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RESUMO

O efeito do consumo materno de dietas hipercaldricas sobre o comportamento alimentar na fase
adulta da prole ¢ amplamente avaliado. Nesse caso, 0 impacto, a curto prazo, da exposicao
gestacional e lactacional de dieta de cafeteria na prole é um aspecto relevante. Diferentes
neurotransmissores e hormoénios e suas vias modula o comportamento alimentar, dentre os
peptideos estd 0 a-MSH (hormonio estimulante de melandcitos). Este peptideo esta ligado
ao controle do comportamento alimentar, assim como do comportamento de autolimpeza pela
ligagdo a receptores como o de melanocortina 4 (MC4R) tanto no hipotdlamo quanto no tronco
encefalico. Além disso, o tronco encefalico € uma regido que esta associada com a finalizacdo da
ingesta e com o tamanho da refeicdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar, na fase do
desmame, o comportamento de autolimpeza e o contetdo do receptor MC4 (MC4R) no tronco
encefalico de filhotes machos e fémeas expostos precocemente a dieta hipercaldrica. Ratas
prenhes foram randomizadas entre dieta padrdo ou dieta hipercalérica e hiperpalatavel, as dietas
foram mantidas durante o periodo de lacta¢cdo. O nimero de comportamentos de autolimpeza foi
avaliado no DPN 20. Os niveis de MC4R no tronco encefalico foram determinados por Western
Blotting. Os dados foram analisados através de ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Tukey
e Bonferroni. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando P < 0,05.
Os filhotes machos expostos a dieta hipercalorica apresentaram menor nimero de comportamento
de autolimpeza e um aumento do contetdo de MC4R no tronco encefalico em comparagdo com 0s
filhotes expostos a dieta controle. Os dados sugerem que ha um efeito sexo-dependente da
exposicdo gestacional e lactacional a dieta de cafeteria, tendo em vista que as fémeas nao
apresentaram esse perfil. Nossos dados sugerem que os filhotes machos sdo mais suscetiveis a
exposicdo gestacional e lactacional a dieta de cafeteria, indicando um desequilibrio da sinalizacdo
da melanocortina no tronco encefalico dos filhotes machos expostos, precocemente, a dieta
hipercaldrica e hiperpalatavel.

Palavras-chave: Receptor de melanocortina 4. MC4R. Tronco encefalico. Dieta hipercaldrica.
Dieta hiperpalatavel. Comportamento de autolimpeza.



ABSTRACT

Maternal consumption of hypercaloric diets causes long-term changes in the offspring's eating
behavior and neuronal pathways that control appetite. A variety of hormones and neurotransmitters
are involved in modulating these pathways. Among the peptides that make this regulation is -
MSH, which is produced by cleavage of a polypeptide precursor, pro-opiomelanocortin (POMC).
This peptide binds to the melanocortin 4 receptor (MC4R) on both the hypothalamus and
brainstem, reducing hunger. Interestingly, the deletion of Mc4r causes the absence of grooming
behavior, as well as the administration of agonist drugs of this receptor results in excessive
triggering of this behavior. Therefore, this is a parameter capable of reflecting the state of satiety.
Still, the brainstem is a region that is associated with the completion of the intake and the size of
the meal. Therefore, their involvement in satiety control is a relevant aspect. That said, the aim of
this paper is to evaluate the impact of gestational and lactational exposure of cafeteria diet on the
brainstem of weaning male and female pups, specifically to assess the impact on MC4 receptor
(MC4R) content and number of groomings. Pregnant rats were randomized between standard and
cafeteria diet, which was maintained during the lactation period. The number of groomings was
assessed on DPN 20. Brainstem MCA4R levels were determined by Western blotting. Data were
analyzed by two-way ANOVA followed by Tukey and Bonferroni post hoc and Student's t-test for
pup analysis with higher and lower latency to start the meal. Results were considered statistically
significant when P <0.05. Male pups exposed to the cafeteria diet showed an increased brainstem
MC4R content compared to control pups. No changes were observed in females of the same group.
Again, male puppies also had a reduced number of groomings compared to control puppies,
especially that had a lower latency to start eating behavior test. The data suggest that there is a
gender-dependent effect of gestational and lactational exposure to the cafeteria diet, given that male
pups appear to be more susceptible to this type of exposure. These same pups showed a decrease
in grooming and increased brainstem MC4R content. Our data suggest that male puppies are more
susceptible to gestational and lactational exposure to the cafeteria diet. In this sense, a lower
number of self-cleaning behavior and increased MC4R content may indicate an imbalance of
melanocortin signaling in the brainstem of male pups exposed early to the cafeteria diet.

