cerebral, enzimas, hormdnios e neurotrasmissores, 0os aminoacidos agem, eles
mesmos, como neurotrasmissores participando, portanto, do funcionamento do sistema
nervoso (MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002).

Os efeitos da desnutricdo proteica em periodo criticos do desenvolvimento séo
observados sobre o sistema circadiano (OROZCO-SOLIS, 2011). Este sistema temporizador
gera oscilagdes ritmicas que controlam diversos processos biologicos. Alteragdes nesse
sistema tém sido implicadas na génese de distlrbios metabdlicos (SALGADO-DELGADO et
al., 2013).
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2.1.Ritmos Circadianos

Os ritmos circadianos, oscilagdes em processos bioldgicos que se repetem com um
periodo aproximado de 24 horas (do latim “circa diem”, que significa “cerca de um dia”)
regulam diversos fenbmenos no organismo como alimentacdo, expressdo génica e atividade
locomotora. S&o distribuidos nos reinos bioldgicos, nas bactérias (OUYANG et al., 1998),
fungos (GARDNER; FELDMANZ, 1980), insetos, plantas (KONOPKA; BENZER, 1971) e
vertebrados (VITATERNA et al., 1994), conferindo-lnes uma vantagem adaptativa
(OUYANG et al., 1998).

A luz é o principal "doador de tempo™ (zeitgeber) ou cronador ambiental , permitindo
que o reldgio interno se ajuste ao ciclo claro-escuro. Os eventos ritmicos, no entanto, ndo sao
dirigidos pelos ciclos ambientais, mas sdo produzidos endogenamente, uma vez que Sao
observadas alternancias ciclicas mesmo na auséncia de sinais externos (LAVOIE; HEBERT;
BEAULIEU, 2013). Em condicGes constantes de laboratorio, como escuro constante,
camundongos continuam a expressar ritmos na atividade locomotora, apresentando momentos
de maior atividade alternados a periodos de queda na atividade locomotora (LAVOIE;
HEBERT; BEAULIEU, 2013). Diz-se, entdo, que esses ritmos estdo em livre-curso (inglés.
free-running), isto é, eles nao estdo sincronizados com os ciclos ambientais e oscilam com um
periodo (1) ligeiramente diferente de 24 horas (SACK RL, BRANDES RW, 2000)

2.2.0 Nucleo Supraguiasmatico e os Osciladores Periféricos

Para se produzir um ritmo interno é necessario um dispositivo capaz de gerar as
oscilacdes e transmiti-las para todo o organismo. Estudo realizado por Moore et al em 1972
demonstrou que o nucleo supraquiasmatico, localizado bilateralmente no hipotalamo, era o
alvo de projecdes originadas nas células ganglionares da retina, o trato retinohipotalamico
(TRH), responsaveis por mediar os efeitos da luz sobre a funcdo hipotalamica-hipofisaria
(MOORE; LENN, 1972). Em seguida, 0 mesmo autor demonstrou que os NSQ participam da
producéo do ritmo circadiano de liberacdo da corticosterona e que as informac6es mediadas
pelo TRH sdo necessarias para a sincronizacdo desse ritmo com o ciclo claro/escuro
(MOORE; EICHLER, 1972). A ablagdo do NSQ também aboliu o ritmo circadiano de
atividade, consumo de oxigénio e ingestdo alimentar em camundongos. (COOMANS et al.,
2013). O transplante de tecido do NSQ fetal para o terceiro ventriculo de hamsters, com

prévia lesdo do NSQ, restaurou a atividade locomotora circadiana nesses animais


http://pt.wikipedia.org/wiki/Latim

16

demonstrando a funcdo do ndcleo como marca-passo central na geragdo e manutencdo do
padrdo ritmico circadiano (LEHMAN, 1987).

O NSQ, no entanto, ndo € o Unico oscilador dos mamiferos. Reppert et al 1981
atribuiu a persisténcia de ritmicidade circadiana ap0s ablacdo do NSQ a osciladores
localizados fora do NSQ, chamados periféricos em contraposi¢do ao central (REPPERT,
1981). Estudos posteriores confirmaram a presenga de osciladores no figado, pulmdes, rins,
coracdo, baco, estbmago, tiredide, adrenais, pineal, entre outros (RIPPERGER; ALBRECHT,
2012; YAMAZAKI et al., 2009; YOO et al., 2004). Em animais semitransparentes, como 0
peixe zebra (Danio rerio), os osciladores periféricos sdo capazes de detectar sinais luminosos
ambientais e sincronizar-se diretamente pela luz, via mecanismos ndo oculares (WHITMORE;
FOULKES; SASSONE-CORSI, 2000). Assim, os osciladores periféricos sdo sincronizados
diretamente pelo NSQ, através do qual sdo ajustados ao ciclo claro/escuro (YAMAZAKI,
2000). Portanto, 0 NSQ é considerado um sincronizador de todos os relogios (DIBNER;
SCHIBLER; ALBRECHT, 2010).

A sincronizacdo dos ritmos circadianos dos osciladores periféricos pelo NSQ se da
diretamente através de sinais humorais e neurais (CHEON et al., 2013). O “hormdnio
glicocorticdide” exibe um padrdo circadiano de oscilagdo e tem ag¢do na sincronizagdo de
varios osciladores periféricos sem afetar, no entanto, o0 NSQ (OSTER et al., 2006). A
dexametasona, um agonista do receptor glicocorticoide, aumenta os niveis da proteina PER 2
em cultura de fibroblastos embrionarios (CHEON et al., 2013). Ademais, a dexametasona €
capaz de induzir a expressao do gene relogio Period 1 (Per 1) e alterar a fase de expressédo do
Per 1 e do receptor nuclear Rev erb a (Reverse Erythroblastosis Virus o) em tecidos
periféricos (BALSALOBRE, 2000). No entanto, sua a¢do nao influencia a expressao no NSQ.
Esses achados demonstram a existéncia de comunicacdo humoral entre o0 NSQ e 0s
osciladores periféricos. A sinalizacdo neural, por outro lado, também é necessaria para a
sincronizagdo dos osciladores espalhados pelo organismo. Em cultura de glandula salivar de
ratos transgénicos a inervacdo simpatica € requerida para a sua sincronizagdo ao ciclo
claro/escuro (VUJOVIC, 2008). Além disso, o estudo mostrou que os osciladores periféricos
podem atuar mais como integradores de vérias informacdes temporais do que simples
osciladores submissos ao marca-passo central do NSQ (VUJOVIC, 2008).

Além de sinais humorais e neurais enviados pelo NSQ outras informacgdes podem
influenciar a temporizacdo dos tecidos periféricos, a saber, a temperatura corporal e o ritmo
de alimentacdo. A aplicacdo de pulsos de temperatura (38,5°C) a culturas de pituitéria e

pulm&o demonstrou que esses tecidos séo altamente responsivos as mudancas fisioldgicas de



17

temperatura. Ao contrario, o NSQ mostrou-se resistente as mudangas idénticas de
temperatura. (BUHR; YOO; TAKAHASHI, 2010). Da mesma forma, a oferta de alimento
exclusivamente durante o periodo do dia a camundongos, animais com maior consumo
noturno, € capaz de inverter a fase de expressdo génica em tecidos periféricos sem, contudo,
afetar significativamente o marca-passo central. Assim, é provavel que esses sinais ajam
principalmente nos tecidos periféricos sem grandes, ou nenhum, efeitos sobre o NSQ
(DAMIOLA, 2000).

2.3.Bases moleculares da ritmicidade biolégica

O mecanismo molecular responsavel pela geracdo das oscilagdes circadianas esta
baseado em feedback transcricional-translacional (HASTINGS; REDDY; MAYWOOD,
2003). Este feedback consiste em produtos de genes ditos reldgio (proteinas) funcionem como
fatores ativadores ou repressores de suas proprias expressdes. Proteinas ativadoras se unem e
iniciam a producdo de proteinas repressoras que, depois de um tempo, também se unem e
inibem as ativadoras, diminuindo a prépria producdo e atividade. As proteinas ativadoras sdo
denominadas CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput) e BMAL 1 (Brain and
Muscle Arnt Like — 1), as repressoras séo PER 1, PER 2, PER 3 (Period 1, 2, 3) e CRY 1 e
CRY 2 (Cryptocrome 1, 2) (KOJIMA; SHINGLE; GREEN, 2011; TAKAHASHI et al.,
2008). Para ativar a transcricdo dos genes que codificam as proteinas repressoras PER e CRY,
0 heterodimero (CLOCK-BMALL) precisa se ligar a regido promotora desses genes,
denominada E-box, a qual apresenta a seqtiéncia de bases CACGTG (HAO et al., 1997).

