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RESUMO

A plasticidade fenotipica compreende a capacidade do organismo de elaborar
adaptacGes morfofuncionais em resposta aos estimulos ambientais. Essa capacidade é
mais intensa durante a gestacao e lactacédo (plasticidade do desenvolvimento), podendo
estar associada a consequéncias ao longo da vida. Neste contexto, a serotonina (5-HT)
tem papel determinante no desenvolvimento do sistema nervoso central. Além disso, a
5-HT participa do controle central homeostéatico do balango energético no nuicleo
arqueado (Arc) do hipotalamo, estimulando a saciedade e o gasto de energia através da
inibicdo de neurdnios orexigenos e estimulagdo de neurbnios anorexigenos via
receptores 5-HTig € 5-HT,c, respectivamente. Dessa forma, a alteracdo da atividade
serotoninérgica durante o desenvolvimento pode modificar a regulacéo e a expressao do
comportamento alimentar em longo prazo. Estudos prévios de nosso grupo de pesquisa
apontaram que a inibicdo seletiva neonatal da recaptacdo de serotonina (ISNRS) pode
estar associada a fendtipo hipofagico na vida adulta. Nés acreditamos que esse fendtipo
se deve a maior atividade da via anorexigena no Arc. Diante disso, este estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos da ISNRS sobre o peso corporal, 0 comportamento
alimentar e a atividade neuronal no Arc em resposta aos agonistas dos receptores 5-
HT,c e 5-HT;5 em ratos adultos. Ratos Wistar foram tratados com solugéo salina (SAL,
n=15) ou fluoxetina (FLUO, n=15) do 1° ao 21° dia p6s-natal. Aos 170 dias de vida foi
realizada cirurgia de estereotaxia para implantacdo de canula no ventriculo lateral
direito através da qual foram feitas as injecdes intracerebroventricular (ICV). Aos 180
dias foi realizada a pesagem dos animais seguida de injecdo ICV de ACSF, agonista do
receptor 5-HT,c ou agonista do receptor 5-HT;g, obtendo-se seis grupos experimentais
(n=5 animais/grupo): SAL+ACSF, SAL+AG.1B, SAL+AG.2C, FLUO+ACSF,
FLUO+AG.1B e FLUO+AG.2C. A partir desses grupos, foi analisada a sequéncia
comportamental de saciedade (SCS) e o numero de células reativas contra proteina c-fos
no Arc. Comparado ao grupo SAL, o grupo FLUO apresentou menor peso corporal. A
ISNRS também promoveu maior ingestdo alimentar frente ao estimulo com o agonista
5-HT,c, menor taxa alimentar apds injecdo de ACSF e antecipacdo do ponto de
saciedade apds estimulo com o agonista 5-HT;g. Além disso, o grupo FLUO apresentou
maior numero de células reativas contra c-fos no Arc frente ao agonista 5-HTc.
Corroborando nossa hipotese, a ISNRS parece promover aumento da atividade da via
anorexigena no Arc na idade adulta, apesar de ndo ter ocorrido reducdo da ingestdo
alimentar. Em conjunto, os achados deste estudo sugerem que 0 menor peso corporal
em ratos adultos submetidos a ISNRS pode ser consequéncia do aumento da atividade
da via anorexigena no Arc, o que pode contribuir para um aumento do gasto energético.

Palavras-chave: Plasticidade fenotipica, serotonina e comportamento alimentar.



ABSTRACT

Phenotypic plasticity comprises the ability of an organism to develop morphological
and functional adaptations in response to environmental stimuli. This capacity is more
intense during pregnancy and lactation (developmental plasticity) and may be associated
with consequences throughout life. In this context, serotonin (5-HT) has a decisive role
in the development of the central nervous system. Furthermore, 5-HT participates in
homeostatic central control of energy balance in the arcuate nucleus (Arc) of the
hypothalamus, stimulating satiety and energy expenditure through inhibition of
orexigenic neurons and stimulation anorectic neurons via 5-HT;g receptors and 5-HTc,
respectively. Thus, the modification of serotonergic activity during development can
change the regulation and expression of feeding behavior in the long term. Previous
studies from our research group showed that neonatal selective serotonin reuptake
inhibition (NSSRI) may be associated with hypophagic phenotype in adulthood. We
believe that this phenotype is due to increased activity of anorectic via in the Arc. Thus,
this study aimed to evaluate the effects of NSSRI on body weight, feeding behavior and
neuronal activity in the Arc in response to 5-HT,c and 5-HT;g receptors agonists in
adult rats. Wistar rats were treated with saline (SAL, n=15) or fluoxetine (FLUO, n=15)
from 1° to 21° postnatal day. At 170 days, stereotactic surgery was performed for
implantation of a cannula in the right lateral ventricle through which were made the
intracerebroventricular injections (ICV). At 180 days, weighing of animals was
performed followed by ICV injections of ACSF, 5-HT,c or 5-HT;g receptors agonists,
resulting in six experimental groups (n=5 animals/group): SAL+ACSF, SAL+AG.1B,
SAL+AG.2C, FLUO+ACSF, FLUO+AG.1B and FLUO+AG.2C. From these groups,
behavioral satiety sequence (SCS) and number of reactive cells against c-fos protein in
the Arc were analyzed. Compared to the SAL group, FLUO group had lower body
weight. NSSRI also promoted greater food intake after stimulation with 5-HT,¢ receptor
agonist, lower feed rate after injection of ACSF and anticipation of the point of satiety
after stimulation with 5-HT g receptor agonist. Furthermore, FLUO group had a higher
number of reactive cells against c-fos in the Arc after stimulation with 5-HT,¢ receptor
agonist. Corroborating our hypothesis, NSSRI seems to promote increased anorexigenic
pathway activity in the Arc in adulthood, despite not having been reduced food intake.
Together, the findings suggest that lower body weight in adult rats submitted to NSSRI
may be a consequence of increased anorexigenic pathway activity in the Arc, which can
contribute to an increase in energy expenditure.

Keywords: Phenotypic plasticity, serotonin and feeding behavior.
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1. DELIMITACAO DO PROBLEMA

A plasticidade fenotipica compreende a capacidade de adaptacdo do organismo
as modificagcBes ambientais. Particularmente, nas fases de gestacdo e lactagdo ha maior
sensibilidade aos estimulos externos (plasticidade do desenvolvimento) os quais
induzem respostas adaptativas e repercussdes ao longo da vida. Com base nessa teoria,
nossa equipe tem se dedicado ao estudo de alteracdes no sistema serotoninérgico e suas
consequéncias em longo prazo. A serotonina (5-HT) desempenha fungdo determinante
para o desenvolvimento do sistema nervoso. Esta monoamina funciona como uma
molécula sinalizadora e regula os processos de neurogénese, diferenciacdo e maturacao

neuronal, modulando a formacgé&o dos sistemas de neurotransmissao.

Além disso, a 5-HT participa do controle central homeostatico do balanco
energético. Através dos receptores serotoninergicos 5-HTig e 5-HT,c, respectivamente,
a serotonina inibe neurbnios que produzem neuropeptideos orexigenos (NPY -
neuropeptideo Y e AgRP-peptideo relacionado ao agouti) e estimula neurbénios que
expressam neuropeptideos anorexigenos (POMC-pro-opiomelanocortina e CART-
transcrito relacionado a cocaina e anfetamina) localizados no nucleo arqueado (Arc) do
hipotalamo, resultando em saciedade e aumento do gasto energético. Assim, a
modificacdo da atividade serotoninérgica durante o desenvolvimento pode alterar o

sistema de controle e a expressao do comportamento alimentar em longo prazo.

Os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina sdo farmacos que se ligam a
proteina transportadora da serotonina e aumentam a disponibilidade de 5-HT na fenda
sinaptica. Esses medicamentos sdo prescritos na clinica para o tratamento de gestantes e
lactantes com depressdo, e passam para o feto e neonato através da placenta e leite
materno, impactando seu desenvolvimento. Varios estudos demonstraram que a Inibicao
Seletiva Neonatal da Recaptacdo de Serotonina (ISNRS) promove prejuizo no
crescimento, retardo no desenvolvimento neuromotor, alteracbes morfologicas e
moleculares no sistema serotoninérgico e alteracbes em diversos aspectos
comportamentais. Além disso, a exposicdo a farmacos antidepressivos durante o
desenvolvimento foi relacionada a doencas psiquicas como a depressdo, autismo e
esquizofrenia. Esses achados demonstram que o aumento da atividade serotoninérgica
durante o desenvolvimento promove respostas adaptativas e alteracdes das fungdes
reguladas pela 5-HT. No entanto, poucos estudos tém investigado os efeitos da inibicéo

neonatal da recaptacdo de serotonina sobre o comportamento alimentar na vida adulta.
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Estudos de nosso grupo de pesquisa demonstraram que a ISNRS, atraves de
farmacos como a sertralina, fluoxetina e citalopram, modifica o fendtipo alimentar do
animal adulto, caracterizado por hipofagia e menor peso corporal. NGs acreditamos que
isso ocorre devido ao aumento da atividade da via anorexigena no Arc, principal nucleo
hipotalamico envolvido no controle do comportamento alimentar. Dessa forma, este
estudo visou investigar o comportamento alimentar e a reatividade neuronal no Arc
contra proteina c-fos em resposta a injecdo intracerebroventricular dos agonistas dos
receptores 5-HT,c e 5-HTig, a fim de caracterizar melhor as repercussdes tardias da
ISNRS sobre os elementos envolvidos no controle central do comportamento alimentar.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Plasticidade fenotipica, serotonina e desenvolvimento encefalico.

Na biologia, o fendtipo resulta da interacdo entre genotipo e ambiente. O conceito
da plasticidade fenotipica compreende a habilidade do organismo de responder as
modificacbes ambientais através de adaptacBes bioldgicas irreversiveis (WEST-
EBERHARD, 1986; WEST-EBERHARD, 2005%). Mais especificamente, no contexto
da biologia evolucionista, a plasticidade do desenvolvimento compreende a habilidade
de elaborar novos fendtipos em resposta a novas condicBes ambientais durante o
desenvolvimento. (WEST-EBERHARD, 2005% GLUCKMAN et al, 2009). Esta
habilidade de adaptacdo fenotipica associada a fatores genéticos origina as especiagdes
(WEST-EBERHARD, 2005% WEST-EBERHARD, 2005b).

As fases de gestacdo e lactacdo sdo consideradas periodos criticos de
vulnerabilidade para o desenvolvimento do sistema nervoso (RICE; BARONE, 2000).
Isso significa que durante periodo critico de desenvolvimento o organismo é mais
responsivo aos estimulos ambientais, 0s quais tém maior potencial de induzir alteracdes
morfofuncionais e comportamentais (RICE; BARONE, 2000). No entanto, tais
adaptacOes fenotipicas podem se expressar ou ndo durante a vida do organismo, a
depender dos fatores ambientais incidentes sobre ele apds o periodo perinatal
(GLUCKMAN et al., 2009).

No contexto do desenvolvimento encefalico, a serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-
HT) exerce funcdo determinante (DAUBERT; CONDRON, 2010). A 5-HT inicia sua
acdo sobre o desenvolvimento precocemente. Antes do aparecimento das células
serotoninérgicas embrionarias, a formacao encefalica € modulada pela 5-HT exdgena
produzida pela placenta (BONNIN et al., 2011). Somente por volta do 15° dia de
embriogénese, a serotonina endogena produzida pelo sistema serotoninérgico comeca a
substituir a serotonina placentaria (BONNIN et al., 2011; BONNIN; LEVITT, 2011).
Ha também a influéncia dos niveis maternos da enzima triptofano hidroxilase sobre a

atividade dessa enzima no encéfalo do embrido (LAUDER et al., 1981).