Keywords: Melanocortin 4 receptor. MC4R. Brainstem. Hypercaloric Diet. Hyperpalatable Diet.
Grooming.
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1. INTRODUCAO

Segundo dados da Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO),
aingestdo de uma dieta baseada em alimentos refinados e ultraprocessados, ricos em gordura
e aglcares e pobres em fibras e proteinas, tem aumentado em diversos paises de maneira
preocupante (Figura 1)(FRANCISCHI et al., 2000; POPKIN, 2009). O baixo custo e facil acesso
contribuem para a alta procura desses alimentos e, em conjunto com a falta de exercicio fisico e
maus habitos alimentares, uma dieta hipercaldrica pode resultar em doencas cardiovasculares,
desequilibrio hormonal, diabetes, danos cognitivos e obesidade (ADLERCREUTZ, 1990;
PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA JR., 2003).

Figura 1- Fornecimento de calorias diarias per capita em paises desenvolvidos
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Durante a gestacao, a exposicao a dieta “ocidental” pode levar ao desenvolvimento de obesidade
materna e trazer prejuizos para o desenvolvimento do feto (VASUDEVAN; RENFREW;
MCGUIRE, 2011). Cabe mencionar que a obesidade e seu consequente desequilibrio nutricional é
o distdrbio mais comum nesse periodo (SEBIRE et al.,, 2001). Dados alarmantes dentre a
populacdo do Reino Unido indicaram a prevaléncia de obesidade e sobrepeso pré-gestacionais
entre 0s anos de 1990 e 2002/2004, periodo em que 18,9% das gravidas iniciaram a gestagdo em
quadro de obesidade (KANAGALINGAM et al., 2005). Ainda, no Brasil, um estudo com uma
coorte de 5314 gestantes realizado entre 1991 e 1995, em seis capitais, indica que a prevaléncia
de sobrepeso e obesidade é de 19,2% e 5,5% respectivamente (NUCCI et al., 2001).

Como se trata de um momento crucial do desenvolvimento, alteraces na dieta durante a gestacédo
produzem significativas mudancas na morfologia, neurofisiologia e neuroquimica do sistema
nervoso central (MORGANE et al., 1993). Em curto prazo, encontram-se alteragcdes de tamanho e
peso, anormalidades congénitas e nascimento prematuro (HEERWAGEN et al., 2010; MELZER
et al., 2010). Evidéncias apontam que também h& mudancas comportamentais da prole em longo
prazo, quando avaliados na vida adulta. Por exemplo, a exposi¢do a dieta rica em calorias pode
alterar o padrdo de ingesta alimentar da prole num periodo tardio da vida, levando ao consumo de
maiores quantidades de alimento por refeicdo. Esta alteracdo favorece o surgimento de fenotipo
associado a obesidade (KHALYFA etal., 2013; TAMASHIRO et al., 2009; WRIGHT et al., 2011).
Wright e colaboradores demonstraram que machos adultos com histérico de exposicdo precoce a
dieta de cafeteria, que mimetiza o estilo “fastfood”, revelaram uma taxa de frequéncia de episodios
alimentares maior do que o dobro encontrados nos machos controles. Nas fémeas expostas também
foram reveladas diferencas comportamentais em comparagdo ao grupo controle, entretanto, estas
foram relacionadas ao tempo total destinado a alimentacao, ndo ao nimero total de episédios como
nos machos. Estes dados demonstram que a dieta impacta em longo prazo (na fase adulta) a busca
alimentar de forma sexo-dependente (WRIGHT et al, 2011).

