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RESUMO

A serotonina (5HT) atua como um neuromodulador amplamente distribuido no sistema nervoso central e
desempenha funcéo essencial na regulacdo do desenvolvimento do encéfalo. Alteracdes na sinalizacdo de
5-HT através da exposicdo a inibidores da recaptacdo de serotonina durante a fase perinatal tém o
potencial de afetar o desenvolvimento neural e podem resultar em alteragdes comportamentais na vida
adulta. Mais investigagGes sdo necessarias de forma a incluir ambos os sexos no estudo desses efeitos.
Dessa forma, o objetivo deste estudo foi investigar as repercussfes do tratamento neonatal com
fluoxetina, sobre a ontogénese de reflexos, desenvolvimento somatico e o consumo alimentar em ratos
machos e fémeas. Foram utilizados quatro grupos experimentais segundo o género (macho ou fémea) e
tratamento (fluoxetina ou salina): Machos Salina (MS, n=16); Machos Fluoxetina (MF, n=18); Fémeas
Salina (FS, n=19) e Fémeas Fluoxetina (FF, n=18). Os animais do grupo fluoxetina receberam fluoxetina
na dose de 1pl/g do 1° ao 21° dia pos-natal e os animais que fizeram parte do grupo salina solugéo salina
a 0,9%, lul/g. Foram registrados no periodo neonatal (1 a 21 dias): a ontogénese reflexa, o
desenvolvimento somatico, as caracteristicas fisicas e a consumo alimentar durante a lactagdo, bem como
no periodo p6s natal (22 - 31 dias): o peso corporal e consumo alimentar pds-desmame. Apesar da
administracéo cronica de fluoxetina no periodo neonatal ndo ocasionar altera¢bes no consumo alimentar,
causa retardo na ontogénese reflexa, menor ganho de peso e desenvolvimento soméatico mais marcante no
sexo masculino. Esses achados sugerem uma resposta sexo-especifica relativa a manipulagdo do sistema
serotoninérgico. Essas alteragdes confirmam que a serotonina desempenha um papel importante na
plasticidade durante o periodo de desenvolvimento do sistema nervoso, de forma diferente entre machos e

fémeas.

Palavras chave: Serotonina. Fluoxetina. Plasticidade Neuronal. Reflexo. Comportamento alimentar.



ABSTRACT

Serotonin (5HT) acts as a neuromodulator widely distributed in the central nervous
system and plays a critical role in the regulation of brain development. Changes in 5-HT
signaling by serotonin reuptake inhibitors exposure during the perinatal period can
affect neural development and may result in behavioral changes in adulthood. Further
investigations are necessary including both sexes to study these effects. Thus, the aim of
this study was to investigate the impact of neonatal treatment with fluoxetine on the
ontogeny of reflexes, somatic development and food intake in male and female rats. The
animals were formed by four groups according to gender (male or female) and treatment
(fluoxetine or saline). Animals in the fluoxetine group received fluoxetine at 1pl/g on 1°
to 21 postnatal day and the animals that were part of the saline group received saline
0.9%, 10 ml / kg. In the neonatal period (1-21 days) were recorded: reflex ontogeny,
somatic development, physical characteristics and food intake during lactation. In the
postnatal period (22-31 days) were recorded: body weight and post-weaning food
intake. Despite the chronic administration of fluoxetine in the neonatal period did not
cause changes in food intake, it causes delay in the reflex ontogeny, lower weight gain
and somatic development and most striking in males. In summary, these findings
suggest a sex-specific response on the manipulation of the serotonergic system. These
changes confirm that serotonin plays an important role in regulating the plasticity of the

nervous system during development period, differently from males and females.

Keywords: Serotonin. Fluoxetine. Neuronal Plasticity. Feeding Behavior.
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1. APRESENTACAO

A maturagdo e desenvolvimento do sistema nervoso central estdo sujeitos as diretrizes
genéticas e a complexidade e grau de estimulacdo ambiental, incluindo a nutricéo
adequada como principais fatores determinantes (MORGANE et al., 2002). Devido a
plasticidade fenotipica, um gendtipo pode dar origem a uma gama de diferentes estados
fisiol6gicos ou morfologicos em resposta a diferentes condi¢cbes ambientais durante o
desenvolvimento do sistema nervoso (WEST-EBERHARD, 1989). A vulnerabilidade
desse sistema depende da acdo de um agente ou seu metabolito ativo e do periodo de
exposicdo que estdo sujeitos aos eventos celulares de proliferacdo, migracdo,
diferenciacdo, sinaptogénese, mielinizacdo e apoptose. Nos roedores, ha maior
desenvolvimento da diferenciacdo e mielinizacdo no periodo pos-natal, portanto, o
periodo de aleitamento pode ser considerado um periodo critico de desenvolvimento
nesses animais (RICE e BARONE, 2000).

Estudos que utilizam agentes agressores sdo utilizados para a compreensao dos
efeitos causados por insultos ocorridos durante as fases de crescimento e
desenvolvimento do sistema nervoso (MORGANE et al., 1993). Desta forma, estudos
recentes tém demonstrado que manipulacdes farmacologicas dos sistemas de
neurotransmissores podem induzir alteragcBes drésticas de caracteristicas funcionais e
morfolégicas no sistema nervoso durante periodos de vulnerabilidade (SILVA et al.,
2010; DENNIS, FAHEY e CHENG, 2013; BERG et al., 2013; RENTESI et al., 2013).

Evidéncias experimentais indicam que neurotransmissores sdo utilizados como
sinais de desenvolvimento, que modulam a construcdo e plasticidade dos circuitos
neurais (LIPTON e KARTER, 1989). A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT), por
exemplo, foi o primeiro neurotransmissor a demonstrar esse papel e 0s neurdnios
serotoninérgicos estdo entre os primeiros a serem formados. A 5-HT pode modular
eventos do desenvolvimento, incluindo a divisdo celular, migragdo neuronal,
diferenciacdo das células e sinaptogénese, através de uma grande variedade de
receptores com acgdes limitadas e diferenciadas durante periodos especificos do
desenvolvimento (GASPAR et al.,, 2003; AZMITIA, 2001). Nesse contexto, a
modulacdo do sistema serotoninérgico atraves do aumento da disponibilidade de

serotonina na fenda sinéptica causada pela manipulacdo farmacologica dos inibidores
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seletivos da recaptacéo da serotonina (ISRSs) tem sido bastante estudada.

Existem vérias maneiras de avaliar os efeitos desses farmacos, como por
exemplo, através da avaliacdo da ontogénese de reflexos, que sdo respostas motoras
estereotipadas do sistema nervoso central em meio a estimulos internos ou externos
(ZEHR E STEIN, 1999), considerados indicadores do desenvolvimento do sistema
nervoso, pois caracterizam a ocorréncia simultanea de vérios eventos do
desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC), obedecendo a uma sequéncia
predeterminada de acordo com a idade dos animais (FOX, 1965; SMART e
DOBBING, 1971).

O sistema serotonérgico tem um papel modulador essencial no desenvolvimento
de reflexos devido a sua anatomia na fungdo sensério-motora, pois no neocortex
sensorial primario ha hiperinervacdo dos neurdnios serotoninérgicos, assim como em
nivel de neurdnios a-motores (DOLY et al. , 2004). Assim, o sistema serotoninérgico
pode controlar o comportamento através do estimulo pelo cértex sensorial e da resposta
pelos neurdnios a-motores. O comportamento alimentar também pode ser alterado
devido influéncia da serotonina, que difusamente inerva os centros de reflexo do tronco
encefalico e os centros integrados do hipotadlamo envolvidos no controle da ingestao
alimentar (LAM et al., 2010).

Nesse contexto, estudos experimentais tém mostrado que o aumento da
disponibilidade da serotonina na fenda sinaptica devido ao tratamento com ISRS em
ratos machos causa retardo na ontogénese de reflexos e no crescimento somatico
(SOUZA et al., 2004; DEIRO et al., 2006; DEIRO et al., 2008), além de reduzir a
ingestdo de alimentos e o peso corporal em ratos (DEIRO et al., 2008; HEAL et al.,
2008; FOX et al., 2010; SINGH e SINGH , 2013; LAUZURICA et al., 2013).

Além disso, a manipulacdo deste sistema durante as fases iniciais do
neurodesenvolvimento pode resultar em diferentes modificagbes neurocomportamentais
entre 0s géneros e que persistem na idade adulta (CSABA et al, 2003;. HOHMANN et
al, 2007;. UCEYLER et al., 2010). Em animais, ha evidéncias convergentes que 0s
machos tem comportamento mais vulneravel ao estresse do que as fémeas no inicio da
vida (SANDMAN et al., 2013; GOEL e BALE, 2009; WELLS, 2000), enquanto que as
fémeas s@o mais suscetiveis ao estresse apos a puberdade (DALLA et al., 2010).

Assim, existe a possibilidade de que o uso de agentes serotoninérgicos na fase
inicial da vida possa ter efeitos sobre a ontogénese de reflexos, desenvolvimento
somatico e o consumo alimentar. Porem ndo ha estudos que comparem as variagoes
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desses efeitos entre ratos machos e fémeas. Diante desse contexto, é de particular
interesse, compreender os efeitos da modulacdo do sistema serotoninérgico através do
uso de um ISRS durante a lactagdo, considerando as diferencas dessas varidveis entre

ratos machos e fémeas.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Desenvolvimento do Sistema Nervoso e Plasticidade

A maturacdo encefdlica abrange uma série de estidgios sobrepostos
temporalmente que seguem uma sequéncia precisa, diferente para cada regido
encefalica, variando temporalmente de uma espécie animal para outra (MORGANE et
al., 2002). O conceito relativo ao impacto do agravo precoce ao cérebro estd baseado na
concepcdo de que ha periodos do desenvolvimento durante os quais o organismo é
particularmente vulneravel e que representam uma Unica janela de desenvolvimento, que
ndo pode ser revertida ou repetida em um periodo posterior. (MORGANE et al., 2002).

A capacidade de mudar € uma caracteristica fundamental do sistema nervoso. A
mudanca estrutural do cérebro como resultado de insultos ambientais é referida como
plasticidade fenotipica (KOLB e GIBB, 2011). O crescimento axonal, a morfologia
dendritica, a apoptose, e a neurogénese sdo 0s mecanismos para a plasticidade do
tamanho da célula, resultando em variacbes de densidade, distribuicdo de
neurotransmissores e receptores, espessura cortical e tamanho do cérebro. Algumas
partes do cérebro possuem maior potencial para plasticidade, por exemplo, o cortex
encefalico (KOLB e GIBB, 2011).

O cérebro de mamiferos passa pelas mesmas etapas geneticamente programadas
de desenvolvimento neural: neurogénese, migracdo, proliferacdo, diferenciacdo e
maturacdo celular, sinaptogénese, morte celular e sinéptica, e mielinizacdo das fibras
nervosas. Assim que as primeiras células sdo produzidas, a migracdo ao longo das
células gliais radiais comeca. As células do cortex formam seis camadas distintas,

quando as células chegam em seus locais designados, elas se diferenciam em neurdnios.
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A maturacdo neuronal é adquirida com o crescimento de axénios e dendritos e este
processo € guiado por sinais ambientais (KOLB e GIBB, 2011).

Os estagios variaveis de plasticidade ilustram a importancia do momento em que
ocorre 0 insulto ambiental no desenvolvimento do cérebro, afetando diferentes
mecanismos em areas especificas e com consequéncias comportamentais. Os periodos
de vulnerabilidade ou periodos criticos do desenvolvimento do sistema nervoso referem-
se aos periodos de pico de atividades de eventos especificos, como neurogénese,
multiplicacdo glial, migracdo celular, diferenciacdo celular, em que 0S processos
organizacionais sao alterados mais facilmente (MORGANE et al., 1993). DistorcGes na
maturagdo coordenada de diferentes componentes cerebrais poderdo romper o
crescimento ordenado e a elaboragdo do circuito neural. Interferéncias temporais na
progressdao dos processos morfolégicos, fisiologicos e bioguimicos de desenvolvimento
do sistema nervoso central, podem levar a um déficit funcional permanente
(MORGANE et al., 2002). No rato, na fase de lactagdo ha crescimento rapido do
encéfalo, com migracdo e diferenciagdo neuronal, sinaptogénese, multiplicacdo glial e
mielinizacdo (RICE e BARONE, 2000). A sinaptogénese é um marco do
desenvolvimento do sistema nervoso, sendo a especificidade das conexdes um processo
altamente regulado pelo padréo temporal e espacial de atividade entre o tecido alvo e as
células pré-sinapticas (WHITE e FITZPATRICK, 2007).