Em camundongos, as células serotoninérgicas embrionarias sdo identificaveis a
partir do 12° dia gestacional (HENDRICKS et al., 2003). Lauder e colaboradores
demonstraram, através de estudos em ratos, que dois grupos de ndcleos na medula

primitiva originam o sistema serotoninérgico. O grupo caudal (B1-5) emite projecdes
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axonais descendentes para a medula espinhal e correspondem aos nucleos pallidus,
magnus, pontis e obscurus da rafe no tronco encefalico. O grupo rostral (B6-8) origina
as projecOes ascendentes para o encéfalo e correspondem aos nucleos dorsal e mediano
da rafe no tronco encefalico (LAUDER; KREBS, 1978; LAUDER et al.,, 1982;
LAUDER, 1990). Até o nascimento, os ax6nios serotoninérgicos alcancam as regides-
alvo, mas a sinaptogénese, assim como o pico dos niveis de 5-HT, ocorre durante a
lactagdo (WHITAKER-AZMITIA, 2010).

Nas fases embrionéria e fetal, a 5-HT acumula diversas fungdes. Essa monoamina
regula a neurogénese, indiretamente, estimulando a diferenciacdo e inibindo a divisao
celular (WHITAKER-AZMITIA, 2010). Além disso, essa molecula sinalizadora tem
efeito autorregulatério, controlando o crescimento do préprio sistema serotoninérgico, e
neuroprotetor, controlando a apoptose (GOLDBERG, 1998; AHLEMEYER et al., 2000;
VITALIS et al., 2007). Esses efeitos sdo mediados pelo fator trofico S100B liberado
pelas células astrogliais, as quais apresentam o receptor 5-HT14 (DAVAL et al., 1987%";
AHLEMEYER et al., 2000; RAMOS et al., 2004).

No periodo de lactacdo em ratos (trés primeiras semanas de vida), ocorrem 0S
processos de maturacdo dos sistemas de neurotransmissao influenciados pela
serotonina. Na primeira semana pos-natal ocorre o alongamento axonal (WHITAKER-
AZMITIA, 2010). Nas 22 e 3% semanas seguintes ocorrem a sinaptogénese e a
elaboracdo dendritica (WHITAKER-AZMITIA, 2010). Em humanos, essas etapas
correspondem ao Ultimo trimestre de gestacdo e dois primeiros anos de vida
(WHITAKER-AZMITIA, 2010). A 5-HT modula esses processos de maturacao
também pela ativagdo dos receptores 5-HT1a presentes nas células astrogliais que por
sua vez liberam de fatores de crescimento como o S100B (AZMITIA et al., 1990;
WHITAKER-AZMITIA et al., 1990; WHITAKER-AZMITIA; AZMITIA, 1994).

A diversidade de fun¢des desempenhadas pela 5-HT demanda de seus niveis ideais
para o desenvolvimento encefalico normal. Isso também sugere que fatores ambientais
que promovam a alteracdo da atividade serotoninérgica nessa fase da vida podem

promover adaptacdes fenotipicas e modificacdo de fungdes reguladas pela 5-HT.
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2.2. Efeitos precoces e tardios da inibicéo seletiva neonatal da recaptacdo de serotonina

sobre o sistema nervoso

Os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) sdo farmacos que se
ligam e, portanto, blogueiam os sitios de ligacdo da proteina transportadora da
serotonina (SERT) (SGHENDO; MIFSUD, 2012). A SERT desempenha a fungdo de
capturar a 5-HT da fenda sinaptica de volta para o neurénio pré-sinaptico (SGHENDO;
MIFSUD, 2012). Dessa forma, esses farmacos impedem a recaptacdo de 5-HT,
aumentando seu tempo de acdo na fenda sinaptica (SGHENDO; MIFSUD, 2012). Além
disso, o aumento prolongado da atividade serotoninérgica promove “downregulation”
do autorreceptor 5-HT;a com consequente aumento da sintese e liberacdo de 5-HT,
efeito secundario sinérgico a acdo primaria dos ISRS (SGHENDO; MIFSUD, 2012).

Esses farmacos sdo utilizados como antidepressivos e prescritos na clinica para o
tratamento da depressdo pos-parto (HENDRICK, 2003). No entanto, os ISRS e seus
metabdlitos também chegam ao neonato através do leite materno (KRISTENSEN et al.,
1999; GENTILE et al, 2007; TANOSHIMA et al, 2014; ORSOLINI;
BELLANTUONO, 2015). Nesse contexto, diversos sdo o0s estudos, inclusive do nosso
grupo de pesquisa, que investigam o impacto do aumento neonatal da atividade

serotoninérgica sobre o desenvolvimento e suas repercussdes ao longo da vida.

A inibicdo seletiva neonatal da recaptacdo de serotonina (ISNRS) gera mudancas
nos circuitos neuronais do encéfalo que persistem em longo prazo (BORUE et al.,
2007). Mais especificamente, ocorrem mudangas nos circuitos serotoninérgicos
(MACIAG et al., 2006). A exposicdo neonatal a fluoxetina (um ISRS) promoveu
hipotrofia do sistema serotoninérgico com reducdo do numero, area, perimetro e
didmetro de neurdnios 5-HT situados no nucleo dorsal da rafe, bem como reducdo o
namero de terminacdes serotoninérgicas no giro denteado do hipocampo em ratos aos
60 dias de vida (SILVA et al., 2010). A exposi¢do neonatal a fluoxetina também gera
alteracdes morfologicas além do sistema serotoninérgico, como por exemplo, em
neurdnios corticais (LEE, 2009; LIAO; LEE, 2011).

A exposicdo neonatal a fluoxetina também promoveu alteracdo na estrutura neuronal
do sistema limbico. Foi observada arborizacdo dendritica mais exuberante em neur6nios
piramidais do cortex pré-frontal medial e menos densa em neurbnios piramidais do
cértex pré-frontal medial, bem como da amidala basolateral em ratos adultos (KO et al.,

2014). Rebello e colaboradores (2014) também observaram hipotrofia de neurénios
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piramidais na sub-regido infralimbica do cortex pré-frontal em camundongos adultos
(REBELLO et al, 2014). Em camundongos, a exposicdo neonatal a fluoxetina
promoveu reducdo da densidade dendritica aos 22 dias de vida e, aumento aos 90 dias
em neurdnios do hipocampo (ZHENG et al., 2011).

Os niveis encefalicos de 5-HT e da enzima TPH em ratos adultos ndo foram
alterados pela INRS (KO et al., 2014). Outros estudos observaram reducdo de 5-HT e
SERT na vida adulta ap6s exposicdo neonatal a antidepressivos (FEENSTRA et al.,
1996; HANSEN; MIKKELSEN, 1998). J4, a exposi¢do perinatal a ISRS promoveu
reducdo da enzima TPH no nlcleo dorsal da rafe, da expressdo génica do SERT no
cortex e da atividade serotoninérgica, na vida adulta (CABRERA-VERA,
BATTAGLIA, 1998; BORUE et al., 2007).

A maior disponibilidade de 5-HT na fenda sinaptica também induz alteracdes na
expressdo dos receptores serotoninergicos. Camundongos knockout para SERT, situagédo
que poderia ser comparada com a inibicdo farmacoldgica perinatal do SERT,
apresentam mudancas compensatorias na expressao de receptores 5-HT (LI, 2006;
BORUE et al.,, 2007). Portanto, muitos dos fendtipos comportamentais observados
nestes animais devem existir devido a ativacdo excessiva do receptor 5-HT14 (BORUE
et al., 2007).

A exposicdo neonatal a fluoxetina promoveu aumento da expressdo génica e
proteica da S100B em determinadas regides encefalicas como o hipocampo em curto
prazo, o que pode alterar o crescimento das fibras serotoninérgicas (BOCK et al., 2013).
A exposicdo neonatal a fluoxetina também aumentou a expressdo génica do BNDF
(fator neurotrofico derivado do cérebro) na vida adulta, sem diferenca epigenética nas
regibes promotoras (KARPOVA et al., 2009). Nesse estudo, o tratamento crénico com
fluoxetina na vida adulta restaurou as alteracbes moleculares e comportamentais,
sugerindo o BNDF como um mecanismo através do qual a INRS promove efeitos em

longo prazo sobre o comportamento (KARPOVA et al., 2009).

Ratos submetidos a ISNRS apresentaram retardo da maturacdo fisica e da
ontogénese de reflexos, além de menor crescimento somatico e cranio-encefalico
(DEIRO et al., 2004; 2006; 2008; MAGALHAES et al., 2006). Ratos neonatos expostos
a fluoxetina na primeira semana de vida apresentaram déficit na coordenacdo motora
(ZIMMERBERG; GERMEY AN, 2015). O déficit na atividade locomotora observada

em ratos adolescentes expostos a fluoxetina nos quatro primeiros dias de vida foi
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associado a reducdo da densidade dendritica em neurénios do estriado e do cortex motor
priméario (LEE, 2012). A INRS na primeira semana de vida também promoveu déficit

da capacidade sensériomotora em ratos adultos (KO et al., 2014).

2.3. Alteragbes comportamentais consequentes da inibigdo seletiva neonatal da

recaptacédo de serotonina

A alteracdo dos niveis de serotonina durante a lactacdo modifica ndo apenas a
morfologia encefalica, mas também o perfil comportamental ao longo da vida
(AZMITIA et al., 2011). Estudos realizados em ratos demonstraram que a exposicdo
neonatal & fluoxetina tem efeito ansiolitico em animais aos 60 dias de vida (DA SILVA
et al., 2014). J& em outro estudo, a exposicao a esse farmaco apenas na primeira semana
de vida ndo promoveu alteragdo da ansiedade em ratos jovens e adultos
(ZIMMERBERG; GERMEY AN, 2015). Da mesma forma, exposi¢éo a fluoxetina do 4°
ao 21° dia pos-natal ou durante toda a lactacdo ndo alterou indicadores de ansiedade em
camundongos ou ratos adultos, respectivamente (ANSORGE et al., 2008; RIBAS et al.,
2008; KARPOVA et al., 2009). Por outro lado, camundongos tratados com fluoxetina
na lactacdo demonstraram aumento de comportamentos tipicos de ansiedade aos 90 dias
(REBELLO et al., 2014). Esses dados contraditorios podem ser atribuidos a diferencas
metodologicas como periodo de aplicacdo do farmaco durante a lactacdo, idade de

avaliacdo do comportamento e tipo de animal experimental utilizado.

Em ratos adultos, a exposicdo neonatal a fluoxetina promoveu reducdo da
agressividade e do comportamento depressivo, bem como aumento da interacao social
(MANHAES-DE-CASTRO et al., 2001; MENDES-DA-SILVA et al., 2002; KO et al.,
2014). Por outro lado, Rebello e colaboradores (2014) demonstraram aumento de
comportamentos tipicos de depressdao e medo em camundongos adultos tratados com
esse farmaco na lactacdo (REBELLO et al., 2014). Além disso, a exposi¢do a fluoxetina
apenas na primeira semana de vida reduziu o comportamento social em ratos jovens e
adultos apontando para o risco de desordens do espectro autista (RODRIGUEZ-
PORCEL et al., 2011; ZIMMERBERG; GERMEYAN, 2015). Juntos esses achados
demonstram que a INRS promove alteracBes tardias sobre o0s comportamentos

emocional, social e afetivo.