Embora os efeitos comportamentais e bioquimicos da exposicao precoce a dietas hipercaldricas em

curto prazo ainda sejam pouco estudados, recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou
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que a exposicdo gestacional e lactacional a dieta de cafeteria altera o padrdo de comportamento
alimentar no inicio da vida (PALAZZO et al, submetido). A exposi¢do precoce a dieta de cafeteria
aumentou o nimero e reduziu o intervalo entre as refei¢des (episddios de alimentacédo finalizados
cada vez que o animal permanece sem consumir por pelo menos 5 minutos), sem qualquer impacto
sobre os ataques individuais ao alimento (“bouts”), em ambos 0s géneros, 0 que sugere o impacto
sobre a memoria episédica de uma refeicdo no DPN 20. Adicionalmente, induziu um maior
consumo total de alimentos, sem alterar o peso corporal da prole. A interpretacdo dos dados nos
levou a inferir que houve um prejuizo na memdria episddica (memoria da refeicdo), anterior a
alteracdes no peso corporal e aumento do peso do tecido adiposo. Neste sentido, foi descrito que a
exposicdo gestacional e lactacional a dieta de cafeteria reduziu o conteldo de BDNF hipocampal
em ambos 0s géneros, assim concluimos que a dieta hipercal6rica altera precocemente a memoria

episodica da refeicdo precedendo alteragdes na massa corporal.

Contudo, o papel da saciedade nas alteracbes comportamentais observadas ndo pode ser excluido.
Nesse contexto, a avaliacdo de parametros neuroquimicos envolvidos na saciedade torna-se
relevante ainda no inicio da vida, uma vez que alteragcdes consolidadas nessa fase podem impactar
0 comportamento alimentar a longo prazo. Tais alteracbes de comportamento podem estar
relacionadas, em parte, a um desequilibrio de reguladores dos centros de controle da saciedade,
como é o caso dos neurotransmissores liberados pelos neurdnios AgRP (peptideo relacionado ao
gene agouti) e as melanocortinas (MORTON et al., 2006; SATOH et al., 1998). Esta Gltima é uma
classe de hormonios peptidicos sintetizada em neurdnios hipotalamicos e do tronco encefélico
(neurdnios POMC) via ligacao de leptina em seus receptores (Figura 2). A partir disso, ocorre a
sintese das melanocortinas por meio da clivagem de um precursor peptidico, denominado pro-
opiomelanocortina (POMC), e os produtos da clivagem se ligam a pelo menos 5 tipos de receptores
(COWLEY et al., 2001; PRITCHARD; WHITE, 2007). Dentre eles encontra-se o receptor de
melanocortina 4 (MC4R), caracterizado pelo acoplamento a proteina G e pelo papel crucial na
regulacdo do peso corporal, apetite, homeostase da glicose, metabolismo de lipidios, entre
outros(ADAN et al., 2006; ROSSI et al., 2011). E valido mencionar que o hormdnio alfa-
estimulante dos melandcitos (a-MSH), um dos derivados da clivagem da POMC, se liga ao MC4R,
tanto em neur6nios do nucleo paraventricular (PVN) do hipotdlamo quanto no nicleo do trato
solitario (NTS) do tronco, desencadeando diminui¢do da ingesta e aumento do gasto energético,

assim, 0 MC4R também possui um envolvimento no controle da saciedade (ADAN et al., 2006).
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Figura 2- Sinalizac&o do controle da saciedade
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Representacdo esquematica das vias de sinalizagcdo do controle da saciedade. Sinais orexigenos e anorexigenos
oriundos do tecido adiposo, estdbmago e outros 6rgdos atravessam a barreira hematoencefalica e se ligam a receptores
em neurdnios POMC do hipotadlamo e do tronco encefalico. A ativagdo, por sua vez, causa a liberagdo de
melanocortinas, como a a-MSH que se ligam em receptores MC4 localizados em neurdnios de 22 ordem. A
ativacdo desse receptor gera Varias respostas, inclusive relacionadas ao balango energético. Fonte: Adaptado e
traduzido de Silva et al. (2014, p. 198).