Embora haja algum entendimento de como é regulada a expressdo de PER e CRY, 0
mecanismo responsavel pela regulacdo da expressdo dos elementos positivos, CLOCK e
BMAL 1, é menos conhecido (AKASHI, M; TAKUMI, 2005). O gene Clock, que codifica a
proteina de mesmo nome, possui expressdo constitutiva, ou seja, ndo apresenta variagdes
diarias significativas na sua expressdo (BALMFORTH et al., 2007; TAKATA et al., 2002).
Quanto ao Bmal 1, sua expressao é regulada negativamente pelo fator de transcricdo REV-
ERBa (Reverse Erythroblastosis Virus a) e positivamente pelo ROR o (Retinoic acid-related
Orphan Receptor a), os quais competem pela regido promotora (RORE) do gene Bmal 1
(AKASHI, M; TAKUMI, 2005; GUILLAUMOND et al., 2005). Tanto o REV-ERB a,
quanto o ROR o tém sua expressdo regulada positivamente pelo heterodimero CLOCK-
BMAL 1 (DUEZ; STAELS, 2008).
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2.4. Ritmos Circadianos e Comportamento Alimentar

O comportamento alimentar abrange processos complexos regulados por necessidades
bioldgicas, habitos, fatores sociais, propriedades hedobnicas do alimento e preferéncias
alimentares, ou seja, fatores homeostaticos e ndo-homeostaticos (RIEDIGER, 2012). E
regulado pela interagdo entre mecanismos periféricos e centrais que controlam a fome e a
saciedade. O hipotalamo, importante por seu envolvimento na integracao desses sinais, possuli
duas populacgdes distintas de neuropeptideos, os orexigénicos Neuropeptideo Y (NPY) e a
Proteina relacionada ao Agouti (AgRP) e os anorexigénicos Pro-opiomelanocortina (POMC)
e Transcrito Relacionado a Cocaina e Anfetamina (CART). Suas produgdes respondem a
flutuacGes nos niveis de nutrientes e hormdnios, como a insulina e a leptina, sinais periféricos
que refletem o estado energético corporal (SCHWARTZ et al., 2000).

Quando h& aumento de tecido adiposo, os niveis circulantes de insulina e leptina
diminuem. Isso leva a ativacdo do grupo de neurdnios NPY/AgRP e a concomitante inibicdo
do grupo POMC/CART. O aumento na expressdo e liberacdo de AgRP e NPY e a diminuicao
na expressio e liberagdo de a-MSH (Hormdnio Alfa Estimulador de Melandcito), um
derivado do POMC, levam ao aumento da ingestdo alimentar visando o ganho de peso e a
restauracdo dos niveis anteriores. Quando h& diminuicdo de tecido adiposo, no entanto, o
oposto acontece (SCHWARTZ et al., 2000). Todos esses neuropeptideos hipotalamicos
apresentam oscilacdes circadianas. As expressdes diarias de quase todos se relacionam com o
comportamento alimentar. Assim, 0s neuropeptideos orexigénicos NPY e AgRP (KALRA et
al., 1999; LU, 2002) apresentam niveis elevados durante a fase escura em ratos, a fase de
maior ingestdo alimentar. O oposto acontece com o POMC (KALRA et al.,, 1999) um
neuropeptideo anorexigénico que apresenta niveis elevados na fase clara, a fase de menor
ingestdo. Embora a relacdo entre a expressdo do CART e a ingestdo alimentar ndo seja tdo
evidente quanto o é para 0s outros neuropeptideos, ha evidéncias de sua expressao circadiana
em vaérias regides encefalicas envolvidas na regulacdo do comportamento alimentar como o
nucleo accumbens, hipotalamo e amigdala (VICENTIC et al., 2005).

Vérias &reas envolvidas na regulagdo do comportamento alimentar recebem proje¢des
do NSQ. Essas éareas incluem os nucleos hipotalamicos Paraventricular (PVN), Dorsomedial
(DMH) e Ventromedial (VMH), Area Hipotalamica Lateral (LHA) dentre outras
(HILLEBRAND; DE WIED; ADAN, 2002). Tal comunicagdo neural prové o nlcleo com a

capacidade de influenciar diretamente o ritmo alimentar. Em ratos, o padrdo temporal tipico
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de alimentacdo, com maior consumo na fase escura, é abolido apds lesbes do nicleo NSQ
(NAGAI et al., 1978).

A execucao normal do padrdo diario de ingestdo alimentar envolve a expressdo de
genes reldgio. A inativacdo dos genes Clock ou Per 2 aumenta o consumo alimentar diurno
em animais de habito noturno (TUREK et al., 2005; YANG et al., 2009). A auséncia do Clock
diminui os niveis de CART, gera hiperfagia e aumento do peso corporal em resposta a dieta
padrdo de maneira semelhante a ingestdo de dieta rica em gordura (TUREK et al., 2005). Em
adicdo, sugere-se que o Per 2 suprime a alimentacdo durante o periodo inativo através da
regulacéo do ritmo do a-MSH no hipotalamo (YANG et al., 2009).

Os genes relogio também estdo envolvidos na regulacdo da utilizacdo das fontes
energéticas. Glicose e acidos graxos sdo as principais fontes de energia do organismo e
animais mutantes para os genes reldgio exibem fenotipos anormais quanto a utilizacdo desses
macronutrientes. O silenciamento da expressdo do Bmal 1 aumenta o quociente respiratério,
indicando que esse gene esta envolvido na utilizagdo de gordura como fonte energética
(SHIMBA et al., 2011). A falta do Bmal 1 diminui o armazenamento de gordura no tecido
adiposo e aumenta os niveis de acidos graxos circulantes, levando ao armazenamento de
gordura ectopica no figado e musculo esquelético (SHIMBA et al., 2011). Além disso, 0
silenciamento da expressdo do Bmal 1 em camundongos aumentou a producdo de glicose a
partir do piruvato, avaliado pelo teste de tolerancia ao piruvato (KENNAWAY et al., 2013).
Nesse teste a injecdo intraperitoneal de 2mg/g de piruvato resultou em maiores niveis de
glicose sanguinea refletindo um aumento da gliconeogénese hepéatica (KENNAWAY et al.,
2013).

O controle circadiano do metabolismo energético em nivel celular é evidenciado pela
biodisponibilidade do NAD+ (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo). Essa coenzima
representa o estado energético celular, modula a funcdo oxidativa mitocondrial e,
consequentemente, o metabolismo organico (PEEK, 2013). A sirtuina 1 (SIRT 1), uma
desacetilase dependente do NAD+, pode desacetilar a BMAL 1 e prejudicar sua atividade
(NAKAHATA et al., 2008). Por outro lado, a Nampt (Nicotinamida Fosforibosiltransferase),
uma enzima necessaria a produgdo do NAD+, é alvo do heterodimero CLOCK-BMAL 1
possibilitando & maquinaria circadiana regular a producdo de NAD+ (RAMSEY et al., 2009).
Uma vez que o NAD+ é necessario a funcdo de enzimas reguladoras da oxidacéo
mitocondrial, como a SIRT 3 (HIRSCHEY et al., 2011), a maquinaria circadiana gera
oscilacBes na capacidade oxidativa mitocondrial atraves da regulacdo do ritmo do NAD+
(PEEK et al., 2013).
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Sinais indicadores da disponibilidade de energia oscilam no decorrer do dia,
apresentando aumento e diminui¢do de sua producdo (PASLEY JN, BARNES CL, 1987). A
presenca de macronutrientes (fontes energéticas) durante a digestdo incentiva a liberacdo de
horménios, a exemplo da colecistoquinina, em resposta a presenca de lipideos. Esse horménio
apresenta seus maiores niveis durante a fase escura em roedores (PASLEY JN, BARNES CL,
1987), a fase de maior gasto energético e, consequentemente, de maior consumo energetico
(SALGADO-DELGADO et al., 2013). Os processos que ocorrem durante a digestdo, como a
liberacdo de hormonios, no entanto, ndo acontecem apenas em resposta a ingestdo alimentar.
O organismo também é capaz de antecipar o periodo de disponibilidade do alimento
permitindo-lhe se ajustar para aproveitar melhor os nutrientes, otimizando os processos de

digestéo e absorcéo.

2.5.FEO — Food Entrainable Oscilator (Oscilador Arrastado por Alimento)

OscilacBes endogenas circadianas capacitam 0s organismos a antecipar a
disponibilidade de alimentos. Isso é evidente quando roedores sdo submetidos a restricdo
alimentar. Nesse protocolo, animais tém seu periodo de disponibilidade de alimentos restrito a
apenas algumas horas durante o dia. Os animais apresentam expressdao comportamental cerca
de 2-4 horas antes da disponibilidade do alimento, caracterizado por aumento da atividade
locomotora denominada Atividade Antecipatéria Alimentar (AAA) (CHABOT;
CONNOLLY; WARING, 2012). Além disso, ha aumento da temperatura corporal, dos niveis
de corticosterona, adaptagdes celulares e metabdlicas hepéticas, dentre outras, resultando em
maior eficiéncia na utilizacdo dos nutrientes (DIAZ-MUNOZ et al., 2010; SHEWARD et al.,
2007; SZENTIRMAI et al., 2010).