Assim, agressdes durante as fases de desenvolvimento critico do sistema
nervoso, podem modificar os eventos ontogenéticos sequenciais com efeitos diversos e
persistentes sobre o sistema nervoso (MORGANE et al., 1993). As repercussdes de
manipulacfes farmacol6gicas em sistemas de neurotransmissores estdo entre os fatores
externos que podem alterar o desenvolvimento. Estudos mostram que a manipulacdo
serotoninérgica com inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina, durante o periodo
critico de desenvolvimento do SNC, por exemplo, leva a um retardo na maturacdo
reflexa, além de perda de peso e hipofagia em ratos (SOUZA et al., 2004; DEIRO et al.,
2006; DEIRO et al., 2008; HEAL et al., 2008; FOX et al., 2009; SINGH e SINGH ,
2012; LAUZURICA et al., 2013)

2.3 Serotonina

Por volta de 1930 Erspamer, interessado em substancias que tivessem algum

efeito vasoativo, acabou por descrever diversas moléculas, inclusive a serotonina, sendo
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primeiramente chamada de enteramina. Em 1948, Page com o auxilio de Rapport e Arda
Green, isolou uma substancia proveniente do soro que induzia vasoconstricdo e a
chamou de serotonina. Um ano ap6s, Rapport determinou a estrutura quimica da
serotonina, a 5-hidroxitriptamina (5HT). Apenas na década de 50 que Beth Twarog com
0 auxilio de Page, encontrou a serotonina no sistema nervoso de mamiferos,
descrevendo esta molécula como um neurotransmissor. Em 1963, na década seguinte, a
serotonina foi relacionada a disfungdes cerebrais por Woolley (WHITAKER-
AZMITIA, 1999).

Atualmente a serotonina (5HT) tem sido descrita como um neurotransmissor
modulador amplamente distribuido no sistema nervoso central, sendo sua expressdo
observada em etapas precoces do desenvolvimento, por volta do décimo segundo dia
gestacional (E12) em ratos e, a maturacdo do sistema serotoninérgico s6 é considerada
completa em um periodo que se estende do décimo nono dia gestacional (E 19) até o
final do periodo critico, 2 a 3 semanas ap6s o nascimento (LAUTENSCHLAGER et al.,
2000). Devido a essa expressdo precoce, acredita-se que a serotonina desempenhe um
papel essencial no desenvolvimento dos circuitos neurais, agindo inclusive como fator
trofico em fases precoces do desenvolvimento, como na regulacdo da embriogénese e
morfogénese (BUSNIKOV e LAUDER, 2001). Em mamiferos, os niveis de serotonina
apresentam-se altos no cérebro imaturo, assim como dos seus respectivos receptores de
alta afinidade no periodo perinatal (AZMITIA e WHITAKER-AZMITIA, 1997).

N& s6 como fator neurotréfico, a 5-HT tem efeito inibidor da conduta
juntamente com um efeito modulador geral da atividade psiquica, influenciando, desta
maneira, quase todas as funcbes cerebrais, inibindo ou estimulando o sistema
GABAérgico (GILMAN e GOODMAN, 1987). E dessa forma que a serotonina regula o
humor, o sono, a atividade sexual, o apetite, o ritmo circadiano, as funcGes
neuroenddcrinas, a temperatura corporal, a sensibilidade a dor, a atividade motora e as
fungdes cognitivas (GILMAN e GOODMAN, 1987). Além disso, a 5-HT tem sido
relacionada com a etiologia de diversas enfermidades e sintomas, incluindo ansiedade,
depressao, fobia, esquizofrenia, transtorno obsessivo- compulsivo e disturbios de panico;
além de hipertensédo arterial, enxaqueca, hipertensdo pulmonar, transtornos alimentares,
vOmitos e, mais recentemente, sindrome do intestino irritavel (HOYER et al., 2002).

Os neurdnios serotoninérgicos localizam-se nos ndcleos da rafe e, consistem em
numerosos e distintos grupos de neurénios do tronco encefalico que se organizam ao

longo da linha média emitindo projecdes ascendentes e descendentes (WEISSMAN et

18



al., 1987). Em razdo das caracteristicas estruturais e organizacdo do corpo celular, os
neurbnios serotoninérgicos foram agrupados e receberam nomenclatura alfanumérica
desde a parte caudal do bulbo, grupo B1, até o mesencefalo, grupo B9 (WEISSMAN et
al., 1987).

A sintese da serotonina ocorre nos nucleos da rafe mediana mesencefalica, a
partir do aminodcido essencial triptofano que € captado de forma ativa do plasma por
carreadores de aminoacidos neutros da barreira hematoencefalica (BHE). Uma vez
captado, o triptofano é convertido em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela acdo da enzima
triptofano hidroxilase, a partir de uma hidroxilacdo na posicdo cinco do anel aromatico
(AZMITIA, 1999). Apds a conversdo do triptofano em 5-hidroxitriptofano, a enzima
acido-amino-aromatico descarboxilase (AADC) descarboxila o 5-HTP originando assim
a 5-hidroxitriptamina ou serotonina (AZMITIA, 1999).

Uma vez sintetizada, a serotonina sera armazenada em vesiculas através de um
processo realizado por bombas de prétons (RAYMOND et al., 2001). Ao ocorrer a
despolarizacdo do neurdnio serotoninérgico e consequientemente o influxo de calcio, o
neurotransmissor sera liberado na fenda sinaptica, sendo esta liberacdo controlada por
auto-receptores localizados nos neurdnios pré-sinapticos. (RAYMOND et al., 2001).

Entre suas vérias funcdes, como neurotransmissor, a 5-HT exerce sua acao
através da interacdo com estruturas moleculares especificas denominadas de receptores
(HOYER et al., 1994). Atualmente sdo conhecidos sete tipos de receptores para a 5-
HT (5-HT; — 5-HT>) divididos de forma heterogénea em 14 subtipos (5-HT1a, 5-HT g,
5-HTip, 5-HT1g e 5-HTyf; 5-HT2a, 5-HTg € 5-HTc; 5-HT3a, 5-HT3g, 5-HT3c; 5-HTsa,
5-HTsg) com funcdes e localizaces especificas nas areas pré e pés sinapticas (HOYER
et al., 1994).

A acdo da 5-HT na manutencdo da homeostase é regulada por mecanismos de
feedback (ADELL, CELADA e ARTIGAS, 2001). Quando a concentracdo extracelular
de 5-HT se eleva, a ativacdo de autoceptores (5-HT1a € 5-HT3g) inibe tanto a sintese
quanto a liberacdo da 5-HT das vesiculas na fenda sinédptica e quando diminui a 5HT
extracelular facilita a sintese e a liberacdo ( ADELL, CELADA e ARTIGAS, 2001).

Uma vez liberada a 5-HT, um eficiente mecanismo de recaptacdo é ativado
para remové-la da fenda sinaptica, através do transportador de serotonina (SERT),
presente na membrana do neurbnio pré-sinaptico, controlando a disponibilidade de
serotonina na fenda sindptica (BLAKELY et al., 1994). Este transportador € uma

proteina transmembranica pertencente a familia dos transportadores de
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neurotransmissores dependentes Na'/CI", que é responsavel pela captacdo da serotonina
da fenda sinaptica, trazendo a serotonina de volta para dentro do neurdnio, regulando
assim os niveis desse neurotransmissor e, consequentemente a acdo do mesmo na
sinapse, mantendo assim homeostasia do sistema (BLAKELY et al., 1994).

Outro processo responsavel pelo termino da acdo da serotonina é a degradacao
enzimaética desse neurotransmissor pela enzima monoamina oxidase (MAQO) (UPTON et
al., 2007). Essa enzima encontra-se no terminal pré-sinaptico e na membrana
mitocondrial onde converte a serotonina em 5-hidroxiindolacetaldeido (5-HIAA) e este
produto é oxidado por uma NAD"-desidrogenase aldeido-dependente, formando é&cido
5-hidroxi indoacético (UPTON et al., 2007). A 5-hidroxindoleacetaldeido também pode
sofrer acdo de um NADH-aldeido redutase-dependente, formando um &lcool (UPTON
et al., 2007). O produto final da serotonina na via de degradacéo ira depender da razédo
de NAD" / NADH no tecido. Existem pelo menos duas classificacdes da MAO: MAO-
A e MAO-B, sendo a serotonina e a norepinefrina preferencialmente degradadas pela
MAO-A ou novamente condicionadas em vesiculas (UPTON et al., 2007). As
caracteristicas que definem a 5-HT como neurotransmissor se encontram resumidas na

Figura 1.
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Figura 1: Figura esquemdtica da neurotransmissdo serotoninérgica. 1. Armazenamento da 5-HT em
vesiculas nos terminagdo pré-sindptica; 2. Juncdo das vesiculas a membrana plasmatica e liberacdo da 5-
HT na fenda sindptica; 3. Acdo da 5-HT sobre receptores em neurdnio pés e/ou pré-sinapticos; 4.
Remogdo da 5-HT na fenda sinaptica por mecanismos de recaptura por proteinas transportadoras; 5.
Metabolizacdo da 5-HT recapturada por a¢cdo da MAO (adapatado de DEL-BEM, 2005).
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2.4 Serotonina e desenvolvimento do Sistema Nervoso

A serotonina é um dos primeiros neurotransmissores a surgir no sistema nervoso
central, mais abundante durante fases precoces do desenvolvimento, exerce um papel
crucial, uma vez que age como fator trofico, antes de assumir sua funcdo como
neurotransmissor no cérebro maduro (GASPAR et al., 2003; AZMITIA et al., 2001).
Walther e Bader (1999), observaram que a expressdo de RNA mensageiro para a enzima
triptofano hidroxilase é induzida imediatamente apds a fertilizacdo, ainda em estagios
zigoticos.

O sistema serotoninérgico é capaz de regular sua propria diferenciacdo, atraves
da ativacdo de seus auto-receptores, e 0 desenvolvimento dos tecidos alvos
(WHITAKER-AZMITIA, 2001). A inibicdo do crescimento parece ser mediada
principalmente através da ativacdo dos auto-receptores 5-HT1B, enquanto que o
crescimento parece ser mediado, em grande, parte pela liberagdo do fator S-100B que é
liberado por astrdcitos apds ativacdo do receptor 5-HT1A (WHITAKER-AZMITIA,
2001).

Dentre as fungdes serotoninérgicas no desenvolvimento encefalico estdo a
regulacdo da neurogénese, migracdo celular, diferenciacdo, refinamento axonal,
manutencdo e remodelamento sinaptico, sendo que 0s principais receptores
serotoninérgicos envolvidos nessas acfes mencionadas sdo 5-HT1A e 5-HT2A
(WHITAKER-AZMITIA, 2001). De acordo com Normann & Clark (2005), a
plasticidade sindptica pode ser modulada pelo sistema serotoninérgico, uma vez que
altas concentragdes de serotonina induzem uma hiperpolarizacdo da membrana neuronal
através dos receptores SHT1A e, assim, altera a despolarizacdo pos-sinaptica. Grande
parte dessas acOes serotoninérgicas é correlacionada com os efeitos da liberacdo do S-
1008, que exerce suas fungdes sobre o crescimento neuritico e plasticidade do SNC
através da sua interacdo com proteinas do citoesqueleto. Esse fator interage com
proteinas associadas a microtubulos (MAPs), através da inibicdo da fosforilagcdo
(WHITAKER-AZMITIA, 2001). A proteina associada ao crescimento (GAP-43) é
inibida apds a liberacdo de S-100B, com isso ocorre a estabilizacdo intracelular do
citoesqueleto resultando em proliferacdo e diferenciacdo celular, promovendo dessa
forma o desenvolvimento neuronal (WHITAKER-AZMITIA, 2001). Trabalhos recentes
mostraram que elevados niveis de serotonina aumentam a expressdo precoce da proteina
GAP-43 na camada IV do coértex somatosenssorial (KESTERSON et al., 2002).
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Evidéncias convergentes na literatura indicam que essa proteina exerce um papel
importantissimo por guiar axénios em crescimento e por modular a formacéo de novas
conexdes, principalmente por diferentes vias de sinalizacdo que séo sensiveis aos niveis
de AMPc e Ca™" (BENOWITZ e ROUTTENBERG, 1997).

Acredita-se que as informacgdes genéticas de um animal ndo sejam suficientes
para especificar as interconexdes neuronais que sdo estabelecidas, ocorrendo assim
eventos epigenéticos que ativam genes especificos de maneira combinatdria em
diferentes momentos durante o desenvolvimento (AZMITIA, 2007). Desta forma,
fatores externos como alteracdes nutricionais e/ou manipulacdes farmacoldgicas dos
sistemas de neurotransmissores no periodo critico, também podem alterar o crescimento
e 0 desenvolvimento do SN, podendo ocorrer drasticas mudancas na diferenciacao
neuronal (MORGANE et al., 1993).