A exposicdo a dietas hipercaloricas induz alteracGes em MC4R, especificamente sobre os niveis de
RNA mensageiro do receptor no hipotdlamo de roedores adultos (HUANG et al., 2003).
Contudo, poucos trabalhos avaliam o efeito de dietas hipercalédricas sobre o receptor MC4
no tronco encefélico. Sabe-se que a administracdo de agonistas deste receptor em regides proximas
ao tronco altera o comportamento alimentar de ratos machos adultos, reduzindo a quantidade de
alimento ingerido por refeicdo. Em contraste, a administracdo de antagonista apresentou o efeito
oposto (GRILL et al., 1998). Ainda, a delecdo do gene Mc4r em camundongos e humanos resulta
no aumento do peso corporal e hiperfagia (FAROOQI et al., 2003; HUSZAR et al., 1997). Cabe

mencionar que diferencas entre machos e fémeas foram observadas em relacéo ao efeito da delecédo
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do gene Mc4r. No caso, camundongos fémeas Mc4r —/— apresentaram um aumento da ingesta
alimentar e do peso corporal em comparacdo com machos com a mesma delecdo(CLEGG et al.,
2003; HUSZAR et al., 1997; SUTTON et al., 2006).

Cabe mencionar que a sinalizacdo de MC4R no tronco encefélico afeta o tamanho da refeigéo,
sendo suficiente para alterar a ingestdo de alimentos via mudanca da sinalizacdo da saciedade
(ADAN et al., 2006; ZHENG et al., 2005). Dito isso, a avaliacdo da expressao do receptor MC4
no tronco encefalico, ainda em fases iniciais do desenvolvimento, consiste em um topico relevante

e complementar aos nossos achados prévios.

Ainda, ha evidéncias do envolvimento do sistema de melanocortinas sobre o comportamento tipo
grooming (autolimpeza), uma vez que a ativacdo de MC4R foi correlacionada com antecipagédo da
finalizacdo da ingesta; e que modelos com perda de funcdo do receptor revelaram auséncia do
grooming induzido por melanocortinas. Esses achados corroboram o entendimento de que a
liberacdo enddgena de melanocortinas durante a concretizagdo da saciedade consequentemente
ativa MC4R, induzindo o comportamento natural de higiene pos-prandial (ADAN et al., 1999;
MUL etal., 2012, 2013; ZHENG et al., 2005). Logo, a alteracdo no nimero de autolimpeza poderia
estar associada a alteracdo do estado de saciedade.

Considerando que a exposicao gestacional e lactacional a dieta hipercalérica alterou precocemente
0 comportamento alimentar, especificamente a quantidade de alimento ingerido, 0 numero
de refeicBes e o primeiro intervalo entre refeicdes, é possivel sugerir que esta dieta também

modifique o comportamento de autolimpeza e 0s niveis, no tronco encefalico, do receptor MCA4.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da exposicdo gestacional e lactacional a dieta de cafeteria sobre o
comportamento e parametro neuroquimico, no tronco enceféalico, relacionados a saciedade no

periodo do desmame.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o impacto da exposicdo gestacional e lactacional a dieta de cafeteria sobre o
comportamento de autolimpeza dos filhotes machos e fémeas apos a refeicao.
e Determinar o efeito da exposicdo gestacional e lactacional a dieta de cafeteria sobre

0 conteudo de receptor MC4 no tronco cerebral da prole.