Como citado anteriormente, o sinal fotico é considerado o mais potente sincronizador
dos reldgios bioldgicos. No entanto, as alteracBes observadas nos experimentos com restricao
alimentar indicam a possivel existéncia de um oscilador sincronizado pelo alimento, o qual
tem sido denominado FEO (Oscilador Arrastado por Alimento). Este se localizaria extra-
NSQ, o oscilador arrastado por Luz (LEO), uma vez que ratos com lesdo do nucleo ainda
apresentaram a Atividade Antecipatoria Alimentar (PEZUK et al., 2010). Além disso, o FEO
deveria ser capaz de desacoplar os sinais supressores do NSQ sobre outros osciladores para
permitir que as alteragdes fisioldgicas e comportamentais tipicas da AAA acontecam fora do
periodo caracteristico sem interferir com o funcionamento do LEO (Oscilador Arrastado por
Luz) (BLUM; LAMONT; ABIZAID, 2012). Ainda n&o é claro se o FEO é formado por uma
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rede neuronal ou possui um local especifico. Baseando-se na capacidade que os relogios tém
de permanecer oscilando mesmo ap6s a remogdo do sincronizador, um estudo foi conduzido
na tentativa de isolar as possiveis areas componentes do FEO. Os autores sugeriram que uma
regido que permanecesse ativa apds um periodo de restricdo alimentar seguido do retorno para
uma alimentacéo ad libitum, representaria um provavel local do oscilador sincronizado pelo
alimento. As areas encontradas foram o hipotalamo dorsomedial (DMH), o nlcleo arqueado
(ARQ), o nucleo dorsal da rafe (DR), o nucleo parabraquial (PB) e o nacleo do trato solitario
(NTS) (BLUM; LAMONT; ABIZAID, 2012). Esses achados reforcam a ideia de que o FEO
ndo esta localizado numa Unica estrutura, mas distribuido numa rede neuronal.

E dificil identificar quais componentes moleculares do LEO também participam do
FEO, uma vez que os achados sdo inconsistentes. O Bmal 1 e o Per 2 parecem fazer parte do
FEO, dado que estudos mostram que na auséncia de ambos ndo ocorre a AAA (FEILLET et
al., 2006; FULLER; LU; SAPER, 2012). Por outro lado, h& resultados mostrando o oposto, e
mais estudos sdo necessarios no sentido de esclarecer quais sdo essenciais para o FEO
(PENDERGAST et al., 2009; STORCH; WEITZ, 2009). Os mutantes para o gene Per 1
demonstraram a atividade, sugerindo que o Per 1 ndo tem participacdo critica no processo
(FEILLET et al., 2006). O Cry 1 e Cry 2 parecem ndo ser indispensaveis, mas tém algum
envolvimento, pois a mutacdo no gene que codifica essas proteinas esteve associada a menor
estabilidade e atraso da AAA (IIJIMA et al., 2005). Também, o Clock tem sido interpretado
como sendo dispensavel para o FEO, pois é evidenciada persisténcia da AAA em
camundongos Clock-mutantes (PITTS; PERONE; SILVER, 2003).

2.6.Perturbacdes dos Ritmos Circadianos

O NSQ gera e transmite as informacgdes temporais aos osciladores periféricos. Assim,
0 marca-passo central é capaz de dirigir a expressdo génica ritmica nesses osciladores de
acordo com o ciclo claro-escuro. Em algumas situagoes, sinais provindos do NSQ rumo aos
osciladores periféricos sdo negligenciados pelos tecidos-alvo gerando uma incompatibilidade
entre as informagdes recebidas do NSQ e aquelas originadas de outras fontes (SALGADO-
DELGADO et al., 2013). O conflito de informacdes pode ser causado pelo trabalho noturno,
privacdo de sono ou exposi¢do a luz durante a noite. A atividade no periodo normal de
descanso, por exemplo, induz a ingestdo alimentar (SALGADO-DELGADO et al., 2013) a
qual ocorre naturalmente no periodo de atividade e ndo durante a noite, quando o individuo

estd dormindo. A oferta temporal de alimentos é capaz de influenciar a expressao génica dos
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relogios periféricos e, assim, sinais temporais advindos do NSQ e aqueles da prépria
alimentacéo divergem (I11JIMA et al., 2005).

Eventos que causam a dessincronizacdo circadiana estdo associados ao
desenvolvimento de componentes da sindrome metabdlica. O trabalho noturno esta associado
a obesidade, hipertrigliceridemia, HDL baixo, diabetes e doengas cardiovasculares
(KARLSSON; KNUTSSON; LINDAHL, 2001). Estudos clinicos demonstram que individuos
saudaveis para os quais o tempo de sono foi reduzido a 4 horas por seis noites consecutivas
exibiram tolerancia a glicose e responsividade insulinica reduzidas (VAN CAUTER,;
KNUTSON, 2008). Dados experimentais mostram que a exposi¢do a luz ténue na fase escura
aumentou o consumo de alimento na fase clara e a massa corporal de camundongos com
aproximadamente 12 semanas (FONKEN et al., 2013). A exposicao a luz ténue ainda reduziu
a expressdo de Per 1, Per 2 e Cry 2 no NSQ e de Rev erb no figado e tecido adiposo
(FONKEN et al., 2013).

Ao contrario das experiéncias que acontecem durante a vida adulta, quando o
organismo esta completamente formado, experiéncias adversas nos periodos pré-natal e pos-
natal precoce causam perturbac@es no sistema circadiano com consequéncias tardias. A dieta
hipoproteica (caseina 8%) durante a gestacdo e a lactacdo diminuiu a expressdo do gene
reldgio Per 1 no hipotdlamo da prole aos 35 dias de vida durante a fase escura do ciclo
(OROZCO-SOLIS, 2011). Analise da expressdo da PER 1 em fibroblastos de ratos wistar
desnutridos durante gestacdo e lactacdo encontrou efeito significativo da dieta sobre a
expressao da proteina PER 1 em animais com idade entre 45 e 55 dias (NASCIMENTO et al.,
2013). Esses achados demonstram a vulnerabilidade do sistema durante os periodos inicias da
vida. Isto acontece porque esses sdo periodos criticos, ou seja, um momento que nao vai ser
repetido mais tarde. Nessa fase 0s processos organizacionais cerebrais acontecem em alta
velocidade e sdo modificados mais facilmente (MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002).
Nesse contexto, ocorre 0 desenvolvimento do NSQ (MOORE; BERNSTEIN, 1989).

Em ratos, os neurdnios do NSQ séo formados por volta dos dias 13 e 17 de vida intra-
uterina, e ja se apresentam como um nucleo distinto do hipotalamo por volta do dia 18
(MOORE; BERNSTEIN, 1989). As sinapses se desenvolvem rapidamente a partir do 4° dia
de vida pos-natal, também se desenvolve o TRH e forma-se entdo uma rede neural que
capacita 0 neonato a sincronizar seus ritmos pelo principal Zeitgeber ambiental, o ciclo claro-
escuro (MOORE; BERNSTEIN, 1989). Antes disso, no entanto, os ritmos da prole sdo

sincronizados pela mée.
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Lesdes do NSQ materno durante a gestacdo (DAVIS; GORSKI, 1988) ou
manipulagdes do ciclo de presenca e auséncia da mée (VISWANATHAN, 1989) demonstram
a importancia do NSQ materno na ritmicidade dos filhotes. A supressdo da melatonina
plasmatica materna por exposi¢do constante a luz anulou a oscilacdo dos genes relégio Per 2
e Bmal 1 na glandula adrenal fetal (MENDEZ et al., 2012). Esse efeito € revertido apds
reposi¢cdo do horménio, indicando que a melatonina é um possivel sinal temporal materno
para o feto (MENDEZ et al., 2012). A separacdo dos filhotes das maes por 6 horas
diariamente (OHTA et al., 2003) ou a mudanca para uma mée adotiva com uma fase diferente
da mé&e biologica (OHTA et al., 2002) é capaz de alterar a fase da expressao dos genes reldgio
Per 1 e Per 2 dos filhotes no NSQ. Além disso, a restri¢do alimentar materna adianta a fase de
expressao do Per 1 no NSQ fetal (OHTA et al., 2008). Esses achados ressaltam a importancia
da relagdo mae-feto na ontogénese do sistema circadiano.