Em ratos e camundongos adultos, a exposicdo neonatal a fluoxetina promoveu
prejuizo na atividade locomotora (ANSORGE et al., 2004; RIBAS et al., 2008; ZHENG

et al., 2011; KO et al., 2014). Também foi observado reducdo do comportamento
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exploratorio e aumento da laténcia de fuga em camundongos adultos (ANSORGE et al.,
2004; ANSORGE et al., 2008; KARPOVA et al., 2009). Curiosamente, muitas das
alteracbes comportamentais consequentes da inibicdo neonatal da recaptacdo de
serotonina ndo sdo encontradas ou sdo contrérias em animais expostos ao tratamento
cronico na vida adulta (ANSORGE et al.,, 2004; ANSORGE et al.,, 2008). Essa
observacdo sugere que os efeitos demonstrados sdo especificos da exposi¢do a ISRS
durante o desenvolvimento (‘“developmentally-depedent efects”) (ANSORGE et al.,
2004; BORUE et al., 2007; ANSORGE et al., 2008; WHITAKER-AZMITIA, 2010).

A ISNRS realizada em modelos animais corresponde a exposicao a antidepressivos
no ultimo trimestre gestacional e dois primeiros anos de vida em humanos
(WHITAKER-AZMITIA, 2010). Nesta revisdo, ndo foram encontrados estudos que
investigassem os efeitos em longo prazo da exposicdo a ISRS durante o
desenvolvimento sobre aspectos comportamentais em humanos. Em curto prazo,
estudos em humanos demonstram que exposi¢édo in utero a ISRS promove sindrome de
abstinéncia nos primeiros dias de vida com irritabilidade, tremores, agitagdo e rigidez
(NORDENG et al., 2001; ZESKIND; STEPHENS, 2004; SANZ et al., 2005).

Durante os periodos criticos de desenvolvimento, portanto, varias influéncias
ambientais, como farmacos, podem interferir no processo de maturacdo neuronal e

modificar as funcdes reguladas pela 5-HT.
2.4. Regulacdo do comportamento alimentar pela serotonina via nicleo arqueado

O hipotalamo é um importante centro da regulacdo homeostatica do comportamento
alimentar, sendo o ndcleo arqueado (Arc) a principal area hipotalamica envolvida neste
controle (VALASSI et al., 2008; LEITE; BRANDAO-NETO, 2009). O Arc localiza-se
em posicao adjacente ao terceiro ventriculo e a eminéncia mediana, e esta sujeito a
influéncia de sinais circulantes na corrente sanguinea (CONE, 2005). Funcionalmente, o
ARC ¢ constituido por dois grupos de neurdnios, 0S que expressam 0s heuropeptideos
orexigenos NPY (neuropeptideo Y) e AgRP (peptideo relacionado ao agouti) e
estimulam a fome, e 0s que produzem os neuropeptideos anorexigenos POMC (pro-
opiomelanocortina) e CART (transcrito relacionado a cocaina e anfetamina) e induzem
a saciedade (MORTON et al., 2006; VALASSI et al., 2008; LEITE; BRANDAO-
NETO, 2009).
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A regulacdo homeostética da ingestdo alimentar através do Arc é feita por fatores
periféricos que consistem em hormonios e peptideos produzidos pelo tecido adiposo,
pancreas e trato gastrintestinal (VALASSI et al., 2008; LEITE; BRANDAO-NETO,
2009). Os fatores centrais, por sua vez, sdo representados por neurotransmissores e
neuropeptideos (VALASSI et al., 2008; LEITE; BRANDAO-NETO, 2009). Dessa
forma, fome e saciedade sdo resultantes da atividade das vias hipotalamicas orexigenas
e anorexigenas, em funcdo do balanco energético do organismo e dos sinais que

convergem ao Arc.

Os fatores periféricos chegam ao sistema nervoso central (SNC) através da corrente
sanguinea ou de vias aferentes onde sdo integrados para a regulacdo da ingestdo
alimentar (VALASSI et al., 2008; LEITE; BRANDAO-NETO, 2009). A leptina (e
outras adipocinas) produzida pelo tecido adiposo e a insulina, produzida pelas células
beta-pancreéaticas, sdo liberadas constantemente em funcdo da adiposidade e da
glicemia, constituindo sinais de longo prazo na regulacdo da ingestdo alimentar (CONE,
2005). Juntos, estes dois hormdnios agem diretamente em receptores localizados no
hipotadlamo e no nucleo do trato solitario (NTS) inibindo os neurdnios orexigenos
(NPY/AgRP) e estimulando os anorexigenos (POMC), com efeito saciogénico (CONE,
2005; MORTON et al., 2006; VALASSI et al., 2008; LEITE; BRANDAO-NETO,
2009).

Por outro lado, os fatores de saciedade gerados no trato gastrointestinal (TGI)
durante a ingestdo de alimentos consistem em sinalizagcdo de curto prazo, regulando o
consumo alimentar em cada refeicdo (VALASSI et al., 2008; LEITE; BRANDAO-
NETO, 2009). A grelina € produzida pelo estbmago em estado de balanco energético
negativo (hipoglicemia) e induz a fome estimulando os neurdnios orexigenos e inibindo
os anorexigenos (VALASSI et al., 2008; LEITE; BRANDAO-NETO, 2009). Ja os
outros peptideos gastrointestinais, como a colecistocinina, o peptideo YY e o GLP-1,
levam a saciedade estimulando os neur6nios anorexigenos e inibindo os orexigenos
(LEITE; BRANDAO-NETO, 2009; MORTON et al., 2006; VALASSI et al., 2008).
Estes sinais gastrointestinais, além de outros provenientes da cavidade oral e do figado
ativam vias aferentes vagais e simpéticas que chegam ao NTS. Este, por sua vez,
estabelece conexdes bidirecionais com o Arc (CONE, 2005; VALASSI et al., 2008;
LEITE; BRANDAO-NETO, 2009). Dessa forma, direta e/ou indiretamente, o nicleo
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arqueado consiste em importante centro de integracdo para a regulacdo do

comportamento alimentar.

Dentre os fatores centrais que regulam o comportamento alimentar, destaca-se o
papel do sistema serotoninérgico sobre os receptores 5-HT;5 € 5-HT,¢ e suas interagdes
com o sistema melanocortinérgico. Os neurdnios serotoninérgicos emitem projecdes
para diversas regides encefalias envolvidas no controle do balanco energético, a saber,
0s nucleos arqueado, paraventricular, ventromedial e dorsomedial do hipotalamo, a area
lateral hipotalamica, o nicleo do trato solitario e o nucleo parabraquial (XU et al., 2008;
MARSTON et al., 2011). No entanto, o Arc parece ser o sitio chave de acdo da 5-HT
sobre o apetite (MARSTON et al., 2011).

Estudos utilizando a eliminacdo sistematica de receptores serotoninérgicos
indicaram que 0s receptores 5-HTig e 5-HT,c s&0 0s mais criticamente envolvidos na
modulacdo da homeostase energética pela 5-HT (TECOTT et al., 1995; LUCAS et al.,
1998 ; HEISLER et al., 2006). Heisler e colaboradores, através de varios estudos
anatomicos, eletrofisiologicos e comportamentais, demonstraram como ocorre o efeito

hipofagico da serotonina através dos receptores 5-HTg € 5-HTc.

O receptor 5-HT;g € expresso nos neurdnios NPY/AgRP do ARC. Atraves deste
receptor, a serotonina hiperpolariza e reduz a atividade das células orexigenas, inibindo
a liberagdo de AgRP (HEISLER et al., 2006). Ao mesmo tempo, através dos mesmos
receptores presentes nas projeces GABAEérgicas inibitorias dos neurdnios NPY/AgRP
para as células POMC, a 5-HT hiperpolariza essas projecdes e facilita a liberacdo do
horménio alfa-melandcito estimulante (a-MSH) (COWLEY et al., 2001; ROSEBERRY
et al., 2004; HEISLER et al., 2006).

Por sua vez, o receptor 5-HT,c € co-expresso nas células que produzem a POMC,
precursora do o-MSH (HEISLER et al., 2002; LAM et al., 2008). Através deste
receptor, a serotonina estimula as células anorexigenas e a sintese da POMC (HEISLER
et al., 2002; HEISLER et al., 2006). Assim, via ativacdo dos receptores 5-HTig € 5-
HT,c, a 5-HT reduz liberacdo de neuropeptideos orexigenos e aumenta a expressdo de

neuropeptideos anorexigenos, levando a saciedade.

Camundongos com deficiéncia global do receptor 5-HTxc (“5-HTac null mice”)
desenvolvem um fendtipo de hiperfagia, obesidade (com aumento da massa gorda,

reducdo da massa magra e aumento da leptina sérica) e resposta atenuada a agentes 5-



22

HT anorexigenos. Contudo, estes efeitos sdo normalizados em camundongos 5-
HT,c/POMC, demonstrando que a expressdo dos receptores 2C apenas nas células
POMC é suficiente para mediar o efeito saciogénico da serotonina (XU et al., 2008). O
receptor 5-HT,c tem uma relacéo direta com o tamanho da refeicdo. Xu e colaboradores
(2008) também demonstraram que camundongos com deficiéncia global do receptor 5-
HT,c apresentam o tamanho da refeicdo maior em relacdo aos animais controle,
enquanto a frequéncia alimentar é semelhante entre os grupos (XU et al., 2008). Este
efeito também foi normalizado em camundongos 5-HT,c/POMC, ou seja, a hiperfagia

foi revertida com a antecipagdo do ponto de saciedade.

O sistema melanocortinérgico central é o sitio chave de acdo da 5-HT na
estimulacdo da hipofagia (HEISLER et al., 2006). Em camundongos, foi observado que
a obesidade pode resultar da delecdo do gene POMC ou de receptores
melanocortinérgicos (MC) (CONE, 2005). Da mesma forma, em humanos, evidéncias
genéticas demonstraram que a disfuncédo do sistema das melanocortinas induz hiperfagia
e obesidade precoce (O'RAHILLY; FAROOQI, 2008; MARSTON et al., 2011). Este
sistema € constituido pelos neurénios de primeira ordem POMC e NPY/AgRP do
nucleo arqueado, pelos neurdnios de segunda ordem que expressam receptores MC
localizados nas regides-alvo e por uma pequena quantidade de neurdnios POMC do
NTS. Entretanto, a maior expressao de POMC no SNC ocorre no Arc (CONE et al.,
2005; VALASSI et al., 2008).

Os neurénios POMC e AgRP projetam seus axdnios para varias regides encefalicas
(hipotalamo, talamo, amigdala, tronco encefalico) que expressam receptores MC. Estes
receptores relacionam-se ao controle da homeostase energética, no entanto, o nucleo
paraventricular do hipotadlamo estd particularmente relacionado ao comportamento
alimentar (CONE, 2005; VALASSI et al, 2008; MARSTON et al, 2011).
Especificamente, o receptor MC4 é o mecanismo atraves do qual a 5-HT afeta o
comportamento alimentar reduzindo a ingestdo alimentar, tendo como agonista 0 a-
MSH, derivado da POMC, e como antagonista 0 AgRP (CONE, 2005; HEISLER et al.,
2006; LAM et al., 2008; MARSTON et al., 2011). Assim, acdo simultanea da 5-HT
sobre os receptores 5-HTig e 5-HT,c promove a expresséo de POMC no nicleo

arqueado e a ativacao da via das melanocortinas, tendo como consequéncia a saciedade.