19

3. METODOS

3.1. Animais

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre sob nimero 160561 (CEUA/HCPA). Ratos Wistar Fémeas (n=14)
e machos (n=7) foram obtidos do Centro de Reproducdo e Experimentagdo de Animais de
Laboratério (CREAL/UFRGS) e foram aclimatados por uma semana na Unidade de
Experimentacdo Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os animais foram mantidos com
acesso a agua e comida a vontade e sob ciclo claro-escuro de 12h, em temperatura de 22°C e
umidade de 45%. Realizou-se o cruzamento de fémeas e machos e a detec¢do do espermatozdide
no lavado vaginal foi utilizado como indicativo do primeiro dia de gestacdo (DG 1). As ratas
prenhes foram randomizadas em dois grupos: dieta padrdo (controle) e dieta de cafeteria, sendo
que ambos 0s grupos receberam comida e agua a vontade. Tais dietas foram substituidas
diariamente para permitir o acesso a alimentos frescos e variados. No dia pos-natal 0 (DPN 0),
realizou-se a padronizacdo da ninhada em 4 fémeas e 4 machos por progenitora, resultando em 6
ninhadas dieta padrdo e 6 ninhadas dieta de cafeteria que seguiram até o fim do periodo lactacional.
Para a realizacao do teste de comportamento (DPN 20), duas fémeas e dois machos por progenitora
foram utilizados. Um dia apds o teste (DPN 21), os filhotes foram eutanasiados e tronco encefalico
foi dissecado e congelado em nitrogénio liquido e mantido a -80°C até a realizacdo da técnica de
Western Blotting. Todos os cuidados para minimizar dor e sofrimento foram atenciosamente
seguidos conforme Lei No. 11794 (Brasil), bem como a utilizacdo de um ndmero minimo

de animais para produzir dados cientificos relevantes.
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Figura 3 - Desenho experimental
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Fonte: Palazzo et al. (submetido)

3.2. Modelo de Dieta de Cafeteria

O modelo utilizado foi previamente descrito por Estadella e colaboradores (ESTADELLA et al.,
2004). Tal dieta contém alimentos altamente palataveis como salsicha, salgadinho, bolacha
recheada, waffer, leite condensado, batatas chips e refrigerante e foram ofertadas juntamente com
dieta padrdo para evitar caréncia nutricional. A dieta de cafeteria consiste de 60% de carboidratos,
20% de lipidios, 15% de proteinas e 5% de outros constituintes (minerais, vitaminas, conservantes,
etc) totalizando 4,18 kcal/g, enquanto que a dieta padrdo (Nuvilab CR-1, NUVITAL®, Curitiba,
PR, Brazil) é composta de 55% de carboidratos, 22% de proteinas, 4,5% de lipidios e 18,5% de

calcio, vitaminas, conservantes, minerais e fibras e totaliza 2,93 kcal/g (Tabela 1).

Tabela 1 - Dieta de cafeteria: composicao calérica

Alimentos Kcal/g/ml

Bolacha recheada 4,76

Leite condensado 3,20
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Salgadinho 4,68
Salsicha mista 2,97
Waffer 5,32
Refrigerante 0,42

Composigdo caldrica dos alimentos fornecidos as ratas prenhas durante a gestagéo e lactagdo. O célculo foi feito com

base nas informagdes prestadas pelo fabricante no rétulo das embalagens. Fonte: elaborada pela autora.

3.3. Comportamento de autolimpeza (grooming)

No DPN 20, os filhotes foram submetidos a um jejum de 3 horas e expostos a um campo aberto,
em que receberam a mesma dieta fornecida as genitoras, por um periodo de 1 hora. Além disso, foi
realizada a gravacdo durante todo o periodo do teste para avaliacdo posterior do
comportamento. Como parédmetro, foi observado o numero de vezes em que o animal realizou o
comportamento de autolimpeza (grooming). O alimento fornecido foi pesado antes e depois do

experimento.