2.6 Serotonina e ontogénese de reflexos

O sistema nervoso juntamente com o sistema musculoesquelético, é responsavel
pela constante interacdo entre 0 ser vivo e 0 meio ambiente através de
receptores sensiveis aos diferentes estimulos do meio externo e do meio interno (BERG,
1994). Neurdnios sensitivos conduzem as informacGes geradas no nivel desses
receptores até o sistema nervoso central, onde ocorre um processo de integracdo dessas
informacBes (BERNE e LEVY, 1993). Circuitos neuronais responsaveis pela memoria
retém esses dados, e desta forma emitem impulsos nervosos pelos neurénios motores,
que promoverdo a contracdo muscular (BERNE e LEVY, 1993). Dessa forma, ao se
avaliar a integridade do sistema nervoso, € necessario verificar eventual
comprometimento da sensibilidade, da motricidade ou das funcBes que refletem
integracdo das informagBes derivadas de estimulos do meio ambiente, como por
exemplo, o desenvolvimento de reflexos.

O reflexo € uma resposta motora estereotipada do sistema nervoso central em
meio a estimulos internos ou externos (ZEHR E STEIN, 1999), que pode ser
inconsciente em resposta a situagdes de medo e estresse, agindo como um mecanismo
protetor ou de sobrevivéncia (SWERDLOW E MARK, 1998). Se a conex&o
sensdriomotora é muito forte, pode resultar em excesso de reatividade motora ou se
muito fraca, resulta em um baixo ténus muscular (MASGUTOVA et al.,2010).

O reflexo, resultante da funcdo nervosa, € um comportamento provocado por
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estimulacdo preestabelecida e precisa, e que surge em periodos determinados durante o
desenvolvimento ontogenético (FOX, 1965; SMART e DOBBING, 1971). Os diversos
reflexos sobrepdem-se uns aos outros, 0 que caracteriza a ocorréncia simultanea de
varios eventos do desenvolvimento do SNC, obedecendo a uma sequéncia
predeterminada de acordo com a idade dos animais (FOX, 1965; SMART e DOBBING,
1971). Isto vale especialmente para aqueles que envolvem os movimentos da cabeca e
influenciam a posicdo das patas, como a recuperacdo do decubito e geotaxia negativa
(FOX, 1965). Assim, alguns reflexos expressam atividades labirinticas e parecem estar
relacionados com a sobrevivéncia do animal, como por exemplo, a alimentacdo e a
conservacdo da temperatura (FOX, 1965). A Tabela 1 mostra o desenvolvimento de
reflexos avaliados por Fox (1965) de acordo com a idade das ninhadas.

Algumas respostas reflexas, apds serem confirmadas, persistem durante o
periodo de rapido crescimento do encéfalo, ou sdo modificadas, adquirindo padrdes
comportamentais do adulto (ADLARD e DOBBING, 1971). Ao avancar da idade, cada
reflexo se faz presente e sobrepde-se ao anterior pré-existente, sendo uma excec¢ao 0s
reflexos primitivos como o de preensdo palmar que por serem primitivos desaparecem
(ADLARD e DOBBING, 1971). Pode-se inferir, desta maneira, a existéncia de uma
estreita correlacdo entre desenvolvimento estrutural e bioquimico do sistema nervoso e a
ontogénese de reflexos (ADLARD e DOBBING, 1971).

Da mesma forma que os humanos os ratos apresentam reflexos primitivos, os
quais aparecem inicialmente e desaparecem com o tempo, como o reflexo de preensédo
palmar, reflexo de busca e reflexo extensor cruzado (FOX, 1965). O reflexo postural de
flexdo e padrdes locomotores de girar, rastejar e rolar também desaparecem e mediante
0 desenvolvimento do tdnus muscular, vdo sendo evoluidos para respostas mais
elaboradas, importantes para o adequado padrdo postural e consequentemente de
locomocgdo (FOX, 1965).
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TABELA 1. Desenvolvimento de reflexos da ontogénese em 45 ninhadas de ratos. Para o aparecimento

dos reflexos, 1/100 significa uma resposta fraca em 100% das ninhadas enquanto que 9/75 representa uma
resposta bem elaborada em 75% das ninhadas (FOX, 1965).

Response I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 - 21 days
in age
- 1 55 5 99 9
Righting 50 75 100 100 75 100 100
Crossed extensor 1 5 9 5 10 0
100 100 100 75 25 0 0
Forelimb placing 1 55 9 9
100 75 100 100 100
Hindlimb placing 01 55 99 9
0 100 75100 50 100 100
Acceleration righting | - - - - — = =~ — — 001 1 5 5 5 9 9 9
0 0 75100 30 75200 75 100 100
Postural flexion 2 9 9 5 5 1 0 0
100 100 75 75 50 50 0 O
Postural extension 0 0 0 1 1 51 10 0
0 0 0 25 50 50100 25 0 0
Normal posture o 0 0 0 0 0 1 5 99 9
0 0 0 0 O ©O 25100 75 100 100
Forelimb graspreflex| ¢ 1 5 5 5 5 9 9 9 (hindlimb grasp appears later, 9 by 12-14 days)
0 100 100 75 100 100 75 100 100 100
Pivoting 1.5 9 9 9 5 100
100 100 100 100 75 25 25 0 O
Swimming Circling until 6-8 days, then swim straight
Straight-linewalking | 0 0 0 0 1 35 9 9 9 (straight crawl, can later run, hop and jump)
0 0 0 0 25 75 80 100 100
Hyperkinesias Affecting head, limbs and trunk, reach a peak between 6-12 days, then gradually disappear
Rooting 1 99 9 5 9 5 100
100 75100 100 100 75 75 75 0 0O
Vibrissaplacing | 0 0 0 1 1 1 5 5 5 9 9 9
0 0 © 100 100 100 75 100 100 75 100 100
Visual placing 0 00000000001 1L 59 5539
0 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0 25 100 75 75 75100 100
Negativegeotropism | 0 1 1 1 5 9 9 9 (less steretotyped at 14-16 days;
0 100 100 100 75 75 100 100 (explore the slope)
(pivoting predominates)
Bar holdingabiliiy | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 S5 9 9 9 9
0 0 0 0 0 0O O 0 O 20100100 75100 75 75 100 100
(motor co-ordination)
CIiff drop aversion 11 11 55 9 9
56 100 100 100 75 100 100 100
Eyes open 90000000 5 99 9
0 0 0 0 0 0 0 O 100 75 100 100
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A avaliagdo neurocomportamental do crescimento normal do rato pode ser
investigada atraves de uma série de testes de reflexos sensorios-motores desde o
nascimento até a lactacdo, sendo a segunda semana pos natal um periodo crucial para a
maturacdo neurocomportamental no rato (FOX, 1965). Desta forma, os reflexos sdo
indicadores sensiveis da adaptacdo do neonato a vida extra-uterina durante seu
desenvolvimento, e a maturacdo dos varios reflexos revela a maturacdo relacionada a
diferentes regidbes do SNC (ALLAM, 2008). Por isso, é essencial estudar o
desenvolvimento pés natal das regides do SNC juntamente com o desenvolvimento de
reflexos (CASSIDY et al., 1994).

Varias estruturas cerebrais estdo envolvidas no desenvolvimento de reflexos
(ALLAM, 2008). Nicholls et al. (1992) mostrou que acdes reflexas mais simples sdo
mediadas pelo circuito neuronal da medula espinhal. Varios reflexos medulares ocorrem
através de fibras nervosas ascendentes sensitivas que levam a niveis superiores as
informagdes obtidas, por exemplo, na superficie do corpo (principalmente, tronco e
membros) ou em Orgdos internos, ja as fibras nervosas descendentes influenciam
neurdnios motores que serdo 0s responsaveis pela contracdo dos musculos esqueléticos
(NICHOLLS et al., 1992). Reflexos de preensdo, colocacdo dos membros e de
endireitamento na superficie sdo mediados por neurbnios da medula espinhal
(JACOBSON, 1970).

Outras estruturas, como o cerebelo, que tem importancia para a coordenacéo
motora e o equilibrio, estdo envolvidas no desenvolvimento de reflexos. O reflexo de
endireitamento no ar é coordenado pelo cerebelo (CASSIDY et al., 1994). O cortex
encefalico, por exemplo, esta relacionado com o aparecimento de reflexos de colocacéo
visual e pelas vibrissas (CASSIDY et al., 1992). O reflexo de colocacdo pelas vibrissas
aparece anteriormente aos reflexos cerebelares e tardiamente aos reflexos medulares e
requer o envolvimento de componentes do sistema nervoso central e periférico
(ABDUL-HAMID et al., 2007). Ja a expressdo do reflexo de colocacdo visual estd
relacionada com a abertura dos olhos (CASSIDY et al., 1994).

Em relacdo ao padrdo locomotor, o primeiro padrdo de movimento do rato sobre
0 solo é o reflexo de rastejar, onde a superficie ventral do corpo permanece em contato
com este (GRAMSBERGEN, 1998). Inicialmente, esse rastejar é realizado apenas com
as patas anteriores, tendo a participacdo das quatro patas a partir de P4-P5 dias pos

natal, entretanto os membros posteriores apresentam-se em extensdo (CLARAC et al.,
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1998; GRAMSBERGEN, 1998). Estes achados tambem s&o observados a partir de teste
de excitabilidade dos motoneurdnios, onde aqueles que inervam a musculatura
extensora maturam sua funcdo mais tardiamente que aqueles da musculatura flexora
(VINAY, BROCARD e CLARAC, 2000). Movimentos de flexdo e extensdo laterais do
tronco, apresentados nesse periodo, favorecem o pivoteamento do animal e auxiliam na
ativacdo da musculatura de tronco (GRAMSBERGEN, 1998). Rastejar e pivoteamento
sdo os tipos de locomocgdo predominantes até a metade da segunda semana pds-natal
(CLARAC et al., 1998).

A locomocdo exige dois componentes: o componente fisico, responsavel pelas
contragBes ritmicas alternadas dos membros e mdsculos do tronco, produzido
principalmente por um padréo gerador central na medula espinhal e o componente
ténico associado ao tdnus muscular postural necessario a locomocdo com a superficie
corporal acima do chdo (GRILLNER, 1981). Estudos como os de Cazalets et al. (1990)
e McEwen et al.,, (1997) demonstram que o componente fisico esta presente ao
nascimento mas, o tonico € imaturo ao nascimento. Uma significante maturacdo do
controle postural ocorrerd durante a primeira semana de vida pos-natal. E este depende
de varios sistemas como o musculo esquelético, o sensério motor, centros cerebrais
superiores, vias descendentes da medula espinhal e tratos ascendentes de informacoes
sensoriais e sinais eferentes do ndcleo supra espinhal (ALTMAN e SUDARSHAN,
1975).

O sistema serotonérgico tem um papel modulador essencial na funcéo sensorio-
motora e a utilizacdo do comportamento exploratério eliciado pela variacdo na
intensidade de estimulos é um importante caminho para a compreensdo da relagdo do
sistema serotoninérgico na cognicdo e comportamento (CAREY, 2010). Essa
modulacdo esta realacionada com a anatomia do sistema serotonérgico, que reflete a
importancia desse sistema na funcdo sensério-motora, pois no neocortex sensorial
primario ha hiperinervagdo dos neurdnios serotoninérgicos, assim como em nivel de
neurénios a-motores (DOLY et al. , 2004). Assim, o sistema serotoninérgico pode
controlar o comportamento através do estimulo pelo cértex sensorial e da resposta pelos
neurdnios a-motores.

E possivel observar essa relacdo entre o sistema serotoninérgico e o
desenvolvimento de reflexos, pois o periodo da segunda semana pods natal é considerado
crucial para a maturagdo de reflexos em ratos (FOX, 1965). Este periodo € também

guando ocorre pico da neurogénese serotoninérgica nos nucleos da rafe, entre 1° ao 12°
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dia de vida pos-natal, sendo este momento, critico para 0 aumento das projecoes
serotoninérgicas no corddo lombar (CLANCY et al., 2001).

Neste sentido, os periodos criticos de desenvolvimento sdo relevantes para
diversos niveis de aquisicdo de habilidades, tais como o desenvolvimento de acuidade
sensorial e desenvolvimento motor (BERARDI et al., 2000). Desta maneira, estudos
tém relacionado os efeitos de alterages nutricionais e manipulacdo farmacol6gica como
a utilizagcdo de inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) em periodos
criticos de desenvolvimento com o aparecimento do retardo na ontogénese de reflexos
(DEIRO et al., 2006; DEIRO et al., 2008;; SMART e DOBBING, 1971).

2.8 Serotonina e diferencas sexo-especificas no desenvolvimento do sistema nervoso

O estresse ou a adversidade no inicio da vida podem modular a plasticidade
tipica do funcionamento neuronal, e seus efeitos podem ser mantidos a longo prazo,
comprometendo a saude e bem-estar do organismo (AUGER e AUGER, 2013). Nesse
sentido, o sexo do individuo parece desempenhar um papel importante para influenciar
a ocorréncia, gravidade e o inicio de certas doencas mentais (AUGER e AUGER, 2013).
A compreensdo dos mecanismos epigenéticos que influenciam a diferenciagdo sexual do
cérebro em desenvolvimento pode explicar o porqué de alguns individuos apresentarem
maior vulnerabilidade a essas doencas.