Ja esta bem estabelecida na literatura a necessidade da serotonina encefalica para a

manutengdo do balanco energético e sua relacdo inversa com o consumo alimentar
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(MARSTON et al.,, 2011). Varios estudos ja associaram a alteracdo da funcéo
serotoninérgica com desordens alimentares (BREWRETON; JIMERSON, 1996;
MONTELEONE et al., 2000). Por exemplo, pacientes com bulemia nervosa apresentam
diminuicdo da sensibilidade/responsividade do sistema serotoninérgico e reducdo da
concentracdo plasmaética de triptofano (PIJL et al., 1995; JIMERSON et al., 1997;
ASKENASY et al., 1998; WOLFE et al., 2000). A partir disso, a manipulacdo
farmacoldgica do sistema serotoninérgico tem sido apontada para perda de peso na
obesidade e tratamento de distarbios alimentares (HILL; BLUNDELL, 1990).

Muitos ensaios clinicos demonstraram a eficicia do tratamento da obesidade,
bulemia e anorexia nervosa com farmacos serotoninérgicos (fluoxetina, escitalopram,
sibutramina, d-fenfluramina), sublinhando a importancia da regulacdo serotoninérgica
no controle da ingestdo alimentar (PIJL et al., 1991%"; FAHY et al., 1993; LAWTON et
al., 1995; ARNOLD et al., 2002; LEOMBRUNI et al., 2006; GRUDELL et al., 2008;
LEOMBRUNI et al., 2008; GUERDJIKOVA et al., 2008). Assim, levando em
consideracdo o papel sofisticado da serotonina na regulacdo do comportamento
alimentar e na sinalizacdo do neurodesenvolvimento, deve-se considerar, segundo a
teoria da plasticidade fenotipica, que a alteracdo dos niveis desta monoamina durante o
periodo neonatal pode modificar a expressdo do comportamento alimentar na vida

adulta.
2.5. Inibicéo seletiva neonatal da recaptacdo de serotonina e 0 comportamento alimentar

Poucos estudos avaliam os efeitos da ISNRS sobre o comportamento alimentar ao
longo da vida. Foi observado que a ISNRS promove aumento da laténcia para comer em
testes de hiponeofagia em camundongos adultos (ANSORGE et al., 2004; ANSORGE
et al., 2008). Neste contexto, nosso grupo de pesquisa tem se concentrado em investigar
os efeitos do aumento neonatal dos niveis de serotonina utilizando-se ISRS sobre o

comportamento alimentar em ratos na vida adulta.

Dados ndo publicados de nosso grupo de pesquisa demonstraram que a ISNRS
altera o comportamento alimentar (sequéncia comportamental de saciedade) com
antecipacdo da saciedade e reducdo da ingestdo alimentar relativa, bem como do tempo
de alimentacdo em ratos aos 180 dias de vida. Esses animais também apresentaram
aumento da quantidade de serotonina no hipotalamo e do nimero de neurénios ativos no
Arc apols estimulo alimentar. Dessa forma, a ISNRS parece modificar o fenotipo

alimentar caracterizado por hipofagia.
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Além disso, a ISNRS promoveu maior expressdo do receptor 5-HT,c no hipotalamo
associada a menor acumulo de tecido adiposo abdominal ap6s exposicdo prolongada a
dieta hiperlipidica/hipercalorica (GALINDO et al., 2015). Nés acreditamos que isso
ocorre devido ao aumento da atividade da via anorexigena no Arc. A partir deste ponto
surge, entdo, a necessidade de realizar estudos no sentido de investigar,
especificamente, o comportamento alimentar e a magnitude de neurénios reativos no
Arc em resposta a alimentacdo e a injecdo intracerebroventricular dos agonistas dos

receptores 5-HT,ce 5-HT .
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3. HIPOTESE

A inibicdo seletiva neonatal da recaptacdo de serotonina promove hipofagia
associada a maior reatividade neuronal apds estimulo com o agonista do receptor 5-
HT,c e menor reatividade neuronal em resposta ao agonista do receptor 5-HT1g no
nlcleo arqueado do hipotalamo em ratos adultos.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral

Estudar os efeitos da inibi¢do seletiva neonatal da recaptacédo de serotonina sobre
0 comportamento alimentar e a reatividade neuronal no nicleo arqueado (Arc) do

hipotalamo em resposta a agonistas serotoninérgicos em ratos adultos.
4.2. Objetivos especificos
a) Mensurar o peso corporal aos 180 dias de vida.

b) Avaliar a sequéncia comportamental de saciedade apo6s estimulo com os
agonistas dos receptores 5-HT,c e 5-HT;g aos 180 dias de vida.

c) Quantificar o nimero de neurdnios reativos contra proteina c-fos no Arc, através
de imunofluorescéncia, apds estimulo com os agonistas dos receptores 5-HT,c e
5-HT1p aos 180 dias de vida.
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5. METODO
5.1. Animais e biotério

Para realizacdo deste projeto de pesquisa, foi obtida aprovacdo pela Comissao de
Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias Biologicas da UFPE (CEUA —
CCB/UFPE) (Oficio 305/2010) (ANEXO A). Este estudo seguiu a “DIRETRIZ
BRASILEIRA PARA O CUIDADO E A UTILIZACAO DE ANIMAIS PARA FINS
CIENTIFICOS E DIDATICOS - DBCA” e as “DIRETRIZES PARA PRATICA DE
EUTANASIA DO CONCEA” de 2013, elaborada pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA) do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e
Inovagdo (MCTI).

Foram utilizados ainda, os guias “GUIDE FOR THE CARE AND USE OF
LABORATORY ANIMALS” e “RECOGNITION AND ALLEVIATION OF PAIN IN
LABORATORY ANIMALS”, elaborados pelo “Institute for Laboratory Animal
Research” do “Nacional Research Council of the National Academies” (EUA). Artigos

nas areas da Ciéncia em Animais de Laborat6rio também foram considerados.

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar provenientes da colénia do Departamento
de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os experimentos foram
realizados no biotério de experimentacdo animal do Anexo do Departamento de
Anatomia da UFPE, sob as seguintes condicdes: temperatura de 23°C£1, sistema de
exaustdo, ciclo claro-escuro de 12/12horas invertido (fase escura: das 06 as 18h / fase

clara: das 18 as 06h) e livre acesso a agua e racao padrdo de biotério (Purina®).

Os animais foram alocados em gaiolas brancas opacas com maravalha contendo até
trés ratos cada. Para a realizacao dos testes comportamentais, 0s animais foram alocados
individualmente em gaiolas transparentes de polipropileno (45x30x20 cm) 10 dias antes
dos experimentos, dessa forma, puderam ver, ouvir e sentir o cheiro dos ratos nas caixas

adjacentes, evitando o isolamento social (RODGERS et al., 2010).
5.2. Grupos experimentais

Ratas virgens (n=5), com 120 dias de vida e peso ideal para a idade (220 gramas)
foram transportadas para o biotério de experimentacdo e alocadas na proporc¢do de duas
fémeas por gaiola. Apos periodo de adaptacdo de 15 dias, ratas em periodo estral foram
colocadas para acasalamento na proporcdo de duas fémeas para um macho. A prenhez

foi confirmada pela presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal e pelo aumento
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progressivo do peso corporal das ratas, as quais foram alocadas individualmente até o
nascimento dos filhotes.

No primeiro dia pds-natal (1° DPN), que compreende o primeiro ciclo escuro
seguinte ao nascimento dos filhotes, foram realizadas a sexagem e a composi¢do das
ninhadas (n=5). Cada uma das ninhadas foi formada pela nutriz e oito neonatos machos
com peso corporal entre 6 e 8 gramas. Para completar as ninhadas com menos de oito
machos, foram utilizadas fémeas. O acasalamento e a composi¢do das ninhadas foram
feitos com base na revisdo de Bento-Santos e colaboradores (2012) publicada pela
Revista da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (RESBCAL).

Do 1° ao 21° DPN, foi realizada a inibicdo neonatal da recaptacdo de serotonina.
Para isso foi utilizado o farmaco fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptacdo de
serotonina, obtido na forma de cloridrato de fluoxetina (Bristol-USA®) e dissolvido em
solucéo salina (NaCl 0.9%) para uma concentragdo de 10 mg/ml (SILVA et al., 2010).
Os neonatos foram tratados com dose de 1 pl/g, por via subcutanea, diariamente, uma
hora apds o inicio do ciclo escuro (as 07 horas) (SILVA et al., 2010). Nesse horario
ocorre o pico de liberacdo de 5-HT no hipotalamo, potencializando a a¢édo do farmaco
(MATEOQOS et al., 2009).

De cada ninhada (n=8 neonatos), quatro filhotes receberam solucéo salina e quatro
filhotes foram tratados com fluoxetina, gerando dois grupos experimentais: Salina
(SAL) e Fluoxetina (FLUO) (n=20 animais/grupo experimental). No 22° DPN foi
realizado o desmame. As fémeas (n=9) foram encaminhas para experimentos de outros
estudos e um macho adoeceu, ndo sendo utilizado para as avaliacbes deste estudo.
Trinta machos seguiram para 0S experimentos seguintes (n=15 ratos/grupo
experimental). Aos 170 dias de vida, os animais foram submetidos a cirurgia
estereotaxica para implantacdo de canula no ventriculo lateral direito. Aos 180 dias de
vida, os animais dos grupos SAL e FLUO foram pesados e subdivididos,
aleatoriamente, em seis grupos experimentais de acordo com o tipo de injecdo

intracerebroventricular (ICV) (Figura 1):

1- Grupo SAL+ACSF: animais do grupo SAL que receberam solucdo fisioldgica de
“Artificial Cerebrospinal Fluid” (ACSF), volume de 3pl, via ICV, n=5 animais/grupo
(FLETCHER et al., 2009; CLISSOLD et al., 2013);
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2- Grupo SAL+AG.1B: animais do grupo SAL que receberam agonista do receptor 5-
HT.;s — CP 93129 (Tocris Biosciences®) — concentracdo de 1ug/0,5ul de ACSF,
volume de 3ul, via ICV, n=5 animais/grupo (CLISSOLD et al., 2013);

3- Grupo SAL+AG.2C: animais do grupo SAL que receberam agonista do receptor 5-
HT,c — Ro 60-0175 ((S)-2-(6-chloro-5- fluoroindol-1-yl)-1-methylethylamine fumarate)
(F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel®) — concentracdo de 0,05ug/ul de ACSF, volume
de 3ul, via ICV, n=5 animais/grupo (FLETCHER et al., 2009);

4- Grupo FLUO+ ACSF: animais do grupo FLUO que receberam solucdo fisiologica
de “Artificial Cerebrospinal Fluid” (ACSF), volume de 3ul, via ICV, n=5
animais/grupo (FLETCHER et al., 2009; CLISSOLD et al., 2013);

5- Grupo FLUO+AG.1B: animais do grupo FLUO que receberam agonista do
receptor 5-HTig — CP 93129 (Tocris Biosciences®) — concentracdo de 1ug/0,5ul de
ACSF, volume de 3pl, via ICV, n=5 animais/grupo (CLISSOLD et al., 2013);

6- Grupo FLUO+AG.2C: animais do grupos FLUO que receberam agonista do
5-HT,c - Ro 60-0175 ((S)-2-(6-chloro-5-
methylethylamine fumarate) (F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel®) — concentracdo de
0,05ug/ul de ACSF, volume de 3ul, via ICV, n=5 animais/grupo (FLETCHER et al.,
2009);

receptor fluoroindol-1-yl)-1-

A partir desses seis grupos experimentais (Figura 1), foram avaliados o

comportamento alimentar e a imunoreatividade neuronal no Arc.