O ambiente nutricional materno atua diretamente sobre o sistema circadiano da prole.
A inadequacdo nutricional é um dos principais fatores ndo genéticos que perturba o
desenvolvimento cerebral, afetando-o permanentemente (MORGANE; MOKLER; GALLER,
2002). Comparacdes entre trés estados do ciclo sono-vigilia, 0 sono de movimento oculares
rapidos (REM), o sono de ondas lentas (SWS) e a vigilia, entre animais controles e
desnutridos durante a gestacdo demonstrou que os animais desnutridos passaram maior tempo
no sono REM e menor no sono SWS com relagio aos seus controles (DURAN et al., 2006). A
desnutricdo proteica gestacional altera o padrdo temporal de atividade locomotora, induzindo
maior atividade na fase clara em animais com habito noturno, somado a aumento da expressao
de Clock e Bmal 1 e diminuicdo da expressdo do Per 2 no cortex cerebral (SUTTON;
CENTANNI; BUTLER, 2010). Filhotes oriundos de mées desnutridas durante a gestacdo e
lactacdo apresentaram alteraces no padrdo circadiano de ingestdo alimentar com dois
maiores picos de alimentacdo no ciclo escuro comparados a um pico nos animais controles
(OROZCO-SOLIS, 2011).

Esses achados sugerem que a desnutricdo proteica perinatal apresenta efeitos
programadores sobre o sistema circadiano com consequéncias sobre o padrdo do

comportamento alimentar na vida adulta.
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3. HIPOTESE

A desnutricdo proteica perinatal diminui a imunorreatividade da PERIOD 1 no nucleo

supraquiasmatico de forma semelhante ao nucleo arqueado hipotalamico em ratos.
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4. OBJETIVO GERAL

Determinar os efeitos da desnutricdo proteica perinatal sobre o perfil circadiano da

imunorreatividade da PERIOD1 nos ndcleos supraquiasmatico e arqueado de ratos jovens.
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5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar entre 35 e 38 dias de vida pos-natal:
e O perfil circadiano da ingestéo alimentar em intervalos de quatro horas;
e A imunorreatividade circadiana, com intervalos de quatro horas, da proteina

PERIODL nos nucleos hipotalamicos supraquiasmatico e arqueado.
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6. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar provenientes da col6nia do Departamento
de Nutricdo — UFPE. Os animais foram mantidos em biotério com temperatura de 22° + 2°C e
ciclo claro/escuro invertido de 12/12h (luzes acesas as 18:00 e apagadas as 06:00 horas).
Fémeas entre 90 e 120 dias foram acasaladas no estro para obtencdo das ninhadas. A
identificacdo de espermatozoide no esfregaco vaginal diagnosticou a possivel prenhez. Apds
esta etapa, as fémeas foram separadas para obtencdo da ninhada controle (17% de proteina) ou
desnutrida (8% de proteina). A composicdo das dietas pode ser observada na tabela 1. Um dia
apo6s o nascimento, as ninhadas foram ajustadas para que contivessem 8 ratos, machos ou
fémeas na mesma proporcdo cada um, escolhidos aleatoriamente. As dietas continuaram

sendo administradas até o desmame (21° dia).

Tabela 1 - Composicdo das dietas experimentais oferecidas durante o periodo de gestacao e lactacéo.

Constituintes Dieta hipoprotéica (8%) Dieta normoprotéica (17%)
g% 100,00 100,0
Proteinas 8,10 17,30
Carboidratos 75,10 65,90
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

% Kecal 362,48 363,44

6.1.Grupos Experimentais

Foram constituidos dois grupos experimentais de acordo com as dietas oferecidas as
mées durante os periodos de gestacdo e lactacdo: grupo controle, proveniente de maées
alimentadas com dieta normoprotéica (17% de proteina) e grupo desnutrido, proveniente de
mées alimentadas com dieta hipoprotéica (8% de proteina). As dietas seguiram as
recomendacdes do American Institute of Nutrition (AIN 93). Aos 28 dias os filhotes machos
foram separados aleatoriamente em gaiolas individuais, um para cada horario (8:00, 12:00,
16:00, 20:00, 24:00, 4:00). Ao desmame os animais foram alimentados com dieta padréo do

biotério, labina, a qual possui a seguinte composicdo por quilograma: Proteina bruta 230g,
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Extrato Etéreo 40g, Fibra bruta 509, Matéria Mineral 100g. Aos 28 dias eles foram alocados
em gaiolas individuais e passaram por um periodo de adaptacdo ao novo ambiente de 7 dias

ao final dos quais foram realizados os procedimentos descritos a seguir.

6.2.Peso corporal

No 21°, 28° e 35° dias p0s-natais foi avaliado o peso corporal. Os dados foram obtidos
utilizando-se uma balanca eletrénica com capacidade para 4Kg e sensibilidade de 0,1g(Marte,
modelo S-4000).

6.3.Consumo Alimentar

A ingestdo alimentar foi avaliada aos 35 dias. Os dados do consumo foram obtidos a
partir da subtragdo da cota oferecida pela cota rejeitada em intervalos de 4 em 4 horas. Esses
intervalos s&o representativos do periodo de 24 horas (OROZCO-SOLIS, 2011).

6.4.Perfusdo Transcardiaca e obtencdo do Encéfalo

Os animais foram anestesiados com ketamina (60mg/kg de peso corporal) e xilasina
(7,5 mg/kg de peso corporal). O efeito do anestésico foi confirmado através do reflexo
palpebral passando-se a pinca oftalmica de seccdo curva em frente ao olho do animal, o ndo
piscar, somado a auséncia dos reflexos de preensao foi o sinal para o inicio da cirurgia. Esta
foi realizada com o animal deitado com a regido ventral voltada para cima e devidamente
fixado pelos membros anteriores em superficie apropriada. Suspenso o tecido da regido
ventral na linha mediana, um corte foi realizado a partir da regido abdominal até a toracica. A
partir do processo xifoide foi efetuado um corte em forma de “V” na musculatura e costelas,
abrindo a cavidade tordcica de maneira que expusesse 0 coracdo permitindo o acesso ao
ventriculo esquerdo, onde foi introduzida a canula para a perfusdo a qual esteve presa a area
por uma pinga de keller.

Afastando-se os pulmdes, a aorta descendente foi pincada impedindo, assim, que toda
a sua area de irrigacdo fosse perfundida. A bomba peristaltica, na qual a cénula esteve
acoplada, foi acionada mantendo-se a velocidade de infusdo da solucdo compativel com a
manutencdo da integridade dos vasos sanguineos. 100ml de solugdo salina (Nacl, 0,9%)

foram infundidos inicialmente a temperatura ambiente para remog¢do sanguinea dos vasos,
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evitando a formacdo de coagulos e proporcionando a correta penetragdo do fixador nos
tecidos. Em seguida foram infundidos 400 mL de solucéo fixadora (4% de paraformoldeido,
pH 7,4, em 4° C). A chegada do fixador na regido dos membros anteriores foi constatada pela
contracdo destes, entdo foi adicionado gelo sobre a cabeca do animal para minimizar a
degradacdo protéica.

Ao final da infusdo os encéfalos fixados foram retirados do cranio e imersos na
mesma solucdo fixadora acrescida de sacarose (20%) durante 4 horas. Em seguida, foram
armazenados em solucao crioprotetora (Tampdo fosfato de s6dio PBS - mais sacarose 20%)
por 6-24 h. Os encéfalos foram criosseccionados em cortes coronais de 40um de espessura
utilizando-se criomicrotomo de congelamento. Cinco séries de cortes foram coletadas, para
cada animal, em placa de acrilico (25 cavidades) com solucgdo anticongelante e armazenadas a
-20°C.

6.5.Analise Imunohistoguimica

Uma série de cortes coronais, dos encéfalos foi submetida a reagdes de
imunohistoquimica contra a Period 1. Este procedimento constou de duas reacdes basicas:
Reacdo Priméria: Nesse procedimento os cortes coronais da série foram removidos da
solucdo anti-congelante e submetidos a trés séries de lavagens em PBS (3 x 10min). Em
seguida foram incubados em solu¢do com 0,1% de Triton-x mais 3% de soro normal de cabra
(NGS) e 5% de albumina bovina durante duas horas a temperatura de 4°C. Em seguida, 0s
cortes foram incubados em solucdo com anticorpo primario anti-Per 1(Santa Cruz
Biotechnology®) por 48 h a 4°C. A solugédo para incubacdo foi formada por PBS (0,1%),
Triton (0,3 %), soro normal de cabra (NGS 5 %) e anticorpo contra a proteina Per 1 (1:2000).
Reacdo Secundaria: Apos a incubacéo os cortes foram submetidos a lavagens em PBS (3 x 10
min) e posteriormente incubados em solucdo com anticorpo secundario (antigoat-sigma®)
(1:500) por 2 horas. Logo apo6s os cortes foram lavados com PBS (4 x 10min), e incubagéo no
Complexo Peroxidase-Antiperoxidase 1% (ABC, Kit Vector Laboratories) por 1,5 hora. Em
seguida houve outra lavagem em PBS (2X10min), e uma posterior lavagem no tampéo Na-
acetato a 0,1M (2 x 10 min).