A epigenética refere-se a mecanismos moleculares que modulam a expressdo
génica, através do silenciamento ou ativacdo de genes nas modificacbes quimicas de
DNA e proteinas histonas, e que podem ser herdadas por mitose sem alterar a sequéncia
de nucleotideos do DNA (BATESON e GLUCKMAN, 2011). Essas interacbes DNA-
histona, bem como a expressdo de genes, também sao influenciados por micro RNAs
ndo-codificantes, que modulam o padrdo de expressdo génica e define um fenétipo
celular especifico (Figura 2) (NICULESCU e HAGGARTY, 2011).
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Figura 2. Processos epigenéticos (Interagdo entre a metilagdo do DNA, modificagdes de histonas e micro
RNAs nédo codificantes) modulam o padrdo da expressdo génica e o fenétipo celular (NICULESCU e
HAGGARTY, 2011).

Varios mecanismos epigenéticos podem modular diferencas sexuais em resposta
ao estresse (MCCARTHY et al, 2009). Estes incluem o grupo de DNA
metilltransferases (DNMTSs), que atuam diretamente para suprimir a transcri¢do ou agir
em com o dominio de ligacdo de proteinas metil-CpG (MBD), que por sua vez podem
recrutar histonas para modificar 0 acesso dos fatores de transcricdo de DNA
(MCCARTHY et al., 2009), gerando efeitos sexo-especificos em resposta a influéncias
ambientais (MORGAN e BALE, 2011).

Nesse sentido, o género masculino estd em maior risco de desenvolver
deficiéncias do comportamento social como resultado de perturbagGes para maior
expressao MeCP2 (proteina com methyl-CpG-binding 2) durante o desenvolvimento do
cérebro (AUGER e AUGER, 2013). Os machos também parecem ser mais sensiveis a
alteracbes a outras moléculas epigenéticas, tais como co-ativadores e co-repressores,
durante o desenvolvimento inicial do cérebro, sugerindo uma vulnerabilidade maior
para perturbaces nos mecanismos epigenéticos importantes para o desenvolvimento do
cérebro (AUGER e AUGER, 2013).

Estudos mostram que a 5-HT pode intervir nesse ambiente (GASPAR et al.,
2003). Modelos experimentais genéticos e farmacologicos que visam a modulacdo de
moléculas relacionadas ao funcionamento da 5-HT tém demonstrado como alteracGes
nessas moléculas entre a concepcdo e a vida adulta podem alterar o

neurodesenvolvimento com consequéncias para o fen6tipo comportamental (GASPAR
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et al., 2003). A inibicdo do SERT, através de administracdo pos-natal de fluoxetina em
camundongos machos durante uma semana, resultou em comportamentos depressivo e
de ansiedade e aumentou as respostas ao estresse na vida adulta (ANSORGE et al.,
2004). Mais estudos sdo necessarios para verificar se essas alteracfes sdo observadas
em fémeas.

A exposicdo a um determinado stress durante o periodo perinatal pode resultar
em diferentes alteragBes persistentes no sistema serotoninérgico, incluindo a diminuigéo
na inervacdo de 5-HT, no funcionamento dos receptores, expressdo de proteinas e
enzimas, densidade sinaptica, (HUIZINK, MULDER e BUITELAAR, 2004; VAN DEN
HOVE et al, 2014). Nesse sentido, mudangas na disponibilidade de serotonina na fenda
sinaptica causadas por inibidores ISRS durante o desenvolvimento do cérebro podem
levar a alteracGes morfologicas e funcionais irreversiveis no sistema nervoso central de
roedores (SILVA et al, 2010; SIMPSON et al., 2011; LEE e LEE, 2011).

A administracdo de fluoxetina diminuiu 0 nimero e tamanho dos neurdnios 5-
HT em ndcleos da rafe dorsal e a quantidade de terminais de 5-HT no hipocampo
(SILVA et al, 2010). Este ISRS também causou alteracbes morfologicas nos neurénios
estriados e do cortex motor, conduzindo ao atraso no desenvolvimento das funcdes
motoras (LEE e LEE, 2011). J& a exposi¢do ao citalopram prejudicou a mielinizacdo do
axonio, conexdes de neurbnios dos nucleos da rafe caloso, e fungdo sensorial
(SIMPSON et al.,, 2011). Alguns destes efeitos parecem ter uma resposta Sexo-
especifica (VAN DEN HOVE et al, 2014.;SLIWOWSKA et al, 2014.; SLOTKIN et al.,
2007; SIMPSON et al., 2011).

Hohmann (2007) sugere que a serotonina pode ndo ter a mesma relevancia na
plasticidade do desenvolvimento cortical entre machos e fémeas, tornando cada sexo
susceptivel a diferentes desequilibrios de 5-HT em varias regides cerebrais. No estudo
de Colleman (2004), ao contréario dos machos, fémeas BALB / CbyJ ndo apresentaram
um pico pés-natal muito acentuado dos niveis de serotonina neocorticais, sugerindo que
a inervacdo de 5-HT pode influenciar de forma mais sutil o desenvolvimento do cértex

das fémeas.

Estudos em roedores tém demonstrado diferencas sexo-especificas apds a
manipulacdo do sistema serotoninérgico no inicio da vida com maior vulnerabilidade
nos machos e inclusive com efeitos em longo prazo (ZHANG et al., 2013; DARLING et
al., 2011; SIMPSON et al., 2011; HOHMANN et al., 2007; UCEILER et al., 2009;
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CSABA et al., 2003). Por exemplo, no estudo de Zhang et al., 2013 foi observado uma
reducdo na expressdo de fibras ir-SERT no bulbo olfatério apenas em machos adultos
que foram expostos a citalopram no periodo neonatal. J& os efeitos da exposicao
perinatal ao citalopram afetou a fungéo do circuito locus cerulus masculino, sem efeito
nas fémeas (DARLING et al. 2011). Outro estudo, no qual uma unica administracdo de
5HT em ratos recém-nascidos foi aplicada, reduziu os niveis de 5SHT no corpo estriado
de ratos machos adultos e mostrou aumento da atividade sexual, enquanto ndo foram
detectadas quaisquer diferencas em fémeas adultas (CSABA et al., 2003). Em machos e
fémeas com 5HT depletada, houve menor inervacdo serotoninérgica no cortex anterior
dos machos, além de demonstrarem comportamento com menor tempo de exploracéo
em resposta a rearranjo espacial e objeto novo, porém esse efeito ndo foi encontrado nas
fémeas (HOHMANN et al., 2007). Simpson et al., (2011) mostrou que a manipulacédo
de 5-HT perinatal causou disturbios nas conexdes dos nucleos da rafe e corpo caloso,
prejuizos no processamento sensorial e na formagdo da bainha de mielina, gerando
neofobia e menor motivagéo para brincar em ratos juvenis, com maior vulnerabilidade
nos machos. E no estudo de Uceiler et al., (2009), a falta do transportador de serotonina
em ratos machos e fémeas, reduziu a atividade locomotora e aumentou a predisposicao a
obesidade em machos.

Dessa forma, estudos que avaliam os efeitos especificos do sexo em resposta ao
estresse no inicio da vida, sdo de extrema importancia, pois fornecem subsidios para
entender o porqué de um individuo adulto ter sensibilidade maior ao estresse e ma
adaptacdo do comportamento em resposta ao estresse (GOEL et al., 2009). Essas
diferencas na programacdo do desenvolvimento encefalico podem estar relacionadas a
origem de desordens do sistema neurolégico relacionadas ao género, portanto, mais
investigacOes sdo necessarias de forma a incluir ambos 0s sexos no estudo desses

efeitos.
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2.7 Sistema serotoninérgico e Comportamento Alimentar

A ingestdo de alimentos é controlada homeostaticamente tanto pelo tronco
encefalico, atuando como mediador da saciedade a curto prazo por iniciar respostas
gastrointestinais e motoras, quanto pelos centros hipotalamicos ao integrar informacdes
de reservas energéticas a longo prazo (LAM et al., 2010). J& os aspectos motivacionais
e compensatorios tém sido associados aos circuitos mesolimbicos (LAM et al., 2010).

As areas e nucleos hipotalamicos envolvidos na regulacdo da ingestdo de
alimento e do balanco energético incluem os nucleos arqueado (ARC), paraventricular
(PVN), ventromedial (VMN) e dorsomedial (DMN) e as areas hipotalamica lateral
(AHL) e perifornical (APF) (SCHWARTZ et al., 2000; MORTON et al., 2006;
SIMPSON et al., 2009). Esses nlcleos geram sinais através de varios neuropeptidios
que estdo envolvidos com o sistema serotoninérgico, e que através de seus receptores,
com diferentes func¢des, principalmente em receptores 5-HT1 e 5-HT2, sdo responsaveis
pela reducdo da ingestdo de alimentar (SCHWARTZ et al., 2000; MORTON et al.,
2006; SIMPSON et al., 2009).

O nucleo arqueado (ARC) do hipotalamo, por exemplo, € o principal centro
integrador dos sinais metabdlicos produzidos com a periferia, em resposta a ingestao de
alimentos (SCHWARTZ et al., 2000; MORTON et al., 2006; SIMPSON et al., 2009)..
O ARC é constituido por neurbnios que contém proteina derivada do gene agouti
(AgRP) e neuropeptideo Y que aumentam a ingestdo alimentar e de neurbnios que
expressam transcrito regulado por anfetamina e cocaina (CART) e pré-
piomelanocortina  (POMC), estando estes Ultimos relacionados a saciedade
(SCHWARTZ et al., 2000; MORTON et al., 2006; SIMPSON et al., 2009).

A Serotonina, que difusamente inerva a maior parte do neuroeixo, pode
coordenar ou influenciar as respostas dos centros de reflexos do tronco encefalico e os
centros integrados do hipotalamo envolvidos no controle da ingestdo alimentar (LAM et
al., 2010). Isso pode ser evidenciado através da hiperpolarizacdo de neurdnios NPY /
AgRP mediados pelos receptores 5-HT2C, causando inibicdo da liberacdo de NPY e a
concomitante despolarizacéo de neurénios POMC / CART (HEISLER et al., 2006). Os
neurénios POMC / CART liberam o-MSH, ativando o segundo mensageiro MCA4R,
principalmente no nucleo paraventricular do hipotalamo, mediados por receptores
5HT;g, resultando em hipofagia (HEISLER et al., 2006). A ativacéo inibitoria de 5HTg

também atenua a inibicdo pos sindptica para neurdnios POMC/CART, potencializando
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o efeito anorexigénico e consequentemente promovendo a saciedade e saciacdo da
ingestdo de alimentos (HEISLER et al. 2006).

Foi demonstrado experimentalmente que a deplecdo de 5-HT com injecédo
intracerebroventricular de p-clorofenilalanina (inibidor da triptofano hidroxilase, enzima
limitante de sintese de 5-HT) induziu hiperfagia e ganho de peso em ratos (DRYDEN et
al., 1996). Por outro lado, a microinjecdo de d-norfenfluramina no nicleo hipotalamico
paraventricular promoveu redugdo da ingestéo alimentar (WEISS et al., 1990). A 5-HT
também promove uma supressdo na ingestdo de carboidratos, e esta pode ser menos
seletiva em seus efeitos sobre a escolha dos macronutrientes por depender da dose da
droga e do estado nutricional do animal (BLUNDELL, 1979). Experiéncias mostram
que a estimulacdo serotoninérgica, através de receptores especificos 5-HT1g € 5-HT,c é
mais eficaz em suprimir a ingestdo de carboidratos no inicio do periodo ativo de
alimentacdo na transicdo entre o periodo claro e o escuro do rato (BLUNDELL, 1979).
Isso ocorre porque a maior atividade serotonérgica se da no inicio da fase escuro
(LEIBOWITZ, 1998).

O sistema canabinoide, relacionado com o controle heddnico da ingestdo
alimentar, também apresenta interacdo com o sistema serotonérgico (WARD et al.,
2008). Estes sistemas podem sinergicamente modular o comportamento alimentar, mas
ainda sdo necessarios estudos caracterizando as interacdes entre 5-HT e o receptor
canabinoide 1 (CB1) para identificar os mecanismos subjacentes neste controle (WARD
et al., 2008).