Salina neonatal
+

ACSF aos 180 dias
(SAL+ACSF)

Salina neonatal
(SAL)

Salina neonatal
+
Agonista do receptor
5-HT,g aos 180 dias
(SAL+AG.1B)

Fluoxetina neonatal
(FLUO)

Fluoxetina neonatal
+
ACSF aos 180 dias
(FLUO+ACSF)

Salina neonatal
+
Agonista do receptor
5-HT,c aos 180 dias
(SAL+AG.2C)

Figura 1: Organograma dos grupos experimentais.
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5.3. Estereotaxia

No dia anterior a estereotaxia, foi adicionado analgésico na agua dos animais
(paracetamol em gotas, 1 gota/ml). Essa analgesia foi mantida até o 5° dia de pds-
operatério. Aos 170 dias de vida, foi realizado o procedimento cirdrgico apds anestesia
via intramuscular com Ketamina (60mg/Kg) e Cloridrato de Xilazina (7,5mg/Kg). Em
seguida a perda do reflexo ciliar, os ratos foram colocados sobre placa de aguecimento
(Insight®) a 37°C, fixados ao equipamento estereotaxico (Insight®) e submetidos a
cirurgia de canulacdo de acordo com método previamente descrito (PAXINOS et al.,
1980; CARVALHEIRA et al., 2001).

A perfuracdo do cranio para implantacdo da canula obedeceu as seguintes
coordenadas, a partir do bregma, segundo as diretrizes do atlas estereotaxico de Paxinos
e Watson (2005): -1 mm no eixo antero-posterior, -2 mm no eixo latero-lateral e -5 mm
no eixo cranio-caudal (Figura 2). Ao termino do procedimento cirdrgico, foi aplicada
dose Unica de Pentabiotico via subcutanea (10ul/100g). Os animais foram mantidos

aquecidos com manta até completa recuperacao anestésica.

Apos sete dias de recuperacao cirdrgica, a confirmacéo da canulagdo no ventriculo
lateral direito foi realizada através do teste de ingestdo de d&gua como descrito a seguir
(AJA et al., 2006). Para o teste, os animais foram privados de agua por uma hora. Em
seguida, foi realizada injecdo ICV de 5 ul de angiotensina Il diluida em ACSF (2 ng/ul).
Apos 30 minutos de livre acesso a agua, a quantidade de agua ingerida pelos animais foi
calculada pela diferenca entre os volumes de agua oferecido e rejeitado. Considera-se
que a canula esta posicionada no ventriculo lateral quando o animal consome um

volume maior ou igual a 5 ml (AJA et al., 2006).

Este método baseia-se no conhecimento de que os centros da sede localizados no
hipotalamo séo ativados na presenca de angiotensina Il. Entretanto, é necessario que a
angiotensina seja administrada no ventriculo lateral, de onde rapidamente se difunde
para o terceiro ventriculo ativando os centros da sede em curto espaco de tempo (AJA et
al., 2006). Dessa forma, observam-se os efeitos sobre consumo hidrico (AJA et al.,
2006).

Para a realizagdo das injecdes ICV, foi utilizada seringa de Hamilton (100 nl)
conectada a um tubo de prolipropileno fixado a uma agulha gengival (G30 — extra curta)

com resina acrilica (Vipiflash®). A ponta da agulha era lixada durante a estereotaxia,
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para obter tamanho exatamente igual ao da canula a ser implantada (evitando perda de
volume em espaco morto), e identificada com a marcagdo do animal que recebia a

respectiva canula.

No momento da inje¢do ICV, as patas anteriores do animal acordado foram
gentilmente cruzadas e imobilizadas utilizando-se uma flanela. Dessa forma, a regiéo
dorsal da cabega onde estava a canula implantada na estereotaxia era exposta enquanto
outra pessoa realizava a injecdo ICV. Este procedimento durou até um minuto. As
injecOes de ACSF e dos agonistas serotoninérgicos foram realizadas da mesma forma.

FEixo antero-posterior

Eixo latero-lateral - o

Eixo dorso-ventral ; v —> Mandril

—>Canula .
¥ b |

Figura 2: Cirurgia de Estereotaxia. As coordenadas -1 mm no eixo antero-
posterior, -2 mm no eixo latero-lateral e -5 mm no eixo cranio-caudal sdo
seguidas de modo a ser encontrado o ventriculo lateral direito para
insercdo de canula.

5.4. Peso corporal

Aos 180 dias de vida, imediatamente antes da injecdo ICV de ACSF ou dos
agonistas serotoninérgicos, os animais dos grupos SAL e FLUO foram pesados através

de balanca de precisdo (Marte®).
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5.5. Comportamento alimentar

Aos 180 dias de vida, os ratos canulados foram submetidos a avaliacdo do
comportamento alimentar através da analise da Sequéncia Comportamental de
Saciedade (SCS), método descrito por Halford e colaboradores (1998) (HALFORD et
al., 1998). Para realizacdo da SCS, os animais foram submetidos a jejum de trés horas.
O jejum foi iniciado as 12 horas (seis horas ap6s o inicio da fase escura do ciclo de luz),
horério que corresponde ao inicio do segundo pico circadiano de alimentacdo dos ratos
(SANCHEZ et al., 2008). Trinta minutos antes da SCS, os animais foram pesados e
submetidos as injecdes ICV de ACSF, agonista 5-HT1g ou agonista 5-HT,c de acordo

com o0s grupos previamente determinados.

O estudo da SCS teve inicio com a oferta de 30 gramas de racdo padrdo de biotério.
A partir desse momento, o animal foi filmado durante 60 minutos por camera com
sistema de infravermelho e o video foi armazenado em computador. Apos 60 minutos
de exposicdo ao alimento, foram realizadas as medidas de consumo. A ingestéo
alimentar foi obtida pela diferenca entre a quantidade de racdo oferecida e a quantidade
de racdo restante no final da SCS. A partir dessa medida, foram calculadas a Ingestédo
Alimentar Relativa [razdo entre a ingestdo alimentar (g) e o peso corporal (g)] e a Taxa
Alimentar [razdo entre a ingestdo alimentar relativa (g) e o tempo de alimentagédo

(segundos)].

Posteriormente, apenas um avaliador treinado, sem prévio conhecimento dos grupos
experimentais, analisou os filmes e quantificou os Tempos de Alimentacdo, Limpeza e
Descanso. Para a determinacdo desses tempos, o tempo total da SCS (60 minutos) foi
fracionado em 12 periodos de 5 minutos (300 segundos). Ao observar o video, o
avaliador cronometrou o tempo gasto em cada um dos comportamentos (Alimentacdo,
Limpeza e Descanso) em cada periodo. Ao final da analise, os tempos de cada
comportamento foram somados (em segundos). O Ponto de Saciedade foi determinado
pela interseccdo das linhas que representam as médias dos tempos dos comportamentos
de alimentacdo e de descanso, ou seja, € o ponto onde ha o declinio da alimentagéo e o
inicio descanso. Ja a Frequéncia Alimentar representa 0 nimero de vezes que o animal

buscou o alimento.
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5.6. Reatividade neuronal no Arc

Vaérios estudos tém detectado padrdes unicos de expressdo de c-fos em resposta a
estimulos especificos, inclusive, estimulos alimentares (LOPES-DE-SOUZA et al.,
2008; CHEN et al., 2011). Aos 180 dias de vida, a reatividade neuronal no Arc foi
avaliada através de imunofluorescéncia contra proteina c-fos. Apos a SCS (duracdo de
uma hora), o alimento continuou disponivel por mais trinta minutos, somando noventa
minutos de exposicdo alimentar, tempo necessario para expressao da referida proteina
(SAGAR et al., 1988).

Em seguida, os animais foram anestesiados e submetidos & perfusdo transcardiaca
com 200 ml de solucdo fisiolégica (NaCl, 0,9%) e 400 ml de solucdo fixadora (4% de
paraformoaldeido em 4% de PBS, pH 7,4, a 4°C) (NOGUEIRA et al., 1997). Apos
perfusdo, os encefalos foram retirados do crénio, pds-fixados na mesma solucao

fixadora por quatro horas e armazenados em solucéo de sacarose (30%).

Posteriormente, os encéfalos foram criosseccionados em criostato (Leica®)
obtendo-se cinco séries de cortes coronais com 30 um de espessura, 0S quais foram
armazenados em placas de cultura contendo solucao crioprotetora ( “Antifrezing”’) até o
procedimento de imunofluorescéncia. Os cortes da segunda série correspondentes a
regidao do Arc foram selecionados e montados sobre laminas previamente gelatinizadas.

Essas foram colocadas em cubas onde ocorreram as reacdes imunologicas.

Os cortes foram lavados com PBS (10 mM, pH 7,4), tratados com glicina (0,01 M) e
albumina bovina (BSA) (2%) e incubados com anticorpo primario (1:2000), BSA (1%)
e triton X-100 (0,2%), “Overnight” a 4°C. No dia seguinte, os cortes foram lavados
com PBS e incubados com o anticorpo secundario (1 gota/ml) por noventa minutos a
temperatura ambiente. Foram utilizados o anticorpo priméario coelho anti-c-fos (Santa
Cruz Biotechnology®) e o anticorpo secundario ALEXA 594 cabra anti-coelho (Life
Technologies®). Ao término das reacdes, as laminas foram montadas utilizando-se
solucdo de montagem (89% de glicerol, 10% de PBS e 1% de DABCO) e laminulas.

A visualizacdo das laminas e a captura das imagens foram feitas em microscopio de
fluorescéncia (Zeiss®) acoplado a cAmera. Posteriormente, as imagens adquiridas foram
processadas no programa ImagelJ® para quantificacdo dos neurbnios reativos contra c-
fos no Arc. Foram considerados 0s seguintes bregmas segundo as diretrizes do atlas

estereotaxico de Paxinos e Watson (2005): -1.92 mm, -2.52 mm e -3.12 mm. O numero
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de neurdnios reativos por animal foi determinado pela média aritmética das quantidades
de neurdnios reativos em cada bregma (Figura 3).

5.7. Estatistica

Os dados foram apresentados sob a forma de média + erro padrdo da média. Para a
analise do peso corporal entre os grupos SAL e FLUO, foi realizado o teste t student
(p<0,05). Ja para a analise da ingestdo alimentar, tempo de alimentacéo, taxa alimentar,
frequéncia alimentar e quantidade de neurdGnios imunoreativos entre 0S grupos
SAL+ACSF, SAL+AG.1B, SAL+AG.2C, FLUO+ACSF, FLUO+AG.1B e
FLUO+AG.2C, foi realizada andlise de variancia (ANOVA two way) e Bonferroni's
Post Test (p<0,05). O programa GraphPad Prism 5 foi utilizado para analise estatistica e

obtencéo dos gréaficos representativos.