3.4. Imunodeteccao de proteinas: Western Blotting

Foi realizada a técnica de Western Blotting para avaliar o conteldo do receptor de melanocortina
4. Para isso, o tronco encefalico foi homogeneizado com inibidores de protease e a quantidade de
proteinas na amostra foi detectada pelo Método de Bradford (BRADFORD, 1976). As amostras
entdo foram preparadas com 30 pl de Tampdo de Laemmli 4X, agitadas em um agitador vortex e
submetidas a banho seco (95°) durante 2 minutos. Logo ap6s, 25ug de proteina das amostras foram
separadas em um gel de poliacrilamida SDS. As proteinas no gel foram transferidas,
eletroforeticamente, para uma membrana de nitrocelulose com 30% de metanol e bloqueadas em

5% de albumina em TBS contendo 0,05 de Tween-20. A membrana foi incubada durante a noite
com o anticorpo anti-MC4R diluido conforme instrugdes do fabricante (H-60: Sc-28992 Santa
Cruz Biotechnology) e posteriormente incubada com anticorpo secundario 1:500 (Abcam

ab205718) durante 2 horas em temperatura ambiente. Logo apds, a membrana foi exposta aos
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reagentes de quimioluminescéncia (ECL) e a banda de interesse foi detectada através do
fotodocumentador IBRIGHT C100 e o Ponceau foi utilizado como normalizador (KLEIN; KERN;
SOKOL, 1995; ROMERO-CALVO et al., 2010). O contetdo de MC4R foi quantificado através

de software ImageJ Fiji.

3.5. ANALISE ESTATISTICA

As anélises estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS© versdo 26. A normalizacdo
dos dados foi analisada pelo teste de Levene em que se observou uma distribuicdo normal. Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de 2 vias, considerando a dieta e 0 sexo,
seguido de post hoc de Tukey. O nimero de comportamento de autolimpeza foi analisado por
ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Bonferroni.

Para avaliacao do envolvimento do comportamento de autolimpeza com a laténcia para iniciar uma
refeicdo, os machos foram divididos em animais com menor ou maior laténcia para iniciar a
refeicdo, considerando a mediana desse parametro, e o comportamento de autolimpeza foi
analisado com o Teste T de Student. Os dados foram expressos em média * desvio padrdo (DP) e

as diferencgas entre os grupos foram consideradas estatisticamente significativas quando P <0,05.



4. RESULTADOS

A exposicdo gestacional e lactacional a dieta de cafeteria reduziu o comportamento de auto-

limpeza (nimero total de groomings) somente em ratos machos (F(1,44)=8,184; P=<0.01) (Fig.4).

Figura 4 - efeito da dieta de cafeteria no nimero de groomings
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Resultados expressos em média + DP. ANOVA de 2 vias. (n=9-12). *estatisticamente diferente do controle dieta
padrao.

O grupo de machos foi subdividido em machos com maior e menor laténcia para iniciar a ingesta,
e 0 comportamento de autolimpeza foi analisado. Tal separagdo foi realizada com o objetivo de
aprofundar a anélise do comportamento de grooming. A exposi¢do gestacional e lactacional a dieta
de cafeteria foi capaz de reduzir o nimero de groomings em ratos com menor laténcia para iniciar
a ingesta (Fig. 5A) (P=0,02), o que ndo atingiu diferenca estatistica nos machos de maior laténcia
(Fig. 5B).

Figura 5 - Efeito da dieta de cafeteria no nimero de groomings em machos com menor e maior laténcia para

iniciar a ingesta
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(A) Machos com menor laténcia para iniciar a ingesta. (B) Machos com maior laténcia para iniciar a ingesta.
Resultados expressos em média £ DP. Teste T de Student. (n=9-14). *estatisticamente diferente do controle dieta

padréo.

Os filhotes machos do grupo dieta de cafeteria apresentaram um aumento da expressao de MC4R
no tronco encefalico na fase do desmame (DPN 20). Esse resultado foi estatisticamente diferente
dos filhotes controle, tanto em comparagdo com os machos quanto com as fémeas (F (1,16) =
10,114; P=0,006). N&o houve diferenca significativa nas fémeas do grupo dieta de cafeteria (Fig.
6).