Varios estudos tém mostrado que o tratamento com inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina (ISRS) reduz a ingestdo de alimentos e o0 peso corporal em
ratos (DEIRO et al., 2008; HEAL et al., 2008; FOX et al., 2009; SINGH e SINGH ,
2012; LAUZURICA et al., 2013). Muitos antidepressivos, inibidores da recaptacdo de
serotonina, tais como fluoxetina, citalopram ou clomipramina podem influenciar o
comportamento alimentar, ao diminuir a ingestdo de alimentos e suas acdes sdo
realizadas através da inibicdo da recaptacdo sinaptica de serotonina (BLUNDEL e
LATHAM, 1979). Essas drogas se ligam seletivamente ao SERT inibindo a recaptacédo
de serotonina e aumentando a disponibilidade de serotonina na fenda sinaptica (SPINKS
e SPINKS, 2002).
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2.5 Inibidores seletivos da recaptacao da serotonina (ISRS)

Os Inibidores Seletivos da Recaptacdo de Serotonina (ISRSs) pertencem a uma
classe de farmacos utilizados para o tratamento de uma série de patologias relacionadas
a fisiologia do neurotransmissor serotonina (SPINKS e SPINKS, 2002). Estes farmacos
aumentam a concentracao de 5-HT na fenda sinaptica, blogqueando a sua recaptacdo pré-
sinaptica, por inibir o tranporte ativo pré-sinaptico do transportador de 5-HT (SERT)
(SPINKS e SPINKS, 2002) (Figura 3).

Pre-synaptic terminal

5-HT auto-receptors blocked
by antagonist

Blocked
serotonin

reuptake ® ® o Synaptic cleft

Post-synaptic terminal

Figura 3- Mecanismo de ac¢do dos inibidores seletivos da recaptacéo de serotonina (SPINKS e SPINKS,
2002).

Quando o ISRS é utilizado cronicamente, ap6s algumas semanas 0s auto-receptores
inibitorios 5-HT1A e 5-HT1B tornam-se dessensibilizados resultando em uma diminuida
acdo inibitéria desses receptores sobre a liberacdo da 5-HT (WALDINGER, 2005).
Consequentemente, a 5-HT volta a ser liberada novamente na sinapse. Entretanto, devido ao
continuo bloqueio do 5-HTT induzido pelo ISRS, a 5-HT ndo pode voltar para dentro do
neurdnio pré-sinaptico e, assim, os niveis de 5-HT tornam-se mais altos na sinapse. Este
aumento da neurotransmissao serotoninérgica exerce um forte efeito sobre todos os
receptores pos-sindpticos que determina os efeitos clinicos da administracéo repetitiva dos
ISRS (WALDINGER, 2005).

A exposicéo a ISRSs durante o desenvolvimento, resulta em um aumento agudo na
disponibilidade de serotonina na fenda sindptica (OBERLANDER et al. 2009). No entanto,
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reducdes dos niveis de serotonina durante a idade adulta, devido a ativacdo de auto-
receptors inibitérios 5-HT1A, como consequéncia dessa exposi¢do pode ser observado em
animais expostos a ISRSs durante o periodo perinatal (HENSLER 2006;. OBERLANDER
et al 2009) (Figura 4). Esse efeito demonstra, portanto, que a modulag@o serotoninérgica
através da exposicdo SSRI perinatal, tem efeitos a longo prazo sobre o sistema

serotoninérgico e provavelmente afeta muitos processos de desenvolvimento.

SSRI exposed Long-term consequences of
during development developmental SSRI exposure

Key molecules
of the 5-HTergic
system

& 5HTT

5-HT
receptors

@ TPH
@ mA0-A
v B-HT

Normal Increased Reduced
serotonergic tone serotonergic tone serotonergic tone

Figura 4. Efeitos a longo prazo do aumento dos niveis serotoninérgicos durante o

desenvolvimento (Oberlander et al. 2009).

Em criancas, a exposicdo a ISRS durante o desenvolvimento também tem
causado alteragdes comportamentais (OBERLANDER et al., 2007; OBERLANDER et
al., 2010). No estudo de Oberlander et al., (2007), criancas, de 4 anos, expostas a ISRS
durante o periodo pré-natal tém escores mais elevados de problemas de externalizacédo
como agressdo, déficits de atencdo, hiperatividade e comportamentos de oposicdo ou
desafiadores. Por outro lado, a exposicdo pré-natal a ISRS juntamente com a depressao
materna resultou em aumento de comportamentos internalizados como depressao
ansiedade, e retraimento social em criancas de 3 e 4 anos s (OBERLANDER et al.
2010).

Estudos pré-clinicos de exposicdo ISRS em ratos durante desenvolvimento
também demonstraram impactos a longo prazo sobre comportamentos afetivos. Simpson
et al. (2011) observou comprometimento do desenvolvimento social e resposta a objeto
novo na adolescéncia. Em ratos adultos, foram encontrados aumento de sintomas de
ansiedade e depressdo (ANSORGE et al 2008; ANSORGE et al 2004;. LISBOA et al
2007;. OLIVIER et al 2011; SIMPSON et al 2011, KARPOVA et al. 2009; LISBOA et
al 2007;. POPA et al 2008).

34



3. HIPOTESE

A inibicdo da recaptagdo de serotonina no periodo neonatal retarda a ontogénese de
reflexos e desenvolvimento somatico, aléem de diminuir ingestdo alimentar em ratos

machos e fémeas, com maior comprometimento nos machos.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Investigar as repercussGes e as diferencas sexo-especificas em resposta a
inibicdo da recaptacdo, sobre a ontogénese de reflexos, desenvolvimento somatico e o

consumo alimentar em ratos neonatos machos e fémeas.

4.2 Obijetivos especificos

Avaliar as diferencas sexo-especificas das variaveis abaixo:

Desenvolvimento dos reflexos;
Perfil ponderal dos animais;

Desenvolvimento somatico;

A W np e

Consumo alimentar durante a lactagdo e pds-lactacao;
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados 71 ratos (oriundos de 9 ninhadas), sendo 34 machos e 37
fémeas da linhagem Wistar selecionados ao acaso, provindos de ratas primiparas e peso
corporal entre 200g-280g. Os animais foram obtidos na col6nia do Departamento de
Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Todos os animais foram
mantidos em gaiolas de polipropileno (46cmx34cmx20cm), ambiente com ciclo claro-
escuro de luz (18:00 as 06:00h) e escuridao (06:00 as 18:00h), temperatura 22+ 2°C e
com livre acesso a agua e racdo (dieta Labina — Purina S/A durante todo experimento)

Para obtencdo dos neonatos, foram acasalados animais machos e fémeas
(proporcédo 1:2) com idade entre 90 e 120 dias. O diagnoéstico da prenhez foi realizado
através do teste de esfregaco vaginal e acompanhamento do ganho de peso corporal das
gestantes. Uma vez, apds ser constatado o nascimento de filhotes, as ninhadas foram
ajustadas para 8 filhotes, pesando entre 5-8g cada. Este dia foi considerado como o 12
dia de vida do concepto. A ninhada foi formada preferencialmente de quatro neonatos
machos e 4 neonatos fémeas os quais foram mantidos com as suas nutrizes até o 21° dia
de vida pos natal. Apos o desmame os filhotes foram alocados em gaiolas individuais,
produzida em policarbonato cristal transparente, autoclavavel e resistente a acidos, nas
medidas de 30x20x19, nas mesmas condicGes padrbes de biotério até o final do periodo
experimental. Os procedimentos experimentais obedeceram aos principios do comité de
ética em experimentacdo animal da Universidade Federal de Pernambuco (processo n°
23076.043932/2013).

5.2 Tratamento

Farmacoldgico

Para manipular o sistema serotoninérgico, foi utilizado durante a lactacdo (1°
ao 21° dia de vida) um inibidor seletivo de recaptacdo de serotonina (ISRS), a fluoxetina
(Sigma®). Este farmaco bloqueia a proteina transportadora da 5-HT, da fenda ao botdo
neuronal présindptico, aumentando sua disponibilidade para o processo de
neurotransmissdo (Hiemke e Hartter 2000; Qu, Aluisio et al. 2009). Foi utilizado na

concentracdo de 1ul/g de peso corporal (p.c.), a qual ja foi observada aumentar as
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concentracdes encefalicas da 5-HT (Miller, Schultz et al. 2008). A droga foi obtida na
forma de cloridrato de fluoxetina e dissolvida em veiculo controle, uma solugdo salina
(NaCl) a 0.9%.

Controle
Foi utilizado 1ul/g p.c. de solucédo de Cloreto de Soédio (NaCl) & 0,9%.

5.3. Via de Manipulagdo

O tratamento foi administrado por via Subcutanea (sc) na regido dorsal da pele
do animal consciente, e 0 horario de manipulacdo ocorreu ao inicio do ciclo escuro
(7:00h), periodo que ocorre maior pico de liberacdo da serotonina (Sanchez, Sanchez et
al. 2008).

5.4. Grupos Experimentais

No periodo de lactacdo, de cada ninhada (n=8) foram formados quatro grupos
experimentais, segundo 0 género e tratamento:

» Machos Salina (MS, n=16): foi tratado diariamente com solugdo salina a 0,9%,
1ul/g, peso corporal (p.c.), sc, do 1° ao 21° dia pos-natal,

* Machos Fluoxetina (MF, n=18): os animais foram tratados com fluoxetina na
dose de 1ul/g, p.c., sc; do 1° ao 21° dia pos-natal.

» Fémeas Salina (FS, n=19): foi tratado diariamente com solucao salina a 0,9%,
1ul/g, peso corporal (p.c.), sc, do 1° ao 21° dia pos-natal,

* Fémeas Fluoxetina (FF, n=18): os animais foram tratados com fluoxetina na
dose de 1ul/g, p.c., sc; do 1° ao 21° dia p6s-natal.

As ninhadas e os grupos experimentais foram distribuidos segundo ilustracao

abaixo:
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Fémeas Salina
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Figura 5. Formacao dos grupos experimentais.

Em apenas uma ninhada, dos 8 animais, foram utilizados apenas 7 para 0s

experimentos, pois um animal foi utilizado apenas para completar ninhada.

5.5 Procedimentos Experimentais

5.5.1 Avaliagédo da ontogénese dos reflexos

Foram analisados diariamente, em cada animal dos diferentes grupos, a partir do

1° ao 21° dia pos-natal, as 13:00h, o desenvolvimento dos seguintes reflexos (método
modificado de Smart e Dobbing, 1971a e FOX, 1965).

Para cada os reflexo, o dia da consolidacéo do reflexo foi considerado o primeiro

dia da sequiéncia de trés dias consecutivos de aparecimento completo da resposta reflexa

esperada. Foram utilizados instrumentos elaborados ou existentes no laboratério, sendo

procedidos conforme descri¢éo abaixo:

Preensdo Palmar: Utilizando-se um bastonete de metal, com aproximadamente 5 cm

de comprimento por 1 mm de diametro, foi realizada uma leve percussdo na palma da

pata dianteira esquerda de cada animal. A resposta foi considerada positiva, ao haver a

flexdo rapida dos dedos apds duas tentativas (Figura 6A).
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Recuperacdo de Decubito: O rato foi colocado em decubito dorsal sobre uma
superficie plana. Foi considerado resposta positiva, quando o animal girou o corpo e
assumiu o decubito ventral apoiado nas quatro patas, num periodo maximo de 10s
(Figura 6B).

Colocagéo pelas Vibrissas: O rato foi suspenso pela cauda de tal forma que suas
vibrissas tocaram levemente a borda de uma mesa. A resposta foi positiva, quando o
animal, no tempo maximo de 10s, colocou as patas anteriores sobre a mesa tentando

caminhar (Figura 6C).

Aversao ao Precipicio: O animal foi colocado com as patas dianteiras sobre a borda de
uma superficie plana e alta (mesa) de maneira a detectar o precipicio. A resposta
positiva foi considerada quando o animal, no tempo maximo de 10s, deslocou 450 do

precipicio, caracterizando a aversdo (Figura 6A).

Resposta ao Susto: O rato foi submetido a um estampido agudo, produzido pela
percussdo de um bastdo metalico sobre um recipiente (4,5 cm de didmetro x 6 cm de
altura) também metélico e oco, a uma distancia aproximada de 10 cm do animal. A
resposta foi considerada positiva, quando ocorrer uma simultanea e rapida retracdo com

a imobilizacdo involuntaria do corpo do animal, caracteristica do susto (Figura 7A).

Geotaxia Negativa: O animal foi colocado no centro de uma rampa de 45° de
inclinacdo revestida com papel crepom, com a cabegca no sentido descendente. A
resposta reflexa foi considerada positiva quando o animal, num periodo maximo de 10s,
voltou-se completamente, girando o corpo em aproximadamente 140°, posicionando a

cabeca em sentido ascendente (Figura 7B).

Queda Livre: O rato foi segurado pelas quatro patas com o dorso voltado para baixo,
a uma altura de 30 cm (uma régua de 30 cm, perpendicular ao plano servira como guia).
O animal foi entdo solto e observado sua queda livre sobre um leito de algodéo (30 x
12 cm). A resposta foi considerada positiva, quando o animal girou completamente o
corpo, voltando o ventre para baixo, caindo na superficie apoiado sobre as quatro patas
(Figura 7C).
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Bar Holding: O animal foi colocado em cima de uma régua com 10cm de distancia da
superficie, a resposta foi positiva se em 10s 0 animal conseguiu segurar-se na régua

sem cair (Figura 8A).

