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RESUMO

Nos dias atuais, ainda existe uma elevada prevaléncia de desmame precoce no
mundo. Estudos em animais demonstram alteracdes decorrentes do desmame
precoce no comportamento alimentar, como modificagdes do controle da saciedade.
Porém, pouco se conhece sobre os mecanismos moleculares subjacentes a estas
alteragbes comportamentais. Um possivel agente envolvido € o sistema de
neurotransmissao serotoninérgico, por seu importante papel no controle do
comportamento alimentar. Assim, objetivamos avaliar a funcdo do sistema
serotoninérgico em ratos desmamados precocemente, a nivel comportamental e
molecular. Para isso ratos machos e fémeas foram submetidos a desmame precoce
(15 dias de idade) ou desmame natural (30 dias de idade), compondo 0s grupos
desmame machos (DM) e fémeas (DF) e controle machos (CM) e fémeas (CF). A
evolucdo de peso corporal dos animais foi avaliada dos 15 aos 40 dias de idade.
Durante a adolescéncia, foram avaliados o ritmo circadiano de alimentagc&o, consumo
alimentar em resposta a droga inibidora da receptacao de serotonina (fenfluramina) e
expressdo génica (PCR em tempo real) dos neuropeptidios NPY e POMC, dos
receptores 5htlb e 5ht2c e do SERT no hipotadlamo, e dos receptores 5htlb e 5ht2c e
do SERT no tronco encefalico. Nao houve diferenca no percentual de reducéo de
consumo alimentar em resposta a fenfluramina em entre os grupos. Desmame
machos apresentaram aumento da expressao génica de NPY no hipotdlamo, quando
comparados a controle machos (CM,1,0 + 0,14, n=5; DM, 1,74 £+ 1,14, n=4, p<0,05).
Desmame fémeas apresentaram diminuicdo da expresséo génica de NPY (CF, 2,63
+ 0,22, n=4; DF, 0,50 £ 0,21, n=4, p<0,0001), POMC (CF, 1,19 * 0,23, n=4; DF, 0,21
+ 0,21, n=4, p<0,05), 5htlb (CF, 1,45 + 0,19, n=5; DF, 0,23 £ 0,26, n=4, p<0,001), e
SERT (CF, 1,09 + 0,20, n=4; DF, 0,347 £ 0,22, n=4, p<0,05) no hipotdlamo e aumento
da expresséao génica de 5htlb (CF, 1,07 £ 0,16, n=5; DF, 2,18 * 0,06, n=4, p<0,005)
e SERT (CF, 1,79 + 0,21, n=5; DF, 4,57 £ 0,23, n=6, p<0,0001) no tronco encefalico,
guando comparadas a controle fémeas. Assim, o desmame precoce promoveu
modificagdes no controle do comportamento alimentar de uma forma dependente do

Sexo.

Palavras-chave: Desmame precoce. Serotonina. Comportamento alimentar.

Fenfluramina.



ABSTRACT

Early weaning remains with high prevalence worldwide. Animal studies demonstrate
several behavioral changes resulting from early weaning, such as changes in feeding
behavior, resulting in changes in satiety control. But little is known about the molecular
mechanisms behind these behavioral changes. One of the neurotransmission systems
that could be behind this is the serotonergic, since it has an active role in controlling
eating behavior. Thus, we aimed to evaluate the role of the serotoninergic system in
rats prematurely weaned at behavioral and molecular level. For this, male and female
rats were submitted to early weaning (15 days of age) or natural weaning (30 days of
age), forming the groups early weaning male (DM) and female (DF) and control male
(CM) and female (CF). The evolution of the animals' body weight was evaluated from
15 to 40 days of age. During adolescence, the circadian rhythm of feeding, food intake
in response to the serotonin reuptake inhibitor (fenfluramine) and gene expression
(real time PCR) of NPY and POMC neuropeptides, 5htlb and 5ht2c receptors, and
SERT in the hypothalamus, and the 5htlb and 5ht2c receptors and the SERT in the
brainstem were evaluated. There was no difference in the percentage of food
consumption reduction in response to fenfluramine in both groups. D males showed
increased NPY expression in the hypothalamus when compared to C males (CM,1,0
+ 0,14, n=5; DM, 1,74 + 1,14, n=4, p<0,05). D females decreased the gene expression
of NPY (CF, 2,63 + 0,22, n=4; DF, 0,50 + 0,21, n=4, p<0,0001), POMC (CF, 1,19 +
0,23, n=4; DF, 0,21 + 0,21, n=4, p<0,05), 5ht1b (CF, 1,45 + 0,19, n=5; DF, 0,23 £ 0,26,
n=4, p<0,001), and SERT (CF, 1,79 £ 0,21, n=5; DF, 4,57 + 0,23, n=6, p<0,0001) in
hypothalamus and increased the gene expression of 5htlb (CF, 1,07 £ 0,16, n=5; DF,
2,18 + 0,06, n=4, p<0,005) e SERT (CF, 1,79 + 0,21, n=5; DF, 4,57 + 0,23, n=6,
p<0,0001) in the brainstem, when compared to C females. Thus, early weaning