Figura 6 - Contetdo de MC4R no tronco encefalico de filhotes machos e fémeas expostos a dieta de cafeteria e

dieta padréo
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5. DISCUSSAO

A exposicdo gestacional e lactacional adieta hipercalorica foi capaz de alterar o contetdo de
MCA4R no tronco encefalico dos filhotes machos, além do parametro comportamental - nimero de
groomings.

Apenas ratos machos expostos a dieta de cafeteria revelaram um nimero menor de groomings no
teste de comportamento alimentar. E interessante destacar que, quando se analisa 0s ratos machos
com menor laténcia para iniciar a ingesta, observa-se um numero de grooming ainda menor nos
machos expostos a dieta de cafeteria. A descricdo desse comportamento apos a refeicdo é
documentada desde o século passado. Quando finalizam a refeicéo, roedores tendem a executar o
comportamento de autolimpeza por um curto periodo e, entdo, descansar ou dormir (GIBBS;
YOUNG; SMITH, 1973). Em 1960, Bolles observou que ha um aumento da incidéncia
desse comportamento no fim da refeicdo (BOLLES, 1960). Logo, 0 nimero menor de groomings
nos machos pode ser um indicativo de maior susceptibilidade desses animais a um desequilibrio
do balanco energético.

Embora remeta a relacdo mae-filhote e ao autocuidado, o comportamento do tipo grooming apos a
refeicdo pode ser entendido também como um reflexo do estado de saciedade e parece estar
relacionado a mudancas nos niveis do MC4R (MUL, 2013; ADAN, 1994). Ratos que possuem
mutacg0es resultantes em perda de funcéo deste receptor, apresentam auséncia do comportamento
de grooming (MUL, 2012). Ainda, a administracdo de farmacos como o Melanotan Il (MTII),
agonista de MC4R, revelou uma atenuacdo da ingesta de alimentos avaliados pelos parametros,
tamanho e duracdo da refeicdo, sem alteracbes significativas na frequéncia alimentar ou no
intervalo médio pdés-prandial (ZHENG, 2005). Tais resultados evidenciam o papel central
do MC4R no desencadeamento deste comportamento.

Nossos dados demonstram que os niveis do MC4R no tronco enceféalico de ratos Wistar de
3 semanas, submetidos a dieta controle, ndo apresentam diferencas entre os sexos. Cabe mencionar
que a diferenca entre machos e fémeas na expressdo de Mc4r foi descrita em diferentes
estruturas/orgdos. Os hipotdlamos e rins de fémeas apresentaram aumento da expressao
desse gene, enquanto que em figados de machos foi maior comparado as fémeas (QU et al., 2014).
O aumento significativo dos niveis do MC4R no tronco encefalico de machos filhotes sugere um

efeito sexo-dependente da exposicdo precoce a dieta hipercaldrica. Em outros modelos animais,
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COmMo em suinos, a exposi¢cdo materna a uma dieta de restrigdo nutricional provocou a diminuicdo
precoce da expressdo de MC4R somente em hipotalamos de filhotes fémeas (OVILO et al., 2014).
Ainda, Zheng e colaboradores demonstraram que camundongos filhotes machos expostos a dieta
hiperlipidica durante a gestacéo e a lactagéo, apresentam aumento da expressdo de MC4R e POMC
hipotalamico a longo prazo (32 semanas) (ZHENG et al., 2015). Inclusive, machos parecem ser
mais suscetiveis ao ganho de peso e desenvolvimento de obesidade, sugerindo que também ha
diferencas metabdlicas entre os sexos (HONG et al., 2009). Mercer e Archer (2005) demonstraram
que uma dieta altamente hipercalérica aumenta o nivel de expressdo do gene Mc4r hipotalamico
em 60% de ratos machos Sprague-Dawley, apds 24 horas de exposicao a dieta, demonstrando uma
resposta aguda.(MERCER; ARCHER, 2005) Nossos dados demonstram que a exposi¢do
gestacional e lactacional a dieta hipercaldrica aumenta precocemente (3 semanas) 0s niveis do
MCA4R em ratos Wistar machos.