Figura 3: Método de quantificagdo do namero de células reativas contra proteina c-fos
no Arc. A: figura que correspondente ao bregma -1.92 mm em atlas estereotaxico; B:
exemplo de imagem de corte histoldgico correspondente ao bregma -1.92 mm apdés
imunofluorescéncia contra c-fos; C: quantificacdo neuronal do corte representado em B
(lado direito); D: quantificagdo neuronal do corte representado em B (lado esquerdo). C
e D obtidos durante a quantificacdo neuronal através do programa ImageJ®.
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6. RESULTADO

6.1. Artigo original

Inibicdo Neonatal da Recaptacdo de Serotonina Aumenta a Imunorreatividade
Neuronal no Nucleo Arqueado do Hipotdlamo em Resposta a Agonista do
Receptor 5-HT,c em Ratos Adultos.

Manuella da Luz Duarte Barros®, Sara Hadj Sadok?, Aenoan Rayane de Souza Soares®, Yves Tourner®,
Omar Guzman Quevedo®, Ligia Cristina Monteiro Galindo® e Raul Manhes de Castro’.

'Programa de P6s-Graduacdo em Nutricdo Atividade Fisica e Plasticidade Fenotipica do Centro
Académico de Vitéria de Santo Antdo (CAV — UFPE); “Departamento de Medicina (UFPE);
®*Departamento de Fisioterapia (UFPE); “CNRS/Inserm U1060, Centre Hospitalier Lyon-Sud, France;
Neurocentre Magendie, Inserm U862, Bordeaux, France; °Departamento de Anatomia (UFPE);
"Departamento de Nutri¢do (UFPE).

RESUMO: A plasticidade fenotipica compreende a capacidade do organismo de
adaptar-se as condi¢Ges ambientais. Durante os periodos criticos de desenvolvimento ha
maior responsividade aos estimulos externos, que podem levar a modificacdes
morfofuncionais em longo prazo. Neste contexto, a serotonina (5-HT) tem papel
determinante sobre o desenvolvimento do sistema nervoso. Além disso, a 5-HT
participa do controle da ingestdo alimentar estimulando a saciedade através da inibigcdo
de neurbnios orexigenos e estimulacdo de neurbnios anorexigenos via receptores 5-
HT,5 e 5-HTc, respectivamente, no nucleo arqueado (Arc) do hipotalamo. Dessa forma,
a alteracdo da atividade serotoninérgica durante o desenvolvimento pode modificar a
regulacdo e a expressdo do comportamento alimentar na vida adulta. Este estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos da inibicdo seletiva neonatal da recaptacdo de
serotonina (ISNRS) sobre o peso corporal e, o comportamento alimentar e a
imunoreatividade neuronal no Arc em resposta aos agonistas dos receptores 5-HTig e 5-
HT,c, em ratos adultos. Ratos Wistar foram tratados com salina (SAL, n=15) ou
fluoxetina (FLUO, n=15) do 1° ao 21° dia p6s-natal. Aos 170 dias de vida foi realizada
estereotaxia. Aos 180 dias foi realizada a pesagem dos animais seguida de injecdo
intracerebroventricular de ACSF, agonista do receptor 5-HT;g ou agonista do receptor
5-HT,c, obtendo-se seis grupos experimentais (n=5 animais /grupo): SAL+ACSF,
SAL+AG.1B, SAL+AG.2C, FLUO+ACSF, FLUO+AG.1B e FLUO+AG.2C. A partir
desses grupos, foi avaliada a sequéncia comportamental de saciedade (SCS) e o numero
de neurdnios reativos no Arc através de imunofluorescéncia contra c-fos. O grupo
FLUO apresentou menor peso corporal. A partir de nossos resultados, parece que a
ISNRS promove maior ingestdo alimentar frente ao agonista 5-HT,c, menor taxa
alimentar ap6s injecdo de ACSF e antecipacdo do ponto de saciedade apos estimulo
com o agonista 5-HT3g. O grupo FLUO também apresentou maior namero de neurénios
reativos no Arc frente ao agonista 5-HT,c. Apesar de ndo ter ocorrido uma aparente
reducdo da ingestdo alimentar, a ISNRS parece promover aumento da atividade da via
anorexigena no Arc, corroborando nossa hipétese. Dessa forma, os achados deste estudo
apontam para justificar o menor peso corporal em ratos adultos submetidos a ISNRS
através do aumento da atividade da via anorexigena no Arc, fator que pode levar ao
aumento gasto energético.

PALAVRAS-CHAVE: Plasticidade fenotipica, serotonina e comportamento alimentar.
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INTRODUCAO

A plasticidade fenotipica compreende a capacidade de adaptacdo as condigdes
ambientais (West-Eberhard, 2005%, West-Eberhard, 2005"). Especificamente, nas fases
de gestacdo e lactacdo ha maior sensibilidade do organismo aos estimulos externos que
induzem modificagdes bioldgicas com repercussdes ao longo da vida (Rice e Barone,
2000; Gluckman et al, 2009). Nesse contexto, a serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-
HT) desempenha fungdes determinantes para o desenvolvimento do sistema nervoso
central. A 5-HT modula a neurogénese, tem efeito autorregulatorio e regula os
processos de maturacdo dos circuitos neurais (alongamento axonal, sinaptogénese, etc)
(Whitaker-Azmitia e Azmitia, 1994; Goldberg, 1998; Ahlemeyer et al, 2000; Ramos et
al, 2004; Vitalis et al, 2007). Isso sugere que a alteracdo da atividade serotoninérgica
durante os periodos criticos de desenvolvimento podem gerar respostas adaptativas

associadas a mudancas em longo prazo nas func¢des controladas pela 5-HT.

Os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) sdo prescritos para o
tratamento da depressdo gestacional e pos-parto (Hendrick, 2003). No entanto, esses
farmacos e seus metabdlitos chegam ao feto e neonato através da placenta e do leite
materno podendo interferir em seu desenvolvimento (Kristensen et al, 1999; Gentile et
al, 2007; Tanoshima et al, 2014; Orsolini e Bellantuono, 2015). Estudos em modelos
animais demonstram que a inibicdo seletiva neonatal da recaptacdo da serotonina
(ISNRS) promove modificacdes morfofuncionais e comportamentais. Foi observada
hipotrofia de neurénios no sistema serotoninérgico, em regides do sistema limbico e no
cdrtex motor primario, além de alteracdes tardias sobre 0s comportamentos emocional,
social e afetivo, bem como da atividade locomotora (Manh&es-de-Castro et al, 2001;
Mendes-da-Silva et al, 2002; Ansorge et al, 2004; Maciag et al, 2006; Ribas et al, 2008;
Silva et al, 2010; Rodriguez-Porcel et al, 2011; Lee, 2012; Ko et al, 2014; Rebello et al,
2014; Zimmerberg e Germeyan, 2015).

Além de acumular varias funcdes durante o desenvolvimento, a 5-HT participa da
regulacdo homeostatica do balanco energético via ndcleo arqueado (Arc) do hipotalamo
(Heisler et al, 2003; 2006). Através dos receptores serotoninérgicos 5-HT1g € 5-HTyc,
respectivamente, a serotonina inibe neurénios que produzem neuropeptideos orexigenos
(NPY-neuropeptideo Y e AgRP-peptideo relacionado ao agouti) e estimula neurdnios
que expressam neuropeptideos anorexigenos (POMC-pré-opiomelanocortina e CART-

transcrito relacionado a cocaina e anfetamina) localizados no Arc, resultando em
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saciedade e aumento do gasto energético (Heisler et al, 2002; Cone, 2005; Heisler et al,
2006; Lam et al, 2008; Xu et al, 2008; Marston et al, 2011). Assim, a INRS pode alterar

o0 controle serotoninérgico do comportamento alimentar na vida adulta.

Poucos estudos avaliam os efeitos da ISNRS sobre o comportamento alimentar ao
longo da vida. Dados de nosso grupo de pesquisa demonstraram que a ISNRS antecipa a
saciedade e reduz o consumo alimentar relativo, bem como o tempo de alimentacéo,
caracterizando um fenotipo de hipofagia. A ISNRS também promoveu menor aumento
da adiposidade abdominal e maior expressdo dos receptores 5-HT,c no Arc apds
consumo prolongado de dieta hiperlipidica/hipercalérica em ratos adultos, sugerindo
melhor adaptacdo ao aumento da oferta energética (Galindo et al, 2015). Dessa forma,
nds hipotetizamos que a ISNRS promove aumento da atividade da via anorexigena no
Arc. Sendo assim, este estudo investigou o nUmero de neurdnios reativos no Arc em
resposta a injecdo intracerebroventricular dos agonistas dos receptores 5-HTig € 5-
HTac.

METODO
Animais

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro
de Ciéncias Bioldgicas (CEUA-UFPE) (Oficio 305/2010). Os experimentos seguiram a
“DIRETRIZ BRASILEIRA PARA O CUIDADO E A UTILIZACAO DE ANIMAIS
PARA FINS CIENTIFICOS E DIDATICOS - DBCA” e as “DIRETRIZES PARA
PRATICA DE EUTANASIA DO CONCEA” de 2013, elaborada pelo Conselho

Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) do Ministério da Ciéncia,

Tecnologia e Inovacao — Brasil.

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar provenientes da colonia do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os animais
foram mantidos sob condicGes padrdo no biotério de experimentacdo animal do Anexo
do Departamento de Anatomia da UFPE, com ciclo claro-escuro de 12/12horas
invertido (fase escura: das 06 as 18 horas / fase clara: das 18 as 06 horas) e livre acesso

a agua e comida.
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Grupos experimentais

Ratas (n=5) virgens, com 120 dias de vida e peso ideal para a idade (220 gramas)
foram colocadas para acasalamento. No primeiro dia pés-natal (1° DPN), que
compreende o primeiro ciclo escuro seguinte ao nascimento dos filhotes, foram
realizadas a sexagem e a composicao das ninhadas. O acasalamento e a composi¢do das
ninhadas foram feitos com base na revisdo de Bento-Santos e colaboradores (2012).

Do 1° ao 21° DPN, os neonatos foram tratados com solugdo salina — SAL (NaCl
0.9%) ou fluoxetina — FLUO (10mg/ml), na dose de 1 ul/g, via subcutanea, diariamente,
uma hora ap6s o inicio do ciclo escuro (Silva et al, 2010). Aos 170 dias de vida, foi
realizada a estereotaxia para implantacdo de canula no ventriculo lateral direito (Paxinos
et al, 1980; Carvalheira et al, 2001). Para confirmacdo da eficacia do procedimento
cirurgico foi realizado o teste de ingestdo de agua (Aja et al, 2006).