promoted changes in feeding behavior control in a sex-dependent manner.

Key words: Early weaning. Serotonin. Feeding behavior. Fenfluramine.
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1 INTRODUCAO

Um ambiente saudavel do inicio da vida é de fundamental importancia para o
crescimento e desenvolvimento de qualquer individuo. Em periodos precoces da vida,
como a gestacao e lactacdo, o sistema nervoso apresenta um rapido crescimento,
denominado de periodo critico do desenvolvimento (MORGANE et al., 1993). Neste,
o sistema nervoso tem elevada plasticidade, o que o torna adaptativo as informacoes
ambientais (MORGANE et al., 1978). No entanto, quando este ambiente é adverso, 0
desenvolvimento morfofuncional do sistema nervoso pode ser prejudicado, gerando
alteracbes comportamentais, fisioldgicas e metabdlicas nos individuos, que podem
perdurar ao longo da vida (JUAN DE SOLIS et al., 2016). As agressdes ambientais
podem ser nutricionais, de estresse, farmacoldgicas, entre outras (LEE; CLIFTON,
1992; MOUSSAOUI et al., 2017; ROOIJ et al., 2015). Os estudos sobre as
repercussodes tardias da exposi¢cdo a ambiente adverso no periodo inicial da vida, tem
apontado importantes prejuizos a saude quando o ambiente nutricional ndo é
adequado, dentre elas alteracBes de comportamento alimentar, resposta a farmacos
e ao estresse, por exemplo (AHOLA; VAPALAHTI, 2017; FERRO CAVALCANTE et
al., 2016; JUAN DE SOLIS et al., 2016; MOGI et al., 2016; OROZCO-SOLIS et al.,
2009). Um dos principais eventos nutricionais que ocorrem nesse periodo é o
aleitamento materno, no qual a mae dispde o aporte nutricional e contato necessario

para o crescimento e desenvolvimento do filho (KIKUSUI; MORI, 2009).

A amamentacdo € definida como a provisdo de leite materno para o neonato,
independentemente da forma de sua oferta, seja direta ou indireta (OMS, 2008). A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda o aleitamento materno exclusivo
durante os seis primeiros meses de vida, com a continuacdo desse processo
associado a introducéo de outros alimentos até os dois anos de idade ou mais (PANG
et al., 2017; WHO, 2008). Ainda que a prevaléncia de aleitamento materno exclusivo
venha crescendo gradativamente em alguns paises, 0s niumeros ainda estdo muito
aguem do esperado. Nos Estados Unidos da América, das criancas nascidas em
2014, apenas 24,9% receberam aleitamento materno exclusivo durante os 6 primeiros
meses de vida (CDC, USA, 2014). Na Australia, esse numero foi de 24,7%, entre 0s
anos de 2014 e 2015 (ABS, AU, 2015). No Brasil, de acordo com a Il Pesquisa de
Prevaléncia do Aleitamento Materno, realizada em 2008, existe apenas 9,3% de
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probabilidade de criancas estarem em aleitamento materno exclusivo aos seis meses
de vida. Para esta mesma avaliacdo, a Regido Nordeste do Brasil apresentou o pior
desempenho, com apenas 8,4%, seguida da Regido Centro-Oeste com 9,3%, Regi&o
Sudeste com 9,3%, Regido Sul com 9,9% e Regidao Norte com 10,1% (BRASIL, 2009).
Estes dados indicam que no Brasil had elevada prevaléncia de interrupcdo do
aleitamento materno exclusivo antes da idade adequada ao bom desenvolvimento da
crianga. A OMS define a interrupgao do aleitamento materno exclusivo antes dos seis
primeiros meses de vida como desmame precoce (WHO, 2008). Em animais de
laboratorio, particularmente roedores, o desmame precoce ocorre quando ha
separacao definitiva entre a mae e o filhote antes do término do tempo natural de
aleitamento, por volta dos dias 15 a 18 de idade (AHOLA; VAPALAHTI, 2017;
NOVAKOVA et al., 1962).