Para revelacdo os cortes foram submersos em solugdo com DAB (3,3-
diaminobenzidina (3ml), Niquel amonio sulfato (NAS) e acetato de sodio (0,2 M), cloreto de
amoénio e [-d-glicose. Logo ap6s esse periodo, foi adicionada a solugdo com a enzima

Glicose Oxidase aguardando-se a obtencdo de cortes de cor marrom claro/pdrpura. A
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neutralizacdo da reacgéo foi realizada submetendo a lavagens com Na-acetato (0,1M) (2 x 10
min) e, em seguida, com PBS (2 x 10 min).

Apods a montagem dos cortes em laminas previamente gelatinizadas, estes foram
submetidas ao processo de desidratacdo em concentracdes crescentes de alcoois (50 %, 70 %,
90%, 100% -I, 100%-I1, 5 min cada) e diafanizados em xilol (Xilol-1, Xilol-11, 5 min cada).
As laminas foram recobertas com Entelan e laminula. A identificacdo dos nucleos
supraquiasmatico e arqueado foi realizada com auxilio de microscopia 6ptica de campo claro

e do atlas estereotaxico de Paxinos e Watson (1998).

6.6.Analise guantitativa de células PER 1-IR

Apds a montagem das laminas, foram obtidas fotomicrografias dos cortes utilizando
camara digital (Samsung SHC — 410 NAD) acoplada a um microscopio (Olympus BX50). A
aquisicdo das imagens foi feita com objetiva de 20x e captura pelo software TV Turner
Application. Foi utilizada uma média de quatro animais em cada horario, sendo obtidos dois
cortes por animal. Esses cortes equivaliam as faixas de bregma -0,48mm e -0,96mm para o
nacleo supraquiasmatico e -2,76mm a -3,48mm para o nucleo arqueado. A delimitacdo dos
ndcleos supraquiasmatico e arqueado foi realizada com auxilio do atlas estereotéxico de
Paxinos e Watson (PAXINOS; WATSON, 2006). A contagem de neurbnios foi feita
manualmente, em duplicata, pela ferramenta de contagem de células do programa Image J.
Foram quantificadas todas as células com marcacdo evidente na regido do nucleo

supraquiasmatico e arqueado dos hemisférios direito e esquerdo dos ratos.

6.7.Analise estatistica

Os dados de peso corporal e consumo alimentar foram expressos em média + desvio
padrdo da média. A imunorreatividade da PER 1 no ndcleo supraquiasméatico e no nicleo
arqueado foi apresentada pela média * erro padrdo da média. As comparag6es dos dois grupos
em cada horario foi realizado pelo Teste t de Student. Todos os dados foram analisados

usando o Graphpad Prism 5 (verséo 7).
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7. RESULTADOS

7.1.Peso corporal
O grupo desnutrido (D) apresentou menor peso corporal em relacdo ao grupo controle

(C) no 21°, 28° e 35° dias de vida (21° C 51,5+2,6, n=9 vs D 285, n=9, p<0,001; 28° C
70,2+9,4, n=9 vs D 52,8+2,5, n=9, P<0,001; 35°% C 121,9+8,5, n=9 vs D 94,5+17,1, n=9,
P<0,001).
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FIGURA 1: Efeito da desnutricdo perinatal sobre o peso corporal de ratos. Ratos
receberam dieta hipoproteica (8% de proteina) ou normoproteica (17% de
proteina) durante a gestacdo e a lactagdo. Os pesos corporais foram aferidos nos
dias 21, 28 e 35 de idade. Valores representados em média+DP,” p<0,001. Teste t
de student.



7.2.Consumo alimentar circadiano
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Animais desnutridos apresentaram maior consumo as 8:00 e 16:00 horas em relacdo
aos controles (8h: Controles 3,8+0,5, n=9 vs Desnutridos 4,8+0,6, n=9, p<0,0001; 16h:

Controles 2,8+0,6, n=9 vs Desnutridos3,8+0,4, n=9, p<0,05).
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Figura 2: Efeito da desnutricdo perinatal sobre o consumo alimentar circadiano em ratos. O
consumo alimentar foi obtido em intervalos de quatro horas de ratos machos aos 35 dias de idade
nascidos de mées alimentadas com dieta normoprotéica (17% de proteina) ou hipoprotéica (8%
de proteina) durante gestacdo e lactacdo. Valores representados em médiatDP, * p<0.05. Teste t
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de student. Controle n=9; Desnutrido n=9



7.3.Imunorreatividade da PERIOD 1 no nucleo supraguiasmatico
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O numero de células imunorreativas a0 PER 1 no nicleo supraquiasmatico do

hipotalamo foi igual entre os grupos controle e desnutrido em todos os periodos analisados.
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Figura 3: Efeito da desnutri¢cdo sobre o nimero de neurdnios imunorreativos a PER 1 no NSQ.
Os encéfalos analisados foram obtidos de ratos machos aos 35 dias de idade nascidos de mées
alimentadas com dieta normoprotéica (17% de proteina) ou hipoprotéica (8% de proteina)
durante gestacdo e lactagdo. A analise foi realizada em cortes coronais do NSQ em intervalos de
4 horas na fase clara (area em branco no grafico) ou escura (area cinza no grafico). Teste t de
student. Nivel de significancia p<0,05. Faixas de bregma -0,48mm e -0,96mm. Controle n=3;

Desnutrido n=4.
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7.4.Imunorreatividade da PERIOD 1 no nucleo supraguiasmatico por

hemisférios

A analise do ndcleo supraquiasmatico por hemisférios demonstrou maior
imunorreatividade ao PER 1 no hemisfério esquerdo as 16 horas em animais desnutridos
(Controle=69+ 6.1, n=3 vs Desnutridos= 92+4.2, n=4, p<0.05, t test), quando comparados aos
controles. O numero de células imunorreativas ao PER 1 no hemisfério direito foi igual entre

0s grupos controle e desnutrido em todos os periodos analisados.
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Figura 4: Efeito da desnutricdo sobre o nimero de neurdnios imunorreativos a PER 1 no NSQ direito (A) e
esquerdo (B). Os encéfalos analisados foram obtidos de ratos machos aos 35 dias de idade nascidos de maes
alimentadas com dieta normoprotéica (17% de proteina) ou hipoprotéica (8% de proteina) durante gestagdo e
lactacdo. A andlise foi realizada em cortes coronais do Nucleo Supraquiasmatico (NSQ) em intervalos de 4 horas na
fase clara ou escura. Teste t de student. Faixas de bregma -0,48mm e -0,96mm. Controle n=3; Desnutrido n=4
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7.5.Imunorreatividade da PERIOD 1 no nucleo arqgueado

O ndmero de células imunorreativas ao PER 1 no nucleo arqueado do hipotalamo foi

menor para animais desnutridos as 0 horas (Controles 616,1+3,4, n=6 vs Desnutridos
214,2466,4, n=4, p<0,001) e as 20 horas (Controles 525,8+24,7, n=6, vs Desnutridos
341,6+46,4, n=4, p<0,01) comparados aos controles.
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Figura 5: Efeito da desnutri¢do sobre o nimero de neurdnios imunorreativos a PER 1 no nucleo
arqueado do hipotalamo. Os encéfalos analisados foram obtidos de ratos machos aos 35 dias de
idade nascidos de mées alimentadas com dieta normoprotéica (17% de proteina) ou hipoprotéica
(8% de proteina) durante gestacdo e lactacdo. A andlise foi realizada em cortes coronais do
nicleo arqueado em intervalos de 4 horas na fase clara ou escura. Teste t de student. Faixas de
Bregma 2,76mm a -3,48mm. Controle n=6; Desnutrido n=4.
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8. DISCUSSAO

Os resultados de peso corporal demonstram que a dieta hipoproteica oferecida as
gestantes e lactantes foi eficiente para desnutricdo dos filhotes. O menor peso corporal
apresentado pelos animais desnutridos ao desmame foi persistente durante todo o experimento
alcancando apenas 77,5% do peso controle aos 35 dias de vida (Fig 1). Outros estudos
também observaram que ratos que sofreram desnutri¢do proteica durante a gestacdo e lactagédo
apresentaram baixo peso ao nascer persistentes aos 35 dias (AGUILAR-ROBLERO et al.,
1997; OROZCO-SOLIS, 2011). Em contraposi¢do, animais que foram desnutridos apenas
durante a gestacdo alcancaram pesos semelhantes aos controles em idades mais avancgadas
(DURAN et al., 2005). Recém-nascidos com baixo peso ao nascer e pequenos para a idade
gestacional apresentam um periodo de rapido crescimento po6s-natal denominado catch up
(JAIN; SINGHAL, 2012). Embora os animais do presente estudo apresentassem peso inferior
aos controles aos 35 dias, o aumento de peso foi de aproximadamente 231% em relagéo
aquele do nascimento, enquanto que o do grupo controle esteve por volta de 136%. Isso
sugere que os animais deste estudo experimentaram o catch up do crescimento.