Preensdo da Pata Posterior: Utilizando-se um bastonete de metal, com
aproximadamente 5 cm de comprimento por 1 mm de didmetro, foi feito uma leve
percussdo na palma da pata posterior esquerda de cada animal. A resposta foi
considerada positiva, se houver a flexdo rapida dos dedos ap6s duas tentativas (Figura
8B).
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(A)

®)

D)

Figura 6. Procedimanto para avaliagdo de reflaxos (parte 1): (A) Preensio palmar, (B)
Recuperagdo de decubito, (C) Colocagio pelas vibrissas, (D) Aversdo ao precipicio
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(B)

Figura 7. Procedimento para avaliagdo de raflexos (parts 2): (A) Raagdo ao susto, (B)
Gzaotaxia Negativa, (C) Quada Livra.
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(A)

(B)

Figura 8. Procedimento para avaliacdo de reflexos (parte 3): (A) Bar Holding, (B)
Preensdo da Pata Posterior.

5.5.2 Avaliag6es do crescimento somatico

Cada animal foi avaliado nos dias 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 p6s natal as 13:00h,
com auxilio de um paquimetro digital (JOMARCA®) quanto as seguintes medidas
(SILVA et al., 2005):

Eixo Latero-lateral do Créanio (ELLC): Este foi considerado, tendo como referéncia a
linha imaginaria perpendicular entre os pavilhdes auriculares. O animal foi contido com
uma das maos, tendo a cabeca deste entre os dedos indicador e polegar, medindo a

distdncia em mmm (Figura 9A).
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Eixo Antero-posterior do Cranio (EAPC): Para a medida do eixo anteroposterior do
cranio, foi considerada como referéncia, a linha média que vai da extremidade do
focinho até o ponto de intersegdo com outra linha perpendicular imaginaria. Essa ultima
passa tangencialmente as extremidades posteriores dos pavilhdes auriculares. O animal
foi contido com uma das méos, mantendo a cabeca deste entre os dedos indicador e

polegar, medindo a distancia em mm (Figura 9B).

Eixo Longitudinal (EL): O animal teve as regides dorso-anterior, dorso-posterior do
corpo comprimidas e a cauda do animal de encontro a uma superficie plana (mesa). Em
seguida, com uma caneta, foram feitas marcas na mesa, coincidentes com o focinho e a
base da cauda do animal. Mediu-se entdo a distancia em mm entre os pontos obtidos
(Figura 9C).

Comprimento da Cauda (CC) O animal foi contido delicadamente com uma das maos
do pesquisador. Em seguida, foi colocada a cauda estirada verticalmente na borda de
uma mesa lisa e plana. Com uma caneta, foram feitas marcas na mesa, coincidentes com
a extremidade e a base da cauda. Mediu-se entdo, a distancia entre os pontos obtidos em

milimetros (mm) (Figura 9D).

44



Figura 9. Procedimentos para avaliacdo das medidas de crescimento somatico: (A) Eixo
laterolateral do cranio, (B) Eixo antero-posterior do cranio, (C) Eixo longitudinal do
corpo, (D) Comprimento da cauda (Fotografias: Barros, 1999).
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5.5.3. Avaliacao das caracteristicas fisicas

As caracteristicas fisicas foram avaliadas diariamente 13:00 - 15:00 pelo método
do Smart e Dobbing (1971), durante o periodo de amamentacdo, até a maturacdo. A
idade de maturacéo foi definida como o dia em que foi observado pela primeira vez. Os
seguintes caracteres fisicos: Abertura do pavilhdo auditivo (APA), abertura do conduto
auditivo (ACA), erupgéo dos incisivos inferiores (EIl) e superiores (EIS) e abertura dos
olhos (AO).

APA — Os dois pavilhdes, primitivamente dobrados ao nascimento sobre o orificio
auricular, desfizessem a dobra, ficando livre e palpavel pelo pesquisador (Figura 10A).

ACA - O s dois orificios auriculares, primitivamente obliterados, abriam-se, tornando-

se visiveis com auxilio de lupa com foco luminoso (Figura 10B).

EIl - A irrupcdo dos incisivos inferiores foi observada quando o rompimento da

gengiva ocorreu com exposicdo incisal (Figura 10C).

EIS - A irrupgdo dos incisivos superiores foi observada quando o rompimento da

gengiva ocorreu com exposicdo incisal (Figura 10C).

AO - Ambos os olhos abertos e com a presenga de movimento palpebral (Figura 10D).
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Figura. 10. Procedimentos para avaliacdo da maturacdo das caracteristicas fisicas: (A)
Abertura do pavilhdo auditivo, (B) Abertura do conduto auditivo, (C) Irrupcdo dos
incisivos, (D) Abertura dos olhos (Fotografias: Barros, 1999).
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5.5.4 Peso corporal e Consumo alimentar

As gestantes e 0s animais dos grupos experimentais foram acompanhados
periodicamente. O peso dos filhotes foi mensurado diariamente durante o periodo de
lactacdo e nas avaliaces pos desmame. O peso foi registrado no inicio do ciclo escuro.
Para medir o peso corporal dos animais foi utilizada uma balanca digital (Marte, modelo
S-100 com sensibilidade de 0.01g) a fim de estabelecer a evolucdo ponderal dos grupos

experimentais.

Consumo alimentar durante a lactacao

A avaliacdo do consumo alimentar durante o periodo de lactacdo foi realizada as
13:00h nos dias 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21, segundo adaptacdo do protocolo descrito por
Perillan et al. (2007), que consiste em quatro etapas: A) Privacdo: Cada ninhada foi
separada da mde durante duas horas e alocada em recipientes com maravalha sob
aquecimento com auxilio de uma lampada (IR) de 25-W. B) Pesagem: Os neonatos foram
pesados com auxilio de uma balanca de precisdo antes e depois da privacdo. C) Ingestdo de
leite: Os neonatos foram realocados junto as suas progenitoras durante uma hora e
posteriormente repesados. D) Calculo da ingestdo: O ganho de peso corporal (g) foi usado
como a mensuracgdo da ingestdo de leite. Para garantir maior confiabilidade na quantificacao
de leite ingerido foi realizada estimulagdo com objeto macio nos 6rgdos genitais dos filhotes

para promover a excrecao de urina e fezes (Hall 1977).

Consumo alimentar pds-desmame

A fim de estabelecer um periodo de adaptacdo, os filhotes, com idade de 28 dias,
foram alojados individualmente em gaiolas de policarbonato cristal transparente,
autoclavavel e resistente a acidos, nas medidas de 30x20x19 por um periodo de uma
semana para habituagdo. Apos a habituacdo, o consumo alimentar durante trés dias
consecutivos foi determinado a cada 24h, as 8:00h, por meio da diferenga entre a
quantidade de dieta fornecida no inicio do ciclo claro e a quantidade de dieta restante no
inicio do ciclo escuro. Também foi avaliado o consumo de alimentar (g) em razdo do

peso corporal (g).
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5.6.  Analises estatisticas

Os dados dos experimentos foram analisados através da analise de variancia
ANOVA 2 fatores, com medidas repetidas (MR). Os fatores considerados foram o dia
(tempo) do experimento avaliado e o fator grupo experimental (que considera o0 género
e tratamento). As comparacOes a posteriori foram realizadas com o teste de Bonferroni.
Apenas os dados referentes ao teste de reflexos estdo apresentados em mediana e intervalo
interquartil, e analisados atraves da analise de variancia Kruskal-Wallis com pos teste de
Duncan. O nivel de probabilidade foi estabelecido em igual ou menor que 5% (p<0.05). A
construgdo do banco de dados e as anélises estatisticas foram desenvolvidas no programa
Excel (versdo 2007, Microsoft, USA) e Graphpad Prisma 5® (GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA, USA), respectivamente.

6. RESULTADOS

Os resultados permitiram a elaboracdo de um artigo original enviado para a

revista Nutrition Research, que esta descrito no apéndice.
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7. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O desenvolvimento desta pesquisa permitiu as seguintes consideracgdes a respeito do

tema estudado:

O sistema serotoninérgico tornou-se vulneravel a influéncias da inibigdo

neonatal da recaptacéo de serotonina em ratos machos e fémeas.

O tratamento crénico com fluoxetina promoveu retardo na ontogénese de
alguns reflexos, peso corporal e desenvolvimento somético, e esses efeitos
provavelmente estdo relacionados com alteracbes do desenvolvimento
estrutural e funcional do sistema nervosa causado pelo aumento da

disponibilidade serotoninérgica no periodo neonatal.

O tratamento crénico com fluoxetina ndo promoveu alteragbes no
comportamento alimentar, sugerindo que a diminuicdo de peso possa estar

relacionada ao estado hipermetabolico desses animais.

Alteragdes mais marcantes no retardo da ontogénese de reflexos, peso
corporal e desenvolvimento somatico foram observadas no género
masculino, sugerindo uma resposta sexo-especifica relativa a manipulacédo
do sistema serotoninérgico, com maior vulnerabilidade dos machos no

periodo neonatal.
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Ao término deste trabalho, foram levantadas as seguintes perspectivas a serem

investigadas em novos estudos que avaliem as diferencas entre machos e fémeas:

Analisar no periodo neonatal, o comprometimento das regides enceféalicas,
causado pelo aumento da disponibilidade serotoninérgica no periodo neonatal, e

relacionar com o retardo de reflexos.

Analisar a expressdo génica do SERT no hipotalamo no periodo neonatal e

adulto;

Avaliar o comportamento de ansiedade e depressdo nos animais adultos para
fornecer mais informacd@es sobre a influéncia da exposi¢do neonatal a fluoxetina

e os efeitos a longo prazo.
Investigar o possivel hipermetabolismo dos animais no periodo neonatal e

adulto, através de calorimetria indireta (VO2 max), temperatura retal e expressao

de neuropeptidios POMC.
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ABSTRACT

Serotonin (5HT) acts as a neuromodulator widely distributed in the central nervous
system and plays a critical role in the regulation of brain development. Changes in 5-HT
signaling by serotonin reuptake inhibitors exposure during the perinatal period can
affect neural development and may result in behavioral changes in adulthood. Further
investigations are necessary including both sexes to study these effects. Thus, the aim of
this study was to investigate the impact of neonatal treatment with fluoxetine on the
ontogeny of reflexes, somatic development and food intake in male and female rats. The
animals were formed by four groups according to gender (male or female) and treatment
(fluoxetine or saline). Animals in the fluoxetine group received fluoxetine at 1ul/g on 1°
to 21 postnatal day and the animals that were part of the saline group received saline
0.9% 1ul/g. In the neonatal period (1-21 days) were recorded: reflex ontogeny, somatic
development, physical characteristics and food intake during lactation. In the postnatal
period (22-31 days) were recorded: body weight and post-weaning food intake. Despite
the chronic administration of fluoxetine in the neonatal period did not cause changes in
food intake, it causes delay in the reflex ontogeny, lower weight gain and somatic
development and most striking in males. In summary, these findings suggest a sex-
specific response on the manipulation of the serotonergic system. These changes
confirm that serotonin plays an important role in regulating the plasticity of the nervous

system during development period, differently from males and females.

Keywords: Serotonin; plasticity; fluoxetine; reflexes; somatic development; feeding

behavior; sex differences.
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1. Introduction

Serotonin (5HT) is a widely distributed neuromodulator that plays an important
role in regulating brain development [1]. Disturbances of the serotoninergic system
during pre- and post-natal development have the potential to greatly impact neural
development and may result in persistent behavioral abnormalities, such as increased
anxiety and depressive behaviors [2-5]. Behavioral changes, including sleep patterns,
increased helplessness, increased locomotor activity, enhanced response to stress and
decreased sexual behavior, have been seen in rodents with disruption to the serotonin
pathway [2, 6-8]. Excess 5-HT during embryonic and early development has been
shown to cause autism-like behaviors in rodents [9,10]. This changes occur through
alteration of key processes of the neurodevelopment that are modulated by 5-HT
[11,12]. The vulnerability of nervous system depends of the action of an agent or its
active metabolite and the exposure period which is associated with critical events
related to cellular proliferation, migration, differentiation, synaptogenesis, myelination
and apoptosis [13].

Postnatal enviroment is critical to proper development of neurophysiological
function. The formation and fine tuning of neural circuits during early life require
adequate sensory guidance, and conditions providing excessive or insufficient levels of
stimulation can disorder system development and compromise their subsequent
performance throughout life [14]. Early postnatal stress can lead to lifelong changes in
numerous behavioral domains as well as stress reactivity, and these alterations are
thought to involve epigenetic regulation [15]. In this context, the modulation of the
serotonergic system by increasing the availability of serotonin into the synaptic cleft

have been studied. Pharmacological blocking of SERT (serotonin-transporter) during
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the prenatal period [16,17] or the early postnatal period [2,4,17] has been shown to
induce long-term anxiety-like and depressive-like phenotypes.