Animais desmamados precocemente apresentam na vida adulta comportamentos
emocionais semelhantes a ansiedade, a depresséo, e demonstram maior resposta ao
estresse (KANARI et al., 2005; MOGI et al., 2016; SHIMOZURU et al., 2007). Quando
adultos, ratos desmamados precocemente apresentam modificagcdes no controle do
comportamento alimentar, com retardo do inicio da saciedade e preferéncia por
alimentos palataveis (DOS SANTOS OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011).
Porém, sdo incipientes as informacdes sobre 0s possiveis ajustes celulares ou

moleculares subjacentes a estas modificacdes comportamentais.

No sistema nervoso central, um dos sistemas de neurotransmissao que poderia
estar envolvido com os ajustes comportamentais promovidos pelo desmame precoce
€ 0 serotoninérgico. Este apresenta importante papel no controle do comportamento
alimentar (GARFIELD; HEISLER, 2009) e tem se mostrado envolvido nas adaptacoes
de organismos que foram submetidos a um ambiente adverso na vida perinatal, a
exemplo da hipofuncdo de receptores 5htlb em animais desnutridos (FERRO
CAVALCANTE et al., 2016; LOPES DE SOUZA et al., 2008b; SPENCER; DENERIS,
2017).

InvestigacOes acerca dos ajustes do comportamento alimentar em resposta ao
desmame precoce e suas possiveis bases celulares e moleculares sdo de grande
relevancia. Assim, o presente trabalho objetiva investigar o papel do sistema de
neurotransmissao serotoninérgico nos ajustes do comportamento alimentar de ratos

desmamados precocemente.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Um ambiente adequado no inicio da vida é de fundamental importancia para o
crescimento e desenvolvimento adequado dos individuos (DOBBING, 1990;
MORGANE et al., 1993). Isto porque € nos periodos iniciais da vida de mamiferos que
seu sistema nervoso central (SNC) encontra-se em seu apice de desenvolvimento
morfolégico e funcional (MORGANE et al., 1993). Este periodo inicial da vida pode ser
dividido em trés fases de igual importancia em mamiferos altriciais, sendo elas o
periodo pré-natal, que compreende as fases embrionaria e fetal do desenvolvimento;
0 periodo pds-natal, que compreende as fases de amamentacdo e infancia; e o
periodo perinatal, que compreende as fases de gestacao e lactacdo (MORGANE et
al., 1993).

Inicialmente, Dobbing e seus colaboradores caracterizaram o periodo de maior
suscetibilidade do SNC a agress6es como aquele que coincide com o de maior pico
de crescimento cerebral em massa, quando ocorrem processos de desenvolvimento
gue sao vulneraveis a insultos sejam nutricionais ou de outra natureza (DOBBING,
1990). Como em roedores o periodo em que ocorre maior crescimento de massa
encefalica é na fase pdés-natal, segundo Dobbing esse seria o periodo de maior
vulnerabilidade do SNC a agressfes (DOBBING, 1990). Em seus estudos ele
demonstrou que o aporte nutricional nesse periodo foi capaz de determinar o tamanho
e massa encefalica da prole, demonstrando que essa € uma fase bastante suscetivel
a insultos, como a desnutricdo (DOBBING; SANDS, 1971). O que faz esse sistema
ser tdo vulneravel nas fazes iniciais da vida é o fato de ele ser formado por uma
delicada e complexa rede neuronal envolvendo diversos sistemas de
neurotransmissao e areas distintas do SNC, que estdo sendo formadas justamente no
periodo de vulnerabilidade deste sistema (BOURET, 2017; SOUSA-FERREIRA;
ALMEIDA; CAVADAS, 2014; ZELTSER; SEELEY; TSCHOP, 2012)