A desnutricdo proteica perinatal promoveu hiperfagia aos 35 dias de vida. Outros
estudos encontraram resultados semelhantes em animais que experimentaram a mesma
manipulagdo nutricional na gestacao e lactacdo (LOPES DE SOUZA et al., 2008; OROZCO-
SOLIS, 2011). Diminuicdo na responsividade dos receptores serotoninérgicos (LOPES DE
SOUZA et al., 2008),nas vias anorexigénicas (DELAHAYE et al., 2008) e aumento do NPY
no decorrer do ciclo circadiano (OROZCO-SOLIS, 2011) sdo provaveis mecanismos
subjacentes a essas alteragdes. No presente estudo ndo foi evidenciada alteragcdo no padréo
circadiano de ingestdo alimentar. Ratos da linhagem Wistar sdo mais ativos durante a noite e,
consequentemente, ingerem a maior parte de sua alimentacdo nesse periodo (SALGADO-
DELGADO et al., 2013). Como esperado, os animais desnutridos exibiram maior ingestéo
alimentar durante a fase escura do ciclo quando comparada a fase clara, sugerindo que a
geracdo do padrao circadiano de alimentacdo se mantém estavel apos a desnutricéo.

A desnutricdo proteica durante a gestacdo e lactacdo ndo alterou a imunorreatividade
da PER 1 no NSQ entre animais desnutridos e controles. Protocolo de desnutricdo proteica
com inicio duas semanas antes do acasalamento e durante toda a gestacdo, também nao
promoveu modificacBes na expressao dos genes reldgio na regido medial basal do hipotalamo,
na qual se localiza 0 NSQ, em animais com oito semanas de idade (SUTTON; CENTANNI;

BUTLER, 2010). Por outro lado, a expressdo do Per 1 esteve diminuida no hipotalamo de
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animais com 35 dias de vida submetidos a desnutri¢do proteica durante a gestagdo e lactacgao,
mesmo periodo utilizado no presente estudo (OROZCO-SOLIS, 2011). Essas diferengas
parecem depender da regido, do periodo de desnutricdo e das idades em que as analises foram
realizadas. Sutton e colaboradores avaliaram apenas a regido medial basal do hipotalamo de
animais com oito semanas desnutridos durante a gestacdo, enquanto que Orozco-Solis
analisou o extrato hipotalamico como um todo em animais com 35 dias, desnutridos durante a
gestacdo e a lactacdo. Uma vantagem da técnica de imunohistoquimica utilizada no presente
estudo foi a individualizacdo dos nucleos hipotalamicos e a mensuracdo dos niveis proteicos
em areas especificas, uma vez que a técnica permite a localizacdo de antigenos, neste caso a
PER 1, no tecido. O hipotalamo possui varios nucleos relacionados a regulacéo de diferentes
funcGes no organismo, dentre elas a funcdo enddcrina, a regulacdo da temperatura, o
comportamento reprodutivo, o0 comportamento alimentar e os ritmos biologicos (MOORE;
EICHLER, 1972). Assim, a depender da maior ou menor participagdo da PER em cada uma
dessas funcdes, 0 organismo pode priorizar a expressdo normal em determinado nucleo em
detrimento de outro.

No caso do nucleo supraquiasmatico, a auséncia da PER 1 contribui para a perda de
um relégio circadiano funcional. Apds suas transcricBes, as proteinas PER e CRY se
acumulam no citoplasma e, entdo, retornam ao nucleo para inibir a prépria transcri¢do. Esta é
promovida pela ligacdo do heterodimero CLOCK-BMALL a regido promotora dos genes Per
e Cry. Assim, hd momentos do dia em que os niveis de PER e CRY estdo elevados e os de
CLOCK e BMAL 1 estdo diminuidos e vice-versa. As oscilagdes nas concentracdes dessas
proteinas relégio contribuem para a geracdo dos ritmos. Ha trés proteinas PERIOD
homdlogas. Destas, a PER 1 e a PER 2 sdo essenciais para a manutencdo da ritmicidade
circadiana, enquanto € sugerido que a PER 3 pode ndo ser necessaria a geracdo dos ritmos
(BAE et al., 2001). A mutacdo do gene Per 1 gera animais com um periodo menor que 24
horas (ZHENG et al., 2001). Embora a mutagdo do Per 3 tenha efeitos semelhantes, uma
caracteristica particular da mutacdo do Per 1 € que o relégio apresenta reduzida precisao e
estabilidade com relacdo ao periodo de cerca de 24 horas. Isso indica que a mutacdo do Per 1
causa uma maior perturbacdo do relégio do que a mutacdo do Per 3 (ZHENG et al., 2001).
Analises com animais mantidos em escuro constante ressaltam a importancia do Per 1 no
funcionamento do reldgio circadiano. Nessas condi¢des, mesmo o animal estando desprovido
do ciclo claro-escuro como pista ambiental espera-se que ele continue expressando 0s ritmos
circadianos. A expressdo, nesse caso, reflete o ritmo produzido endogenamente, sem

sincronizagcdo com o ambiente. A inativacdo génica do Per 1 e Per 2 levou a perda da
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ritmicidade circadiana da atividade locomotora em animais mantidos sob escuro constante
(BAE et al., 2001), indicando que ambos sdo essenciais para a manutencdo da ritmicidade
circadiana.

Possuir um relogio funcional ndo é indispensavel ao desenvolvimento, uma vez que
animais mutantes para os genes Per 1 e Per 2 se reproduzem e sdo morfologicamente iguais
aos seus controles (ZHENG et al., 2001). No entanto, manter a ritmicidade circadiana é
importante para a adaptacdo do animal ao meio em que vive. O gene Per 1 foi indicado como
um possivel adaptador do relogio circadiano as mudancas sazonais do ciclo claro-escuro. A
inativacdo génica do Per 1 em camundongos gerou animais com maiores dificuldades de
adaptacdo a um fotoperiodo maior que 12 horas. Isso indica que animais noturnos que
possuem 0 gene apresentam uma vantagem para sincronizarem seus reldgios internos ao ciclo
claro-escuro externo (MASUBUCHI et al., 2005). Uma maior adaptacdo ao meio se reflete
em vantagens para a sobrevivéncia, uma vez que permite aos animais escapar de inimigos e
encontrar o alimento (CLOUDSLEY-THOMPSON, 1960; DECOURSEY; WALKER,;
SMITH, 2000). Assim, a manutencdo dos niveis da PER 1 em animais desnutridos pode
representar uma tentativa do organismo em manter a capacidade adaptativa dos animais ao
meio.

Entretanto, também é possivel que a PER 1 no NSQ possua uma menor
susceptibilidade a manipulacdo nutricional quando comparada a outras manipulagfes. A
sensibilidade ao sinal fético se desenvolve durante o periodo pés-natal precoce. O Per 1 ja
mostra sensibilidade a um pulso de luz de 30 minutos no primeiro dia p6s-natal, antes do Per
2, 0 qual se mostra sensivel no terceiro dia (MATEJU et al., 2009). Assim, manipulac@es do
fotoperiodo durante o periodo do desenvolvimento podem ter maiores repercussdes sobre as
proteinas reldgio do NSQ do que a manipulacdo nutricional perinatal. A exposicdo a
diferentes fotoperiodos, curto e longo, durante a gestacdo e lactacdo modificou
permanentemente a expressdo génica do Per 1 em fatias do NSQ de camundongos com 7
semanas de idade. Animais expostos a longos periodos de luminosidade (16 horas no claro)
durante o desenvolvimento do NSQ apresentaram menores periodos de expressdo do Per 1 e
picos com menor duracgdo. Ao contrario, animais expostos a curtos periodos de luminosidade
(8 horas no claro) durante o desenvolvimento apresentaram maiores periodos de expressao do
Per 1 e picos com maior duracdo (CIARLEGLIO et al., 2011). Ja a desnutricdo proteica
durante a gestacdo ndo alterou a expressdo de genes relogio na regido medial basal do
hipotdlamo, que abriga 0 NSQ, de camundongos com 8 semanas de idade. Este estudo, no

entanto, avaliou apenas dois momentos do ciclo circadiano, 0 e 12 horas (SUTTON;
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CENTANNI; BUTLER, 2010). Ao nosso conhecimento o presente estudo € o primeiro a
avaliar a imunorreatividade de um componente da maquinaria molecular circadiana durante
24 horas apés insulto nutricional no periodo do seu desenvolvimento. E os resultados
corroboram parcialmente com os de Sutton e colaboradores, pois ele avaliou outros genes
reldgio, sugerindo que a expressdo da PER 1 no NSQ é menos vulnerdvel as alteracdes
promovidas pela desnutri¢do proteica perinatal.

Outro aspecto mostrado pelos achados anteriores € que, embora 0 NSQ ndo tenha
demonstrado alteracGes na imunorreatividade da PER 1 ap6s as manipulagdes nutricionais,
outras areas encefélicas apresentaram alteracdo (SUTTON; CENTANNI; BUTLER, 2010).
Dessa forma, no presente estudo, a desnutricdo proteica durante a gestacdo e lactagéo
diminuiu a imunorreatividade da PER 1 no nucleo arqueado de animais desnutridos quando
comparados aos seus controles.