Manipulation of nervous system during early stages of neurodevelopment has
been shown to produce sex-specific neurobehavioral modifications that persist well into
adulthood [18-20]. In this regard, human epidemiologic studies on intrauterine growth
retardation highlight poor neurodevelopment and (neuro-)endocrine dysfunction to
manifest less severely in females than in males [21,22]. There is converging evidence
that male animals are behaviorally more susceptible to prenatal and early life stress than
females [23-25], whereas females are more susceptible to stress after puberty [26].

One of the ways to evaluate the effects of serotonergic modulation is by
evaluating the ontogeny of reflexes. Reflexes are stereotyped responses in the central
nervous system through internal or external stimuli [27] as indicating the development
of the nervous system, as featuring the simultaneous occurrence of various CNS
development of events that follow a predetermined sequence according to the age of the
animal [28,29]. Eating behavior can also be changed due influence of serotonin, which
diffusely innervate the reflex centers of the brain stem and integrated hypothalamic
centers involved in the control of food intake [30].

Despite the important finding that exposure to stress in the neonatal period can
lead to long-term consequences, studies are scarce concerning the effects of early use of
an SSRI, considering the differences in these variables between male and female rats.
Thus, this study aims to investigate the effects of treatment with selective serotonin
reuptake inhibitor, on the ontogeny of reflexes, somatic development and food intake in
newborn rats males and females. Our hypothesis is that chronic exposure to fluoxetine
in the neonatal period cause delay in the ontogeny of reflexes, somatic development and

decrease in feeding behavior, with greater vulnerability in males.

64



2. Material and methods
2.1 Animals

Wistar rats (Rattus norvegicus) aged 0-150 days from the Department of
Nutrition, University Federal de Pernambuco, Brazil, were used. Virgin female rats
weighing 200-280 g were obtained and maintained in a laboratory with an inverted
light/dark cycle of 12 h (lights on at 18:00) for a 15-day adaptation period, with water
and standard diet (Purina do Brasil S/A) ad libitum. After the adaptation period, the rats
were housed at two females per male for mating. The day of birth of each litter was
considered day 0.

Seventy one rats, from nine litters, thirty four males and thirty seven females,
were randomly selected. On day 1, litters were reduced to 8 pups per mother, weighing
between 5-8g each, ensuring four males and four females per litter when possible, and
they were kept with their dams until the 21st day of postnatal life. After weaning the
pups were placed in individual polycarbonate crystal cages (30x20x19), under the same
vivarium standards conditions by the end of the trial period.

Each litter was designed by four experimental groups in accordance with gender
(male or female) and treatment (saline or fluoxetine): Saline Males (SM, n = 16);
Fluoxetine Males (FM, n = 18); Saline Females (FS, n = 19) and Fluoxetine Females
(FF, n = 18). A selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI), fluoxetine (Sigma), was
used to handle the serotonergic system. Animals in the fluoxetine group used fluoxetine
at 1ul/g, subcutaneous, from 1st to 21st postnatal day. The drug was obtained as
fluoxetine hydrochloride and dissolved in vehicle control, a saline solution (NaCl)
0.9%. The animals in saline group were treated daily with saline 0.9%, 1ul/g body

weight, subcutaneous, from 1st to 21st postnatal day.
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The experimental protocol was approved by the Ethical Committee of the

Biological Sciences Center (protocol no. 23076.043932/2013), Federal University of

Pernambuco, Brazil.

2.2 Reflex Testing

Daily examinations evaluating a spectrum of reflexologic tests (Table 1) [28] as

indicators of neurologic development were conducted from the first to the 21st postnatal

days. Reflex tests were conducted between 11.00 and 13.00 h. The time of the

appearance of each reflex was defined as the first day of its occurrence during a period

of three consecutive days.

Table 1. Description of Reflex Test

Reflex

Stimulus

Response

Palmar grasp

A blunt instrument is stroked in the forepaw
and fingers are flexed to grasp the instrument.

Fingers flexed to grasp the instrument.

Righting

Rat is placed on its supine position.

Turns over to rest in the normal position
(prone)with all four feet on the ground in
10s.

Free-fall righting (acceleration
righting)

Rat held by the paws, back downwards, is
dropped from 30 cm on a cotton wool pad.

Turns body in mid-air, to land on all fours.
All legsmust be free of body on landing.

Negative-geotaxis

Rat placed with head downwards, on a 45°
slope.

Turns to face up the slope, at least 130°, in
10ss.

Cliff-avoidance

Rat put on edge of bench, with nose and
forefeet just over edge.

Withdrawal of head and both forefeet from
edge, moving away from “cliff" in 10s

Auditory-startle response

Sudden sound stimulus by percussion with a
metallic stick in a metal surface.

Body retraction, with a transitory
immobility. The stimulus was given twice in
each test, with an interval of 1 min.

Vibrissa-placing

Rat held by the tail, head facing an edge of
bench, vibrissa just touching vertical surface.

Lifts head and extends forepaws in direction
of the bench, making oriented “walking”
movements to go far from the edge, in 10's.

Bar Holding

Rat is held gently by the trunk and allowed to

cling to a horizontal thin bar with its forepaws,

remaining suspended.

The length of time it holds on is recorded up
to a maximum of 10s.

Hindlimb grasp

The paw is stroked with a blunt toothpick.

Fingers flexed to grasp the instrument.
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2.3 Physical feature maturation and somatic growth of the offspring

The features were evaluated daily between 1.00 pm and 3.00 pm by themethod
of Smart and Dobbing (1971) during the suckling period, until maturation. The
maturation age of a particular feature was defined as the day it was first observed. The
day of the internal auditory conduit opening of both ears and eyes (i.e.,when any visible
break in the covering membrane of both eyes), and the eruption of the upper and lower
incisors were recorded. Tail length (distance from tail tip to tail base), length of the
laterolateral axis (distance between the ear holes) and length of the anteroposterior axis
of the head (distance between snout and head—neck articulation)were measuredwith a

digital caliper (Starrett®, Series 799, Séo Paulo, Brazil) with 0.01-mm precision.

2.4 Measurement of body weight and food intake
The body weight of each pup was recorded daily from day 1 until 31 with a

digital scale (Mars, S-100, 0.01g sensitivity model).

2..4.1 Lactation food intake

Assessment of lactation food intake was performed at 13:00h on days 3, 6, 9, 12,
15, 18 and 21, according to an adaptaded protocol described by Perillan et al. (2007),
which consists of four steps: A) deprivation: Each pup were separated from their dam
during two hours and shavings allocated in containers under heating with the aid of a
light (IR) 25-W. B) Weight: Pups were weighed with a precision scale before and after
the withdrawal. C) Milk intake: Neonates were relocated from their dams for an hour

and then reweighed. D) Calculation of ingestion: Body weight gain (g) was used as the
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measurement of milk intake. To ensure greater reliability in the quantification of milk
intake, a stimulation with soft object in the genitals of the puppies was performed to

promote the excretion of urine and feces (Hall 1977).

2.4.2 Post-weaning food intake

In order to establish an adaptation period, pups on day 21 were housed individually.
After 7 days of habituation, food intake for three consecutive days was determined by
the difference between the amount of food provided at the onset of the dark cycle (06.00

h) and the amount of food remaining 24h later.

2.5 Data Analysis

Results are expressed as means+S.E.M, and were analyzed by ANOVA 2 factors
with repeated measures (RM). The factors considered were the day (time) of the
evaluated experiment and the experimental group factor (which considers gender and
treatment). The subsequent comparisons were performed by the Bonferroni test. Only
the data of test reflexes are presented as median and interquartile range and analyzed by
Kruskal-Wallis analysis of variance with post Duncan test. The probability level was set
at equal to or less than 5% (p<0.05). The construction of the database and analyzes
statistics were developed in Excel (version 2007, Microsoft, USA) and Graphpad Prism

5® (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).
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3. Results

3.1 Reflex Test

Time of appearance of each reflex evaluated occurred on different days during the
lactation period: the righting reflex was the first to appear, followed by vibrissae placing
and cliff aversion, which have not changed between the groups analyzed. The other
reflexes which appeared later, around the 12th day, were those who had significant
variation between the saline group and fluoxetine group. It was observed that the
Fluoxetine Males (FM) when compared to Saline Males (SM) group, had delay on the
onset of negative geotaxia reflexes (13.5, 10.5 vs 13-14, 9-11, p <0.001) free fall
righting (13, 13-14 vs 10.5, 10-12; p <0.001), bar holding (15, 14-16 vs 12, 11.5-12; p
<0.001) and hindlimb grasp (14.5, 14-16 vs. 12, 11-12; p <0.01) while Fluoxetine
females (FF) when compared to females saline (FS) had also delay on the appearance of
these same reflexes, except the hindlim grasp reflex, with negative geotaxia (13, 12-14
vs 10, 9 to 10.5; p <0.001) free fall righting (13, 12-14 vs. 11, 10-12; p <0, 01) bar
holding (15, 14-16 vs 12 11.5 to 13; p <0.01). There was no influence of gender

between groups that used the same treatment (p> 0.05, SM vs SF or FF vs FM).
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Table 2. Time of reflex appearance during the neonatal period.

Reflex

Palmar grasp
Righting
Free-fall
righting

(acceleration
righting)
Negative-
geotaxis

Cliff-
avoidance

Auditory-

startle
response

Vibrissa-
placing

Bar Holding

Hindlimb

grasp

Fluoxetine Males (FM, n=18)

Saline Males (SM, n=16)

Fluoxetine Females (FF,

Saline Females (SF, n=19)

n=18)
Percentile | Percentile Percentile | Percentile Percentile | Percentile Percentile | Percentile
Median 25% 75% Median 25% 75% Median 25% 75% Median 25% 75%
4 3 4 2,5 4 3 5 4 3 4
4 3 3 5 3 4 4 3,5 5
5 4 5 5 4 6 5 4 6 5 4,5 55
7 6 9 6 4,5 7 6 5 8 6 6 7
13,5° 13 14 10,5° 9 11 13° 12 14 10° 9 10,5
12 12 12 11,5° 11 12 11 11 12 11 11 11,5
132 13 14 |105%| 10 12 13¢ 12 14 11° 10 12
152 14 16 122 11,5 12 15° 14 16 12° 11,5 13
14,5° 14 16 12° 11 12 13,5 11 14 11,5 11 13,5

®P <0.001, °P <0.01 , °P <0.001, P <0.01, ®P<0,05. Kruskal-Wallis test, followed by
Dunn's Test was used. (.) It was considered the day of the reflex disappearance. Data are
presented as median and rinterquatil range.

3.2 Somatic development and physical characteristics assessment

In all parameters measured, the Fluoxetine Males (FM) when compared to group

Saline Males (SM) group, showed a decrease of size (p <0.05) (Figures 1A, 1B, 1C and

1D), and the skull lateral-lateral axis and skull anteriorposterior axis, from the 12th to

21st day (Figures 1A and 1B), while the Fluoxetine females (FF) as compared to Saline

Females (SF) group, decreased skull lateral-lateral axis only at the last day (p <0.05)

and had no significant difference in the skull anterior-posterior axis (p> 0.05) (Figures

1A and 1B).

Regarding tail length and longitudinal length measures, Fluoxetine Males (FM),

when compared to Salina males (SM) decreased these parameters from the 12th to the
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Skull letro-lateral axis (mm)

Tail lenght (mm)

21st day (Figures 1C and 1D), while Fluoxetine females (FF) as compared with females
Salina (SF), decreased these measures only in 18 and 21 days (p <0.05) (Figures 1C

and 1D). No difference were found for the measures evaluated between the groups that

used the same treatment (p> 0.05, SM vs SF or FM vs FF).
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Figure 1. Somatic development measures during lactation. Puppies according to gender and treatment used: Fluoxetine Males - FM (n=18), Saline Males-SM (n=16),
Fluoxetine Females-FF (n=18), Saline Females-SF (n=19). Data were presented as mean and standard error. *P<0,05 MS vs MF; bP<0,05 MS vs FF; “P<0,05 FS vs MF e
4P<0,05 FS vs FF. (A) Skull latero-lateral axis, (B) Skull anterior-posterior axis, (C) Tail lenght, (D) Longitudinal lenght. Anova two-way repeated measures following by
Bonferoni test was used.

Analyzing the physical features maturation, any difference was found (p> 0.05,

Kruskal Wallis test) between groups (Table 3).
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Table 3. Day of physical features maturation during the neonatal period.