Diversos estudos realizados a partir da metade do século passado
demonstraram como o SNC é vulneravel a agressbes durante essas fases do
desenvolvimento, particularmente apresentadas como alteracées comportamentais
(ALTMAN; DAS; SUDARSHAN, 1970; DOBBING; HOPEWELL; LYNCH, 1971;
MASSARO; LEVITSKY; BARNES, 1977). Um dos principais modelos de insultos
precoces utilizados através de décadas, foi o de desnutricdo protética (ALTMAN; DAS;
SUDARSHAN, 1970; MORGANE et al., 1985; SMART; DOBBING, 1971). Dieta
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hipoprotéica durante uma ou mais das fases iniciais de desenvolvimento desencadeou
na vida adulta obesidade, aumento do tamanho da refeicdo, modificacbes na
maturacdo do hipotdlamo, alteragbes na distribuicdo de peptideos que controlam o
comportamento alimentar, entre outros (JUAN DE SOLIS et al., 2016; LIRA et al.,
2014; OROZCO-SOLIS et al., 2009; ROCHA et al., 2014)

Porém, durante cada fase inicial do desenvolvimento, processos distintos estao
ocorrendo na formacdo morfoldgica e funcional do SNC (MORGANE et al., 1993).
Durante a fase pré-natal ha maior proliferacdo e diferenciacdo de macroneurdnios,
sendo a maior proliferacdo e diferenciacdo dos microneurénios na fase pdés-natal
(amamentacéo) e o pico de proliferagéo e diferenciacao da glia ocorrendo por volta do
periodo de desmame (MORGANE et al., 1993). A partir disto, Morgane definiu um
periodo de vulnerabilidade do SNC a agressées ndo s6 como 0 momento em que ha
maior crescimento em massa, mas compreendendo todas as fases iniciais do
desenvolvimento (MORGANE et al., 1993). Este mesmo autor e seu grupo realizaram
diversos estudos com o modelo de desnutricdo protéica em cada uma das fases de
desenvolvimento, e demonstraram que, em todas elas, este insulto foi capaz de
promover alteracdes morfofuncionais permanentes no SNC sem necessariamente
alterar a sua macroestrutura (MORGANE et al., 1978, 1985; MORGANE; MOKLER,;
GALLER, 2002). Como o sistema nervoso é responsavel pela coordenacédo de todos
0s comportamentos de mamiferos, insultos no seu periodo de crescimento e
desenvolvimento, promovendo alterac6es de sua morfologia e fungéo, podem resultar
em alteracdes comportamentais a longo prazo (ALTMAN; DAS; SUDARSHAN, 1970;
BANQUERI; MENDEZ; ARIAS, 2017; FRANSEN et al., 2016; LAHTI et al., 2017,
ROCHA et al., 2014).

Um dos comportamentos que sofre modificacdes no seu controle por exposi¢ao
a agressoes no inicio da vida é o alimentar (DA SILVA et al., 2017; DE SOUZA et al.,
2018; DOS SANTOS OLIVEIRA et al., 2011; FERRO CAVALCANTE et al., 2016;
JUAN DE SOLIS et al., 2016; LIRA et al., 2014). Tais modifica¢cdes tém sido muito
investigadas pela associagdo com o desenvolvimento de doengas cronicas na vida
adulta, na maioria provenientes de maior consumo alimentar (ALVES et al., 2015;
CAMACHO et al.,, 2017; LIRA et al.,, 2014; ROCHA et al.,, 2014). Dentre estas
modificacdes estdo a elevada preferéncia por alimentos palataveis, reducédo da
saciedade, hiperfagia e outros (BELLINGER; LILLEY; LANGLEY-EVANS, 2007; DOS
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SANTOS OLIVEIRA et al., 2011; LIRA et al., 2014; LOPES DE SOUZA et al., 2008a;
OLIVEIRA et al., 2011; RYU et al., 2008; SILVA et al., 2014).

O complexo controle do comportamento alimentar é realizado por interagéo do
SNC com componentes periféricos (SCHWARTZ; ZELTSER, 2013). Podem ser
identificados dois niveis de controle, um homeostatico e outro heddnico. O primeiro
esta relacionado ao controle da aquisicdo energética, o segundo a recompensa
gerada por consumo de alimentos densamente energéticos (STOJAKOVIC et al.,
2017). O hipotalamo € uma das estruturas do SNC mais bem conhecidas no controle
homeostético, enquanto o nucleo accumbens, a area tegmentar ventral e a amigdala
no controle heddnico (SIMON et al., 2017). No hipotdlamo, a maioria das sinalizacfes
de orgdos da periferia sao recebidas e integradas (SCHWARTZ; ZELTSER, 2013).
Entre estas estdo horménios produzidos no trato gastrintestinal e tecido adiposo, bem
como nutrientes presentes na corrente sanguinea (SCHWARTZ; ZELTSER, 2013). No
trato gastrintestinal séo liberados em resposta ao consumo alimentar, entre outros, o
peptideo YY (PYY), a colecistoquinina (CCK), o peptideo semelhante ao glucagon
(GLP-1) e a insulina (D’AGOSTINO et al., 2016; YOUNG, 2012). Estas substancias
sinalizam saciedade no SNC (SCHWARTZ; ZELTSER, 2013). Até 0 momento, o Unico
hormonio periférico que sinaliza fome ao SNC é a ghrelina, produzida no estdbmago
(ZANCHI et al., 2017).