Aos 180 dias de vida, 0s animais receberam injecdo intracerebroventricular (ICV)
de 3ul de “Artificial Cerebrospinal Fluid” (ACSF), agonista do receptor 5-HT;g (CP 93
129, concentragdo de 1pg/0,5ul de ACSF) (Tocris Biosciences®) ou agonista do
receptor 5-HT,c (Ro-600175, concentragdo de 0,05ug/pl de ACSF) (F. Hoffmann-La
Roche Ltd, Basel®) (Fletcher et al, 2009; Clissold et al, 2013). A partir dessas injecoes
ICV, foram formados os grupos SAL+ACSF, SAL+AG.1B e SAL+AG.2C (animais que
receberam solucdo salina na fase neonatal e injecdo ICV de ACSF, agonista do receptor
5-HT1g ou agonista do receptor 5-HT,c, respectivamente); e, FLUO+ACSF,
FLUO+AG.1B e FLUO+AG.2C (animais tratados com fluoxetina na fase neonatal e
injecdo ICV de ACSF, agonista do receptor 5-HT1g ou agonista do receptor 5-HTc,

respectivamente).
Peso corporal

Aos 180 dias de vida, imediatamente antes da injecdo ICV de ACSF ou dos
agonistas serotoninérgicos, os animais dos grupos SAL e FLUO foram pesados

utilizando-se balancga.
Comportamento alimentar

Aos 180 dias de vida, o comportamento alimentar foi avaliado através da analise da
Sequéncia Comportamental de Saciedade (SCS), método descrito por Halford e
colaboradores (1998) (Halford et al, 1998). Para realizacdo do teste, os animais foram

submetidos a jejum de trés horas. Trinta minutos antes da SCS, foi realizada pesagem
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dos animais e injecdo ICV de ACSF, agonista do receptor 5-HT;g ou agonista do
receptor 5-HTc.

No inicio do teste, foram oferecidos 30 gramas de racdo padrdo de biotério aos
animais. A partir desse momento, o animal foi filmado durante uma hora para posterior
quantificacdo dos Tempos de Alimentacdo, Limpeza e Descanso (tempo total em
segundos de cada comportamento) e da Frequéncia Alimentar (nGmero de vezes que 0
animal busca o alimento). O Ponto de Saciedade foi determinado pela interseccdo das

linhas que representam os comportamentos de alimentagéo e descanso.

Ao término da SCS, foi feita a pesagem do alimento rejeitado pelo animal para
obtencdo da ingestdo alimentar (diferenca entre a quantidade de racdo oferecida no
inicio e a quantidade de racdo restante no final da SCS). A partir dessa medida, foram
calculados a Ingestdo Alimentar Relativa (razdo entre a ingestdo alimentar e 0 peso
corporal) e a Taxa Alimentar (razdo entre a ingestdo alimentar relativa e o tempo de

alimentacéo).
Reatividade neuronal no Arc

Aos 180 dias de vida, a reatividade neuronal no Arc foi avaliada através de
imunofluorescéncia contra proteina c-fos. Apds a SCS (duragdo de uma hora), o
alimento continuou disponivel por mais trinta minutos, somando noventa minutos de
exposicdo alimentar, tempo necessario para expressao da referida proteina (Sagar et al,
1988). Em seguida, os animais passaram por perfusdo transcardiaca. Posteriormente, 0s
encéfalos foram criosseccionados em criostato (Leica®) obtendo-se cortes de 30 um de

espessura.

Foram utilizados o anticorpo primario coelho anti-c-fos (Santa Cruz
Biotechnology®) e o anticorpo secundario ALEXA 594 cabra anti-coelho (Life
Technologies®). As imagens foram capturadas em microscopio de fluorescéncia
(Zeiss®) acoplado a camera. A quantificacdo do ndmero de neurdnios imunoreativos
contra c-FOS no Arc foi realizada através do programa ImageJ. O atlas anatdmico de
Paxinos e Watson (2005) foi utilizado para identificacdo dos bregmas correspondentes

ao Arc.
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Estatistica

Os dados foram apresentados sob a forma de média + erro padrdo da media (EPM).
Para a analise do peso corporal entre os grupos SAL e FLUO, foi realizado o teste t
student (p<0,05). Para a analise da ingestdo alimentar, tempo de alimentagdo, taxa
alimentar, frequéncia alimentar e quantidade de neurdnios imunoreativos entre oS
grupos SAL+ACSF, SAL+AG.1B, SAL+AG.2C, FLUO+ACSF, FLUO+AG.1B e
FLUO+AG.2C, foi realizada andlise de variancia (ANOVA two way) e Bonferroni's
Post Test (p<0,05). O programa GraphPad Prism 5® foi utilizado para analise estatistica
e obtencdo dos gréficos representativos.

RESULTADOS
Peso corporal

A inibicdo neonatal da recaptacdo de serotonina promoveu menor peso corporal em
ratos aos 180 dias de vida (341,00+6,34 versus 418,59+6,48; p=0,0001) (Figura 1).
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Figura 1: Efeito da inibig8o seletiva neonatal da recaptacdo de serotonina sobre o peso corporal em ratos
aos 180 dias de vida. Teste t student (p<0,05).

Comportamento alimentar

O ponto de saciedade, representado pela interseccdo das médias dos tempos onde
foram expressos os comportamentos de Alimentacdo e Repouso na SCS, apresentou-se
semelhante entre os animais dos grupos SAL e FLUO apds injecdo ICV com ACSF
(Figuras2A e 2B). A injecdo ICV do agonista do receptor 5-HTg promoveu retardo no
ponto de saciedade nos animais dos grupos SAL e FLUO, porém, este retardo foi
ligeiramente menor no grupo FLUO+AG.1B (Figuras 2C e 2D). Ja a injecdo ICV com o
agonista do receptor 5-HT,c promoveu retardo semelhante no ponto de saciedade em

ambos 0s grupos experimentais (Figuras 2E e 2F).
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Figura 2: Efeito da inibicdo seletiva neonatal da recaptacdo de serotonina sobre o ponto de saciedade em
ratos aos 180 dias de vida apds injecdo ICV de ACSF, agonista do receptor 5-HT g ou agonista do receptor
5-HT,c. O Ponto de Saciedade foi determinado pela interseccéo das linhas que representam as médias dos
tempos dos comportamentos de alimentacao e de descanso. Os dados estdo apresentados em média + EPM.

Nos animais dos grupos SAL e FLUO, a injecdo ICV com agonista do receptor 5-

HT1g ou 5-HT,c promoveu aumento da ingestdo alimentar em relacéo a injecdo ICV de

ACSF (Figura 3.A). Além disso, ap0s estimulo com agonista do receptor 5-HT,c, 0
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grupo tratado com fluoxetina na fase neonatal (FLUO+AG.2C) apresentou maior
ingestdo alimentar que o grupo que recebeu solucdo salina (SAL+AG.2C) (2,24+0,23
versus 1,68+0,24; p<0,05) (Figura 3.A).
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Figura 3: Efeito da inibicdo seletiva neonatal da recaptagéo de serotonina sobre a ingestdo alimentar (A),
tempo de alimentacdo (B), taxa alimentar (C) e frequéncia alimentar (D) em ratos aos 180 dias de vida
apos injecdo ICV de ACSF, agonista do receptor 5-HT 5 ou agonista do receptor 5-HT,c. ANOVA Two-
Way, Bonferroni's Post Test (p<0,05). * = SAL+AG.1B e SAL+AG.2C versus SAL+ACSF; # =
FLUO+AG.1B e FLUO+AG.2C versus FLUO+ACSF; & = FLUO+AG.2C versus SAL+AG.2C; $ =
FLUO+ACSF versus SAL+ACSF.

Né&o foi observado efeito da inibicdo neonatal da recaptacdo de serotonina sobre o
tempo de alimentacdo ou frequéncia alimentar (Figuras 3.B e 3.D). No entanto, a
injecdo ICV com agonista 5-HT,c promoveu aumento do tempo de alimentacdo e da
frequéncia alimentar no grupo FLUO+AG.2C em relacdo ao grupo FLUO+ACSF
(Figuras 3.B e 3.D). Ademais, ap0s injecdo ICV de ACSF, o grupo tratado com
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fluoxetina na fase neonatal (FLUO+ACSF) apresentou menor taxa alimentar em relagéo
ao grupo que recebeu solucdo salina (SAL+ACSF) (0,41+0,07 versus 0,55+0,06;
p<0,05) (Figura 3.C).

Reatividade neuronal no Arc

Nos animais do grupo SAL, a injecdo ICV com agonista do receptor 5-HT3g ou 5-
HT,c reduziu a quantidade de neur6nios ativos no ARC em relacdo a injecdo ICV de
ACSF (Figura 4). Além disso, ap0s estimulo com agonista do receptor 5-HT,¢, 0 grupo
tratado com fluoxetina na fase neonatal (FLUO+AG.2C) apresentou maior
imunorreatividade neuronal no Arc comparando-se com 0 grupo que recebeu solucdo
salina (SAL+AG.2C) (51,67+4,11 versus 37,42+0,43; p=0,01) (Figura 4).
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Figura 4: Efeito da inibicdo seletiva neonatal da recaptacdo de serotonina sobre o nimero de células
reativas contra c-fos no Arc em ratos aos 180 dias de vida ap6s inje¢do ICV de ACSF, agonista do
receptor 5-HT g ou agonista do receptor 5-HT,c. ANOVA Two-Way, Bonferroni's Post Test (p<0,05). * =

SAL+AG.1B e SAL+AG.2C versus SAL+ACSF; & = FLUO+AG.2C versus SAL+AG.2C.

DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que a inibicdo da recaptacdo da serotonina no periodo
neonatal sinalizou para efeitos tardios sobre o peso corporal, o comportamento
alimentar e a imunorreatividade contra c-Fos no Arc em resposta ao estimulo central
com agonistas dos receptores 5-HT;s e 5-HT,c. Neste sentido, a ISNRS esteve
associada ao menor peso corporal e a menor taxa alimentar em resposta a injecdo ICV
de ACSF, na vida adulta. Além disso, os animais submetidos & ISNRS demonstraram
menor atraso no ponto de saciedade na SCS frente ao estimulo com agonista 5-HTg.

Adicionalmente, os animais submetidos a ISNRS apresentaram aumento na ingestao
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alimentar estando essa alteracdo associada a maior imunorreatividade neuronal contra c-
Fos no Arc do hipotalamo apds estimulo ICV com agonista do receptor 5-HT,c. Sendo
assim, esses achados sugerem que os animais submetidos & ISNRS sdo mais sensiveis

ao estimulo com o agonista do receptor 5-HT,¢ na vida adulta.

O peso corporal é a resultante do balango entre o consumo alimentar e o gasto
energético (Morton et al, 2006). Por conseguinte, um menor peso corporal pode ser
consequente de uma reducdo da ingestdo alimentar e/ou aumento do gasto energético
(Morton et al, 2006). No atual estudo, animais submetidos a ISNRS apresentaram
menores peso corporal e taxa alimentar, porém, sem alteracdo na ingestdo alimentar
quando estimulados com injecdo ICV neutra de ACSF aos 180 dias de vida. Na
literatura, varios estudos apontam que a ISNRS reduz o peso corporal em curto e longo
prazo. Por exemplo, a exposicdo neonatal a farmacos antidepressivos, dentre eles a
fluoxetina, promove menor ganho de peso corporal durante a lactacdo associado a
menor crescimento somatico (Manh&es-de-Castro et al, 2001; Mendes-da-Silva et al,
2002; Deir¢ et al, 2004; 2006; 2008; Toscano et al, 2008; Silva et al, 2010). Além disso,
foi observado menor peso corporal em ratos jovens e adultos, demonstrando que a
reducdo do peso corporal provocada pela INRS permanece ao longo da vida (Manhaes-
de-Castro et al, 2001; da Silva et al, 2014; 2015%; 2015"; Galindo et al, 2015).