Fluoxetine Females (FF,

Physical Fluoxetine Males (FM, n=18) Saline Males (SM, n=16) n=18) Saline Females (SF, n=19)
features
maturation Percentile | Percentile Percentile | Percentile Percentile | Percentile Percentile | Percentile
Median 25% 75% Median 25% 75% Median 25% 75% Median 25% 75%
Ear

pavilion 2,5 2 3 2,5 2 3 2,5 2 3 2,5 2 3
oppening

Lower
incisors 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
eruption

Upper
incisors 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
eruption
Avdiony | qp 12 12 | 15| 1 12 11 11 12 11 11 115
opening

Eyes 135 13 14 13 13 13 13 13 13 135 13 14
oppening ' !

* P <0.05. Kruskal-Wallis test was used. Data are presented as median and
interquatil range.

3.3 Body weight and food intake

Overall, the fluoxetine groups decreased (p <0.05) body weight during lactation
and post-weaning periods. Fluoxetine Males (FM) when compared Saline Males (SM)
showed reduction in daily neonatal body weight from 10th to the 21st day, while
Fluoxetine females (FF) as compared to Saline females (SF ) had reduced daily
neonatal body weight from 13th to 21st day (Figure 2A). In the post-weaning period, it
was observed that Fluoxetine Males (FM) , had reduced daily body weights of 22 to the
31st day when compared to Salina Males (SM) while Fluoxetine females (FF) as
compared Salina Females (FS) had reduced daily body weights from 28 to 31st day
(Figure 2B). About animals that received the same treatment, the Saline Females (SF)
compared to Salina Males (SM), had reduction in the daily body weight of the 26th-31st
day (p <0.05) but there was no significant difference between male and female rats that

used fluoxetine treatment (p> 0.05) (Figure 2B).
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However, no difference (p> 0.05) was found in absolute lactation food intake
(Figure 3) and post-weaning food intake (Figure 4) nether relative food intake
[consumption (g) / weight (g)] x100) between groups (Figure 4A and 4B). There was
also no significant difference between the groups that used the same treatment (SM vs

SF or FF vs FM, p> 0.05).
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Figure 3. Lactation food intake (g). Puppies according to gender and treatment used: Fluoxetine Males - FM (n=18), Saline Males-SM (n=16),

Fluoxetine Females-FF (n=18), Saline Females-SF (n=19). Data were presented as mean and standard error. (A) Lactation food intake (g).
P>0,05. Anova two-way repeated measures following by Bonferoni test was used.
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Figure 4. Post-weaning food intake (g) and Post-weaning food intake (g)/ body weight (g). Puppies according to gender and treatment used:
Fluoxetine Males - FM (n=18), Saline Males-SM (n=16), Fluoxetine Females-FF (n=18), Saline Females-SF (n=19). Data were presented as mean
and standard error. (A) Post-weaning food intake (g), (B) Post-weaning food intake (g)/ body weight (g). P>0,05. Anova two-way repeated
measures following by Bonferoni test was
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4. Discussion

The fluoxetine chronic exposure during lactation delays the ontogeny reflexes,
somatic development and body weight gain in rats. The serotonergic system is
vulnerable to neurochemical influences such as selective serotonin reuptake inhibitor
neonatal. Most striking changes in delay of ontogeny reflexes and somatic development
were observed in males, but without any changes in feeding behavior.

The serotonergic system plays a modulatory role in the development of reflexes due
to their anatomy on sensorimotor localization, as in primary sensory neocortex there is a
serotonergic neurons hiperinervation as well as at the level of a-motor neurons [31].
Thus, due to increased neonatal serotonin levels, the animals showed differences in
reflex development pattern around the 12th day, when the rats treated with fluoxetine,
had delayed on negative geotaxis, freefall righting , bar holding and hindlimb grasp, but
this last one was observed only in males. Glazova et al., (2014) when aplied
fluvoxamine, a serotonin reuptake inhibitor from postnatal day 1 to day 14, noted
delayed reflexes in male and female rats that received this treatment [6]. In other
studies, only with males, delayed reflexes were observed with neonatal administration
of sertraline [32] and citalopram [33].

Expression of each reflex can be related to the condition and development rate of a
given CNS area and it is mediated by specific neurons in rats [34]. Studies have shown
that changes in availability of serotonin into synaptic cleft caused by a pharmacological
manipulation during development of the brain, may lead to irreversible morphological
and functional changes in the central nervous system, such as reducing the number and
size of the 5-HT dorsal raphe nuclei neurons and the amount of 5-HT terminals in the

hippocampus caused by neonatal administration of fluoxetine [35], impaired axon
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myelination due to increased levels of serotonin in the brain during the neonatal period
[36], and causes morphological changes in striatal neurons and motor cortex leading to
delayed development of motor function [37]. Therefore the effects of SSRIs on the
appearance of reflexes are related to structural and functional changes in the developing
nervous system.

In addition to reflexes delayed, other signs of alteration in the development of the
nervous system could be seen from the somatic development measures that were
delayed, especially in males treated with fluoxetine. The brain, as a noble organ,
appears to be preserved in relation to the body [38] especially regarding females in this
study. The authors suggests that neonatal changes in the decrease in lateral-lateral axis,
the volume and circumference of the brain, due to administration of citalopram in
neonatal mice, indicate the 5-HT participation in the cellular growth events [38]. These
changes demonstrate that 5-HT manipulation in CNS development results in
immediately changes and ontogenetic delays [38].

In relation to the tail and longitudinal length measures, treatment with fluoxetine
also presented delay in males, from the 12th day, while females were less affected, with
a reduction of these measures only in 18th day, indicating a higher female resistance to
the increased serotonin effects in neonatal period. This effect may be related to
differences in serotonergic modulation between genders. Hohmann (2007) suggests that
serotonin may not have the same relevance in the cortical development plasticity
between male and female, becoming sex susceptible to different 5-HT imbalances in
various brain regions [19]. In a study, Colleman (2004), unlike males, BALB / ChyJ
females did not have a very sharp peak post-natal of neocortical serotonin levels,
suggesting that 5-HT innervation may influence more subtly the females cortex

development [39].
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Analyzing the physical features maturation, as well as in the study by Souza et al.,
(2004), even causing other effects such as weight and growth retardation, no difference
was found between the treatment with clomipramine and control groups [42]. Rather,
Glazova et al. (2014) observed that rats who received fluvoxamine in the neonatal
period had the opening of the eyes sooner than those who did not [6].

In our study, it was observed that the changes between the groups were emerging at
the same time, in the end of the second postnatal week. In addition, body weight was
also not different, since a decrease in body weight was observed in the groups treated
with fluoxetine, however, while males decreased from day 10, females had
compromised weight only in 13th day. Very similar results were observed with males,
in the study by Mendes-da-Silva et al. (2002), who assessed the effects of chronic
fluoxetine exposure to 1 - 21 days in male rats, and observed a decrease in body weight
from 9th day to the 21st day compared to the control group [43]. In agreement with
other studies using the same experimental model, neonatal chronic fluoxetine reduced
body weight throughout lactation period [35,44,45].

It was also possible to observe the influence of gender on animals that used the
saline treatment from the 26th day, where females had lower weight, however there was
no difference between the fluoxetine groups. That is, fluoxetine treatment was able to
suppress the influence of male gender to increase weight, in the extent that male and
female treated with fluoxetine showed no difference in weight gain.

While males treated with fluoxetine, had less body weight at all time this study,
it was observed that females showed a reduction only from 28 to 31st day,
demonstrating a higher resistance to the effects of fluoxetine. Such resistance was
demonstrated when Doosti et al.,, (2013) observed that the administration of

lipopolysaccharide (LPS) in newborn mice (3 to 5 days), followed by later fluoxetine
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administration (35 to 65 days after natal), reduced the body weight of males and
females, compared with the control group [46]. In case of the males, this reduction
occurred during 15-65 postnatal days, while for females this period was 15 to 45 days,
indicating that the weight loss was greater in males than in females, and a better
resistence of females to the effects of fluoxetine and LPS exposure. In a study by
Lauzurica (2010), the acute administration of fluoxetine in adult rats caused a
significant reduction in body weight and retroperitoneal fat only in males [47].

The serotonergic system also known to play an important role in the regulation
of appetite and food intake, promoting satiety [7]. Drugs that increase extracellular 5-
HT content display anorectic activity [48], so it is possible to combine the effect of a
SSRI on decreasing weight gain is linked to the anorectic effects of 5-HT. Studies
evaluating the acute and / or chronic effect of fluoxetine in adult rats observed weight
loss and hypophagy effect [47,49] However, in our study, in which fluoxetine is
administered chronically, we didn't observe any significant change on food intake
during neonatal and postnatal periods between experimental groups. Similar results
were found in food intake tests in post weaning phase, confirming studies like Ansorge
et al. (2004) and Silva et al., (2014) which found that food intake after chronic exposure
to fluoxetine, remained unchanged [4,44]. However, in the same study, da Silva et al.
(2014) showed that acute administration of fluoxetine in adult rats promoted reduction
of food intake in the group treated with saline solution in the neonatal period, while, had
no effect in animals exposed to chronic neonatal fluoxetine [44].

Studies have reported that effects of chronic drugs exposure that block SERT, is
capable to reduction the sensitivity of the pre-synaptic and post-synaptics serotonin
receptors in specific regions of the nervous system [50,51]. Among these studies,

Newman et al (2000) found that 5-HT1B pre synaptic receptors in the hypothalamus
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that are involved with food intake reduction, there were less sensitive for increasing 5-
HT levels [50]. It was also shown that neonatal administration of SSRIs leads to the
development of a hypermetabolism state in rats [40]. In a study using the antidepressant
D-fenfluramine (stimulator reuptake inhibitor and 5-HT release), it was observed an
increase in expression of proopiomelanocortin (POMC) [52]. The POMC neuropeptide
Is synthesized in hypothalamic nuclei and emitting projections for preganglionic
neurons located in the mediolateral spinal cord, and these neurons communicate with
skeletal muscle by sympathetic postganglionic fibers [53,54]. When this hypothalamic
pathway is stimulated, it can generate changes in the skeletal muscle energy metabolism
that resulting in increased energy expenditure and body weight reduction [55].

Thus, it is possible that chronic treatment with fluoxetine promote changes in the
receptors sensitivity that are involved with eating behavior. In addition, we suggest that
the accelerated metabolism and a possible reduction in the sensitivity of serotonin
hypothalamic receptors in the animals that received fluoxetine are factors that may be
related to the delay in weight gain in this study. These effects may possibly prevail
more strongly in males, as they showed weight reduction in a period before females.

Whereas epigenetic have sex differences in the expression and activity of genes
in various brain regions, environmental insults can trigger different effects between
genders [56]. Studies in rodents have shown sex-specific differences after handling the
serotoninergic system in early life with greater vulnerability in males and with long-
term effects. For example, Zhang et al., 2013 observed a reduction in ir-SERT fibers
expression in the olfactory bulb only in adult males that were exposed to citalopram in
neonatal period [57]. While the effects of citalopram on perinatal exposure affected the
locus coeruleus circuit function in males rats, with no effect in females [58]. Another

study in which a single administration of 5HT in newborn rats was aplicated, reduced
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5HT levels in the striatum of adult male rats, and increase in sexual activity was
showed, while no differences were detected among adult female [18]. In males and
females with 5HT depleted, there was less serotonergic innervation in the anterior
cortex of males, not only this, they demonstrate less behavior time for exploration in
response to a rearrangement and a new object, but this effect was not found in females
[19]. And in the study of Uceiler et al., (2009), the lack of the serotonin transporter in
male and female rats reduced the locomotor activity and increased predisposition to
obesity in males [20].

In conclusion, this study shows that despite the chronic administration of
fluoxetine in the neonatal period in male and female rats, not cause changes in eating
behavior, it causes delay in the reflex ontogeny, slowdown in weight gain and somatic
development and greater vulnerability in male. Such changes suggest sex-specific
responses to serotoninergic system manipulation, and confirm that serotonin plays an
important role in regulating the nervous system plasticity during development period,
differently in males and females. However the precise mechanism of such differences
during development is not known, and the consequences of these effects in adulthood
need to be further explored, especially in relation to the acquisition of neurological and

psychiatric diseases that are related to gender.
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ANEXO Il (Documento de aprovacédo do CEUA/UFPE)

:‘U SRS

omissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
, Pm!. Rlul Manhdes de Castro

‘Universidade Federal de Pemambuco
Dopam\mento de

Processo n°® 23078. 04393212013-91

Os membros da Comissao de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pemambuco (CEUA-UFPE) m
projete de pesquisa intitulado, ‘“Podem o consumo alimentar e a
sensorio-motora ser alterados de modo sexo-dependente por inibigdo nec
da recaptagio serotoninérgica? Um estudo experimental da plastic
fenotipica”.

Conciuimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo expe!
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio

National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Ammalsas 2
adotadas como criténos de avaliagido e julgamento pela CEUA-UFPE,
Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, esg
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