O nucleo arqueado possui neurdnios que exibem ritmicidade circadiana (CHEN et al.,
2004). Andlise in vitro demonstra que o nlcleo apresenta oscilagdo ritmica na expressao
génica do Per 1, indicando a presenca de um oscilador circadiano nesse nucleo (ABE et al.,
2002). Esse oscilador pode ser responsavel pela capacidade do ndcleo de antecipar o periodo
do dia em que o alimento estara disponivel (VERHAGEN et al., 2011). A restricdo do periodo
de oferta de alimento a apenas algumas horas durante o dia promove uma maior expressao de
Fos, um indicador de ativagdo neuronal, algumas horas antes do alimento ser disponibilizado
indicando uma capacidade do nucleo de antecipar o periodo de sua oferta (VERHAGEN et
al., 2011). Essa capacidade preditiva envolve a expressdo do Per 1. A restricdo alimentar
promoveu aumento da expressao do Per 1 momentos antes do periodo de acesso ao alimento
demonstrando a sensibilidade do ndcleo e de sua maquinaria circadiana aos sinais alimentares
(MENDOZA et al., 2010). Essa sensibilidade ao sinal alimentar pode ser responsavel pelas
alteracdes na expressdo do Per 1 no ndcleo arqueado em resposta a desnutricdo proteica
perinatal.

Estudos realizando manipulagbes nutricionais nos periodos criticos do
desenvolvimento, como a gestacdo e lactacdo, demonstram perturbacGes da ritmicidade
circadiana apds restricdo alimentar nesses periodos (DURAN et al., 2005; ROJAS-
CASTANEDA et al., 2008; VILELA et al., 2005). Essas perturbacdes podem advir das
alteracdes dos componentes moleculares do relogio circadiano em regides extra-NSQ. A
desnutricdo proteica com inicio duas semanas antes do acasalamento e mantida durante a
gestacdo ndo promoveu alteragdes dos niveis de genes relogio no NSQ de ratos com 8

semanas de idade. No entanto, foi evidenciado nesses animais aumento dos niveis do Bmal 1
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e Clock e diminuicdo do Per 2 cortical as 12 horas além de aumento do Bmal 1 e Per 2 e
diminuicdo do Rev-erb a no figado no mesmo horéario. Essas mudancgas foram associadas a
hiperfagia na fase clara do ciclo circadiano, quando comparado aos controles, com ingestao
normal durante a fase escura do ciclo (SUTTON; CENTANNI; BUTLER, 2010). Assim, é
possivel que alteragdes permanentes do oscilador circadiano do nucleo arqueado, decorrentes
de um ambiente nutricional pobre durante os periodos criticos do desenvolvimento,
desempenhem um papel causador dos fendtipos anormais do comportamento alimentar
observados nesses animais na vida adulta.

Essas alteracfes podem envolver a sinaliza¢do por leptina no nucleo arqueado (LI et
al., 2012). Receptores para 0 horménio estdo presentes em varios tipos celulares do nucleo
que participam do controle da ingestdo alimentar (BASKIN; SCHWARTZ; SEELEY, 1999).
A destruicdo de neurdnios do arqueado que expressam esses receptores em ratos, mantendo-se
0 NSQ intacto, aboliu o ritmo de alimentagdo (LI et al., 2012). Ratos Zucker, os quais
possuem receptores de leptina com baixa afinidade para o hormonio e hipofuncionais
(YAMASHITA et al., 1997) apresentam padrdes alimentares alterados, o que também é
observado em ratos ob/ob, que ndo produzem leptina (MISTLBERGER; LUKMAN;
NADEAU, 1998). A desnutricdo por reducdo da quantidade de dieta durante a gestacéo
aumentou os niveis plasmaticos de leptina e diminuiu os niveis hipotaldmicos de receptores
para o horménio, marcadores de resiténcia a leptina, em ratos com quatro semanas de idade.
Esses animais apresentaram maior ingestdo alimentar que os controles na fase clara e o oposto
foi verdadeiro na fase escura (BRETON; LUKASZEWSKI, 2009). A desnutricdo proteica
durante a gestacdo aumentou os niveis de leptina da prole de camundongos com 16 semanas
de idade (PEIXOTO-SILVA et al., 2011). Também houve aumento dos niveis de leptina em
relacdo a quantidade de tecido adiposo de ratos adultos que experimentaram a desnutri¢do
proteica durante a lactacdo (LISBOA, 2012). No entanto, foi demonstrado reducdo da leptina
em animais com desnutricdo proteica (QASEM et al., 2012). Os resultados opostos podem
depender das diferencas entre as idades avaliadas e do periodo em que ocorreu a manipulacéo
nutricional e demonstram a falta de um consenso em relacdo aos efeitos da nutricdo materna
sobre o sistema enddcrino da prole. Assim, a desnutricio em periodos criticos do
desenvolvimento cerebral parece alterar o padrdo de ingestdo alimentar via modificacfes na
sinalizagéo por leptina no ndcleo arqueado.

Ainda, a sinalizacdo por leptina pode ter efeitos sobre a expressdo dos componentes
moleculares do relégio, como a PER 1. O tratamento com Interferon alfa (IFN-a), de células

de hepatoma em cultura, dimimuiu a expressdo génica e os niveis proteicos do Clock e do
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Bmal 1 via aumento da proteina STAT 1 (Ing. Signal Transducer and Activator of
Transcription 1). Isso indica que o IFN-o tem um efeito inibitorio sobre a expressdo do Clock
e do Bmal 1 através da ativacdo da via de sinalizacdo JAK-STAT (KOYANAGI; OHDO,
2002). Essa via, ativada pelos interferons, interleucinas e citocinas, também ¢é ativada apés a
ligacdo da leptina ao seu receptor de isoforma longa (FRUHBECK, 2006). A administragio
de IFN-a em camundongos também diminiu a imunorreativade do CLOCK ¢ BMAL 1 e de
genes controlados por eles como o Per 1, Per 2, Cry 1 e vasopressina no NSQ, e do Per 1 e
dpb no figado, sugerindo uma correlacdo negativa entre a via JAK-STAT e a expressao de
genes do reldgio tanto periférico quanto central in vivo (KOYANAGI; OHDO, 2002). Assim,
um aumento na sinalizacdo por leptina no ndcleo arqueado poderia diminuir a
imunorreatividade da PER 1 nesse nlcleo, como observado no presente estudo.

Em contrapartida, 0 aumento da sinalizacdo por leptina no nicleo arqueado ndo levaria
a diminuicdo da ingestdo alimentar devido a alteracGes das projecfes do arqueado para o
ndcleo paraventricular (DELAHAYE et al., 2008). Durante o desenvolvimento cerebral de
roedores ha um aumento dos niveis de leptina por volta do 5°dia pds-natal atingindo um pico
entre os dias 9 e 10. Nesse periodo, 0 horménio ndo parece estar relacionado a modulacéo do
comportamento alimentar e do gasto energético, como ocorre no animal adulto. Durante os
periodos criticos a leptina parece agir mais como um fator tréfico para o desenvolvimento
hipotalamico, incluindo o aumento de densidade e tamanho dos axénios do nucleo arqueado
(GRANADO et al., 2012). A reducdo em 50% da dieta materna a partir do 14° dia gestacional
e durante toda a lactacdo diminuiu os niveis de POMC, mas ndo de NPY, no nucleo arqueado.
Além disso, também diminuiu as projecdes de neurdnios que contém POMC, mas ndo dos que
contém NPY, para o nucleo paraventricular indicando que a desnutricdo materna perinatal
parece afetar preferencialmente vias anorexigénicas em ratos (DELAHAYE et al., 2008). Isso
explicaria a manutencao de hiperfagia aos 35 dias encontrados neste estudo.

Um ponto a ser discutido inclui a presenca de marcadores de resisténcia a leptina
observada em animais que foram desnutridos no inicio da vida, como o aumento da leptina
circulante e diminuicdo dos receptores para 0 horménio (BRETON; LUKASZEWSKI, 2009;
LADYMAN, 2008). Uma possibilidade é que na idade avaliada neste estudo (38 dias), 0s
animais ainda ndo tenham desenvolvido a resisténcia a leptina. Ratos transgénicos que
expressavam niveis elevados de leptina foram avaliados em dois momentos distintos, entre 6 e
9 semanas e entre 33 e 36 semanas. Apesar dos niveis elevados de leptina desde uma idade
bem jovem o inicio da resisténcia comegou a se evidenciar por volta de 20 semanas de idade.

Os animais passaram de um estado de quase deplecdo dos estoques de gordura na idade
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jovem, indicando que a leptina estava agindo nessa fase, para um estado de acumulo normal
de gordura nas idades mais avangadas (QIU et al., 2001). Isso indica que a resisténcia se
desenvolve gradualmente mediante exposicdo continua ao hormonio e assim, a leptina poderia
estar agindo na diminuicao dos niveis da PER 1 no arqueado.