Essa reducdo ponderal foi relacionada a menor ingestdo alimentar devido aos
efeitos anoréxicos da fluoxetina (Deir6 et al, 2004; 2006; 2008). Entretanto, a ISNRS
tem sido associada a um possivel estado hipermetabolico na vida adulta caracterizado
por maior consumo de oxigénio (VO,) e menor peso corporal (Kummet et al, 2012). Da
Silva e colaboradores (2015) demonstraram em ratos que este “lean phenotype”
(menores peso corporal e massa gorda) frente ao aumento da atividade serotoninérgica
durante o desenvolvimento neonatal pode ser consequente de adaptacdes na
bioenergética mitocondrial e na “uncoupling protein” (UCP) em tecidos chave para o
balanco energético (da Silva et al, 2015% 2015"). Animais jovens expostos & fluoxetina
na fase neonatal apresentaram aumento do VO, e menor producdo de espécies reativas
de oxigénio (ERO), embora ndo tenha alterado o estresse oxidativo, no hipotalamo bem
como no misculo esquelético (da Silva et al, 2015%). Também foi observado aumento da
respiracdo mitocondrial, menor producdo de ERO e aumento da expressdo da UCP1 no

tecido adiposo marrom associado a maior capacidade de manter a temperatura corporal
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em ambiente frio (da Silva et al, 2015). Juntos, esses achados sugerem um fendtipo

adaptado para maior gasto energético.

De fato, atualmente é bem aceito que a regulacdo do peso corporal estd
estreitamente relacionada ao controle neural do gasto energético (Munzberg et al, 2015).
O Arc é altamente responsivo a mudancas no estado energeético e nutricional (jejum, por
exemplo) (Miinzberg et al, 2015). Este nlcleo hipotalamico medeia mudancas no tecido
adiposo marrom (BAT), via Sistema Nervoso Autdonomo (SNA) (Miinzberg et al, 2015).
Os neurénios POMC expressos no Arc sdo anorexigenos e aumentam a termogénese do
BAT (Minzberg et al, 2015). Tais fendmenos (anorexia e termogénese) decorrem da
secrecdo do Horménio Estimulado pelo Melanécito (MSH), um subproduto da via das
melacortinas, capaz de ativar os receptores MC4 no hipotalamo e, subsequentemente,
aumentar o gasto energético e a expressdo de UCP1 no BAT, via SNA. (Haynes et al,
1999; Chen et al, 2000; Ste et al, 200).

Uma vez que a serotonina se liga aos receptores 5-HT,c, presentes nos neurénios
que expressam POMC no nucleo arqueado do hipotalamo, ela é capaz de ativar a via das
melanocortinas promovendo reducdo da ingestdo alimentar e aumento do gasto
energético (Heisler, 2006). Desta forma, o0 aumento do gasto energéetico em longo prazo
como uma reposta adaptativa ao aumento da disponibilidade de serotonina durante o
periodo critico de desenvolvimento, poderia explicar a persisténcia na reducdo do peso
corporal em nosso modelo experimental, embora 0s mecanismos associados a tal

expressao fenotipica ndo tenham sido objetivo do estudo em questéo.

A Sequéncia Comportamental de Saciedade (SCS) é o nome dado a transigédo
ordenada das atividades de alimentacdo, limpeza e descanso mensurados durante o
periodo pos-ingestivo (Halford et al, 1998). Como a SCS reflete processos fisiologicos
naturais relacionados a saciedade, ela pode ser influenciada por farmacos que interfiram
em mecanismos relacionados a ingestdo alimentar (Halford et al, 1998). Drogas que
aumentem atividade sindptica da 5-HT, como a fluoxetina ou agonista do receptor 5-
HT1g e/ou 5-HT,c podem antecipar o ponto de saciedade (Halford et al, 1998). Neste
estudo, a exposicdo neonatal a fluoxetina reduziu da taxa alimentar sem alteracdo na
ingestdo alimentar relativa apds injecdo ICV neutra de ACSF. Adicionalmente, houve
maior ingestdo alimentar relativa apds estimulo com o agonista do receptor 5-HT,c e

menor atraso do ponto de saciedade frente ao estimulo com agonista 5-HTg.
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Dados prévios ndo publicados de nosso grupo de pesquisa indicaram que a
exposicdo neonatal & fluoxetina promove antecipagdo da saciedade e maior atividade
neuronal no Arc apds estimulo alimentar em ratos aos 180 dias, caracterizando um
fendtipo hipofagico (Galindo, 2013, tese). Galindo e colaboradores (2015) também
observaram menor consumo alimentar em ratos aos 180 dias (Galindo et al, 2015).
Entretanto, outro estudo que também utilizou inibicdo neonatal da recaptacdo da
serotonina com fluoxetina, ndo encontrou modificagdo do comportamento alimentar
(ingestdo ou saciedade) em ratos jovens (da Silva et al, 2014). J& camundongos tratados
com sertralina na fase neonatal apresentaram maior ingestdo calérica na vida adulta
(Kummet et al, 2012). Estes diferentes resultados podem ser decorrentes a diferentes
metodologias utilizadas para a realizacdo dos estudos acima citados. Além disso, ndo
foram encontrados na literatura estudos sobre a resposta do comportamento alimentar
frente ao estimulo agudo central com agonistas serotoninérgicos em animais

previamente tratados com fluoxetina na lactacéo.

O efeito anoréxico da fluoxetina, fora do periodo de desenvolvimento, sobre a
ingestdo e o gasto de energia € bem estabelecido na literatura, sendo esse farmaco
utilizado na clinica para perda de peso (Hill e Blundell, 1990). No entanto, os achados
na literatura e neste estudo quanto as adaptacbes fenotipicas e expressdao do
comportamento alimentar em animais adultos expostos a esses farmacos na vida
neonatal sdo divergentes. Isso reforga a ideia de “developmentally-depedent efects”
(Ansorge et al, 2004; Borue et al, 2007; Ansorge et al, 2008; Whitaker-Azmitia, 2010).

Por trds das modificacbes comportamentais, varios estudos apontam alteracdes
morfofuncionais permanentes em locais que modulam o comportamento alimentar
como o sistema serotoninérgico e o hipotadlamo. A ISNRS promoveu hipotrofia do
sistema serotoninérgico, aumento da expressao dos receptores 5-HT1a pds-sinapticos no
hipotalamo e “dowmregulation” desses autorreceptores, bem como do SERT, no nucleo
dorsal da rafe (Hansen e Mikkelsen, 1998; Silva et al, 2010; Limdén-Morales et al,
2014). Também foi observado menor expressdo de 5-HT,c e NPY no hipotalamo, sem
alteracdo do receptor 5-HT;g (Galindo et al, 2015). Essas alteragdes podem compor 0s
mecanismos subjacentes as modificacbes no comportamento alimentar. Neste estudo, a
ISNRS aumentou a atividade neuronal no Arc apos estimulo com agonista 5-HT,c. Esse
achado indica que a via anorexigena no Arc pode ser mais ativa nos animais tratados

com fluoxetina na lactagéo.
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Nossos resultados ndo corroboraram com a hipétese inicial de que a INRS promove
hipofagia em longo prazo. No entanto, a ISNRS promoveu menor peso corporal
associado ao aumento da atividade neuronal no Arc em resposta ao estimulo do agonista
5-HT,c. Dessa forma, os achados deste estudo apontam para justificar o menor peso
corporal em ratos adultos submetidos a ISNRS através do aumento da atividade da via
anorexigena no Arc e do inferido aumento do gasto energético. A maior reatividade
neuronal no Arc em ratos submetidos a ISNRS, ap6s estimulo com agonista do receptor
5-HT,c na vida adulta, reforca os achados de estudo anterior (Galindo, et al, 2015) e a
hip6tese de que a maior disponibilidade sindptica neonatal de serotonina possivelmente
sinaliza para a maior atividade da via da melanocortinas em ratos adultos. Deste modo,
possivelmente, estes organismos possuem maior capacidade de adaptacdo a demandas

energético-caldricas ambientais.
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7. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A inibicdo da recaptacdo de serotonina no periodo neonatal foi associada a
alteragcbes no peso corporal, no comportamento alimentar e na imunorreatividade
neuronal contra c-Fos no Arc do hipotalamo na vida adulta. Ratos adultos submetidos
ao tratamento cronico com fluoxetina durante a lactacdo apresentaram menor peso
corporal. Uma vez que o peso corporal é a resultante do balanco entre a ingestdo e o
gasto energético, essa reducdo do peso corporal poderia ser justificada por uma redugédo
da ingestdo alimentar e/ou aumento do gasto de energia.

N&do foi observada alteracdo na ingestdo alimentar apds injecdo ICV neutra de
ACSF. Por outro lado, houve reducdo da taxa alimentar apos injecdo ICV de ACSF,
antecipacdo do ponto de saciedade ap6s injecdo ICV de agonista 5-HT1g € aumento da
ingestdo alimentar apds injecdo ICV de agonista 5-HT,c. Esses achados referentes aos
parametros do comportamento alimentar ndo permitiram a confirmacdo da hipotese

inicial de que a INRS promove um fen6tipo caracterizado por hipofagia em longo prazo.

Apesar disso, a INRS promoveu maior imunorreatividade neuronal contra c-Fos no
Arc em resposta a injecdo ICV de agonista do receptor 5-HT,c. Esse resultado reforca o
que encontramos em estudo anterior e ratifica a hipdtese inicial de que a maior
disponibilidade sinaptica neonatal de serotonina sinaliza para uma maior atividade da
via das melanocortinas na idade adulta. A ativacdo da via das melanocortinas esta
associada ao aumento do gasto energetico. Dessa forma, os achados deste estudo
apontam para justificar o menor peso corporal em ratos adultos submetidos a INRS
através do aumento da atividade da via anorexigena no Arc, possivelmente, associada a
um aumento do gasto energético. Corroborando com essa ideia, na literatura, varios
estudos apontam que a INRS pode induzir um fendtipo de maior gasto energético na

vida adulta.

Nossos resultados apontam para a necessidade de realizar novos estudos com as

seguintes perspectivas:

Analisar o peso corporal, 0 comportamento alimentar e o gasto energético em ratos
adultos submetidos a INRS e expostos ao aumento da oferta energética com dieta

hiperlipidica/hipercalérica.
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v Analisar a imunorreatividade neuronal no Arc em resposta a injecdo ICV de agonistas
serotoninérgicos em ratos adultos submetidos a INRS e expostos ao aumento da oferta

energética com dieta hiperlipidica/hipercalorica.
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ANEXO A

PARECER DA COMISSAO DE ETICA

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Helson Chaves, s/n

S50670-420 / fe - PE = Brasil
fones: {55 Bl) 2126 8840 | 2126 £351
fax: (55 81) 2126 8350

www . cch.ufpe.br
Recife, 11 de agosto de 2010.
Oficio n® 305/2010

Da Comissao de Etica no uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof*: Ligia Cristina Monteiro Galindo
Departamento Nutrigio — CCS

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n® 23076.024394/2010-93

Os membros da Comisséo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado, “Possiveis efeitos da manipulagio farmacolégica perinatal do sistema
serotoninérgico sobre o comportamento alimentar, o metabolismo da glicose e o perfil
lipidico em ratos.”

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

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

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

realizados.

| Observagao: Atenciosamente,

Origem dos animais: Biotéric do Departamento de Nutru;:ac-
Animais: Ratos, linhagem Wistar: sexo: Machos: Idade: \/U_L_,NM QoS
Neonatos (1% ao 21° dia), Jovens (30 dias) e adultos; N° de s,

Animais : 140 (cento e quarenta). ofa. Maria Tore "

Presidente do CEEA

UFPE

CCB: Integrar para desanvolver