O aumento dos niveis do MC4R observado nesses filhotes pode indicar uma resposta fisioldgica
compensatoria a alguma alteragdo do seu ligante e/ou outros mecanismos moleculares que
aumentem a expressao do receptor, embora no presente estudo isto ndo tenha sido investigado.
Alteracdes nos niveis de POMC podem ser observadas em animais expostos a dieta rica
em gordura na fase gestacional. Primatas ndo humanos expostos no periodo fetal apresentam
aumento na expressdo de POMC e do MC4R, sem reflexos sobre o contetudo dos derivados da
POMC no hipotalamo (GRAYSON et al., 2010). Camundongos adultos exibem uma diminuicao
da metilacdo do promotor de MC4R, sugerindo que a dieta influencia na desmetilacdo da regido
promotora e consequentemente afeta a expressao do gene, uma vez que a desmetilacdo do DNA
facilita o acesso da maquinaria de transcricdo (WIDIKER et al., 2010). Sendo assim, 0 aumento da
expressdo de MC4R observada em machos no presente trabalho sugere que a exposicao a dietas
hipercaldricas na fase da gestacdo e amamentacdo aumenta precocemente o conteudo desse
receptor. Cabe mencionar que estas observacOes foram feitas na fase do desmame, antes da
consolidacdo da obesidade.

Uma outra hipotese que é passivel de ser formulada diz respeito ao aumento do MC4R relacionado
com 0s niveis de peptideo relacionado ao gene Agouti (AgRP). Este atua como um agonista
inverso de MC4R, cuja ligacéo a esse receptor resulta em um aumento da ingesta alimentar. Sendo
assim, AgRP atua inibindo sua atividade (HASKELL-LUEVANO; MONCK, 2001; NIJENHUIS;
OOSTEROM; ADAN, 2001). A proposito, alguns trabalhos descrevem os efeitos de dietas
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hiperlipidicas sobre os niveis deste peptideo. Por exemplo, se observou que apenas ratos Wistar
machos (PND 200), expostos a dieta hiperlipidica durante a gestacdo e a lactacdo, apresentaram
uma significativa diminuicdo da expressao de AgRP no hipotadlamo, mesmo quando expostos a
dieta padrdo a partir da fase de desmame (SCHELLONG et al., 2019). As fémeas, neste caso, nao
diferiram dos animais controle. Ainda, camundongos de 3 semanas que consumiram dieta rica em
gordura saturada também apresentaram uma reducdo nos niveis de AgRP uma semana apos
a exposicao (WANG; STORLIEN; HUANG, 2002). Como descrito anteriormente, 0 AgRP é um
dos ligantes do MC4R e sua expressao aparenta estar diminuida em animais expostos a dietas
hipercaldricas. Logo, podemos sugerir que o aumento do conteddo do MC4R pode estar associado
a uma diminuicdo deste peptideo. Possivelmente, um mecanismo de respostas fisioldgica

compensatoria.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Nossos dados sugerem que os filhotes machos sdo mais suscetiveis a exposi¢do gestacional
e lactacional a dieta de cafeteria. A diminui¢do do comportamento de autolimpeza e 0 aumento do
conteudo do MC4R podem indicar um desequilibrio da sinalizagdo da melanocortina no tronco
encefalico dos filhotes machos.

Os dados coletados neste trabalho abrem perspectivas para investigacdo mais acurada do conteldo
do MC4R e seu ligante no hipotdlamo e de outras moléculas relacionadas a via neuronal
do controle da saciedade, como 0 AgRP. A avaliacdo de colecistocinina, um importante hormonio
secretado no intestino, também € valida uma vez que atua no tronco encefalico e influencia no

comportamento alimentar.
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