H& muito tempo se sabe que 0 NSQ expressa receptores para a leptina (GUAN et al.,
1997). No entanto, uma hipersinalizacdo por leptina no nucleo poderia ndo ter 0s mesmos
efeitos que a sinalizacdo normal teria num animal normonutrido. Isso tornaria o oscilador
central muito vulneravel a estimulos capazes de alterar seu funcionamento. Osciladores
periféricos respondem prontamente a estimulos, como a sinalizagdo por glicocorticoides, a
qualquer momento do dia, alterando suas expressdes génicas. Isso é esperado para um
oscilador submisso ao marcapasso central. Ao contrario, 0 NSQ possui um periodo refratario
a estimulos capazes de alterar sua expressdo génica (BALSALOBRE, 2000). A desnutricdo
parece diminuir a capacidade do NSQ de responder a estimulos. A avaliagdo da atividade
locomotora é uma maneira de acessar o funcionamento do reldgio central. AlteracGes da
atividade locomotora em resposta a dois pulsos de luz a cada 12 horas, sugerem que 0S
animais que sofreram desnutricdo proteica sdo hiporresponsivos a luz (AGUILAR-
ROBLERO et al., 1997). Assim, embora a manutencdo da PER 1 pudesse representar uma
tentativa de manter a capacidade adaptativa do animal, a soma de outras alteragdes diminuiria
essa capacidade. Tais alteragdes incluem, por exemplo, a diminuigdo do nimero de neurénios
imunorreativos para a arginina-vasopressina (AVP) e para o polipeptideo vasoativo intestinal
(VIP) no NSQ de ratos Wistar desnutridos. Tanto o AVP quanto o VIP sdo necessarios a
atividade sincronizada do NSQ (MAYWOOD ES, CHESHAM JE, O’BRIEN JA, 2011;
ROJAS-CASTANEDA et al., 2008). No entanto, modificacdes na atividade locomotora
também podem representar uma dificuldade na transmissdo da informacédo temporal do NSQ
para os efetores (AGUILAR-ROBLERO et al., 1997). Assim, mais estudos sdo necessarios
para esclarecer as alteracdes moleculares e celulares da desnutricdo sobre os osciladores
circadianos.

A diminuicdo do AVP e VIP em animais desnutridos sugere que a desnutricdo pode
perturbar a atividade sincronizada do ndcleo supraquiasmatico (ROJAS-CASTANEDA et al.,
2008). Achados com inibicdo da sinalizacdo por VIP e AVP sugerem que ambos contribuem
para a comunicacao entre os hemisférios direito e esquerdo do NSQ (MICHEL et al., 2013).
Distdrbios na comunicacdo inter-hemisférica tém sido relacionados a “divisdo” (splitting) de
padrées comportamentais de 24 horas em dois componentes de 12 horas (BUTLER et al.,
2012; MICHEL et al., 2013). Esse padréo ultradiano (inferior a 24 horas) € observado apos
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manutencdo de roedores noturnos sob luz constante (BOULOS; TERMAN, 1979; BUTLER
et al., 2012). Nesses animais, ndo apenas o padrdo comportamental é alterado, mas também a
expressao génica do Per 1 e Per 2 (DE LA IGLESIA et al., 2000). A divisdo dos ritmos de
atividade em hamsters mantidos sob luz constante entre 6 e 8 semanas foi acompanhada de
expressdo assimétrica dos genes Per 1 e Per 2 entre os NSQ localizados no hemisférios
direito e esquerdo (DE LA IGLESIA et al., 2000). Semelhantemente, no presente estudo foi
observada uma assimetria na imunorreatividade da PER 1, com maior expressao no nucleo
localizado no hemisfério esquerdo. Embora esses animais ndo tenham sido submetidos a
ciclos constantes de luminosidade, a desnutricdo, por si, nos periodos criticos do
desenvolvimento é sugerida como capaz de causar uma divisdo (splitting) dos ritmos de
atividade locomotora em animais na vida adulta (AGUILAR-ROBLERO et al., 1997). Isso
tem sido atribuido ao desacoplamento entre dois osciladores localizados em cada um dos
ndcleos nos diferentes hemisférios (AGUILAR-ROBLERO et al., 1997). Assim, é possivel
que a desnutricdo proteica perinatal promova um desacoplamento entre os osciladores do
hemisfério esquerdo e direito evidenciado pela assimetria na imunorreatividade da PER 1.

Os achados deste trabalho demonstram que a desnutricdo proteica perinatal esta
associada ao aumento da ingestdo alimentar em animais com 35 dias de vida. Ndo houve
alteracdo da imunorreatividade da PERIOD 1 no nucleo supraquiasmatico como ocorre no
ndcleo arqueado hipotaldmico, no qual a imunorreatividade diminui. Porém, a desnutri¢do
promoveu uma expressao dessincronizada da proteina, com maior expressdo no NSQ
localizado no hemisfério cerebral esquerdo, sugerindo a ocorréncia de alteracBes na

comunicacdo interhemisférica.
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9. CONSIDERA(}OES FINAIS E PERSPECTIVAS

Este estudo ressalta a influéncia do ambiente nutricional pré-natal e pos-natal precoce
sobre o desenvolvimento, a qual tem sido demonstrada por estudos experimentais que servem
de base para pesquisas epidemioldgicas e clinicas. E evidente que a desnutricdo proteica
perinatal tem consequéncias permanentes sobre a estrutura e fungdo do sistema nervoso, uma
vez que se incide sobre periodos criticos do seu desenvolvimento. As modificagdes que
ocorrem nos osciladores circadianos centrais e periféricos tém sido implicadas na génese de
distarbios metabdlicos. Apesar disso, ao nosso conhecimento, este € o primeiro estudo a
avaliar os efeitos da desnutri¢do proteica perinatal sobre o reldgio central localizado no ndcleo
supraquiasmatico (NSQ) hipotalamico. Este trabalho demonstrou que um dos componentes
moleculares do relégio central permanece inalterado ap6s a desnutricdo proteica perinatal,
sugerindo que a manutencdo da oscilacdo circadiana é um processo altamente estavel. No
entanto, o estudo ndo descarta a possibilidade de que outras alteracdes no nucleo acontecam e
comprometam a funcéo circadiana. AlteracGes circadianas comportamentais observadas apos
modelos de desnutricdo no inicio da vida reforcam essa ideia. Além disso, modificacfes
estruturais observadas no NSQ ap6s a desnutricdo podem comprometer sua funcdo na vida
adulta. Assim, mais investigacdes no sentido de identificar essas alteracfes e associa-las aos
disturbios comportamentais e metabolicos sdo necessarias. Também € preciso comparar 0S
efeitos sobre 0 NSQ de manipula¢des na vida adulta em relacdo aquelas que ocorrem nos
periodos precoces da vida.

Muitos estudos descrevem aumento do consumo alimentar em animais desnutridos
durante periodos criticos do desenvolvimento. No entanto, ndo estdo na mesma propor¢do 0s
trabalhos que tém associado tais consequéncias a mudangas permanentes do reldgio
circadiano. Os achados deste estudo indicam que alteracbes duradouras da maquinaria
circadiana apds a desnutricdo em periodos criticos, como a diminuicdao da PER 1 no arqueado,
constituem as bases moleculares dos distdrbios comportamentais observados nesses animais.
Outras proteinas rel6gio precisam ser investigadas. A mutacdo do Clock esta associada a
hiperfagia. Assim, torna-se necessario avaliar as modificacGes permanentes na expressao do
Clock ap0s a desnutricdo proteica perinatal. Além disso, a possivel acdo da leptina sobre a
expressao da PER 1 pode representar uma das maneiras de comunicacdo do estado energético
corporal ao sistema responsavel pela organizacdo temporal interna e, consequentemente,
precisa ser avaliada. O NSQ controla os ritmos de atividade e, assim, outras analises

comportamentais, como a da atividade locomotora, podem ser acrescentadas para uma melhor
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caracterizagdo dos efeitos da desnutricdo sobre o relégio central e os ritmos por ele
controlados.
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Recife, 16 de setembro de 2011,

Oficio n° 383/11

Da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Profa. Sandra Lopes de Souza

de Anatomia
Universidade Federal de Permnambuco
Processo n® 23076.024858/2011-42

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pemambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Efeitos da desnutricdo perinatal sobre o perfil
circadiano da expressdo de genes reldgios envolvidos no controle do
comportamento alimentar”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagBo expenmental dos.
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal @ com as normas intemacionals estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Andmals as quais 530
adotadas como critérios de avallagio e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigantes no Brasd, especiaimente a Lai
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questiio do uso de animais para fins
cientifices e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos expermentals a
serem realkzados.

Origem dos animais: " Biotério de criacio

Departamento de Nutricho; Animais: Rm thogem

Sexo: Machos; |dade: 35 dias; Peso; 60-90g; Numero do W
animais previsto no protocolo: 96 ratos.
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