O tecido adiposo produz a leptina e as adiponectinas, que apresentam acao
anorexigénica no SNC (ABDALLA, 2017). A leptina é liberada em resposta ao
aumento do estoque energético no tecido adiposo, e estimula a saciedade no SNC
(FRIEDMAN; HALAAS, 1998). Camundongos sem produc¢édo de leptina ou de seu
receptor, apresentam fenétipo de obesidade (MONTAGUE et al., 1997). Alguns
nutrientes presentes na corrente sanguinea também exercem funcéo de sinalizadores
do balanco energético, como é o caso da glicose, que sinaliza saciedade no SNC
(BARAHONA et al., 2017). A producéo e disponibilidade dessas substancias tem o
objetivo de informar ao SNC sobre o estado energético do organismo, estimulando a
liberacdo de sinalizadores anorexigénicos no balanco positivo, e orexigénicos no
balango negativo (ABDALLA, 2017).

O hipotalamo é uma das principais regides encefélicas responsaveis pela
regulacdo da homeostase energética (ABDALLA, 2017). Seus diferentes nucleos

contribuem de forma complementar para o controle do comportamento alimentar. O
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grande volume de achados cientificos esta sobre o ndcleo arqueado (ARQ). Neste
nacleo localizam-se populacbes neuronais orexigenas, que produzem o
neuropeptideo Y (NPY) e a proteina relacionada ao gene agouti (AgRP) e
anorexigenas, que produzem a pré-opiomelanocortina (POMC) e o transcrito
relacionado a cocaina e anfetamina (CART) (VOIGT; FINK, 2015). As sinalizacbes
das substancias periféricas no ARQ, quando orexigénicas, estimulam as populacdes
neuronais NPY e AgRP a produzirem e secretarem seus peptideos e inibem os
neurénios POMC e CART, porém, quando a sinalizacao € anorexigena, 0os neurdnios
POMC e CART séo ativados para inibir a ingestdo alimentar e os neurénios NPY e
AgRP inibidos (ABDALLA, 2017; SCHWARTZ; ZELTSER, 2013). Recentemente, foi
descrito no nucleo arqueado, uma populacéo neuronal produzindo tirosina hidroxilase
e que estimula positivamente a homeostase energética (ZHANG and POL, 2016).
Apos a interpretacdo dos sinais, 0 ARQ projeta axbnios para outros nucleos

hipotalamicos para que haja a efetivacdo da fome ou da saciedade (ABDALLA, 2017).

No SNC, o controle do comportamento alimentar envolve diversas estruturas e
substancias. Os sistemas de neurotransmissdo possuem diferentes papeis. Entre
estes, 0 sistema serotoninérgico tem sido extensivamente relacionado ao controle do
comportamento alimentar (CARRUBA et al.,, 1986; GARFIELD; HEISLER, 2009;
SCHWARTZ; ZELTSER, 2013; VOIGT; FINK, 2015). A serotonina é produzida nos
ndcleos da rafe do tronco encefalico a partir do aminoacido triptofano (SPENCER,;
DENERIS, 2017). Os neurdnios serotoninérgicos emitem projecdes axonais para todo
o encéfalo (ISHIWATA; HASEGAWA; GREENWOOD, 2017). A liberacdo de
serotonina por estas projecdes é regulada pelo transportador de serotonina (SERT) e
por auto receptores em neurdnios pré-sinapticos (VOIGT; FINK, 2015). O SERT
transporta a serotonina de volta para o citoplasma do neurbnio pré-sinaptico,
exercendo feedback negativo e inibindo sua liberagdo (SPENCER; DENERIS, 2017).
Os receptores para serotonina sdo classificados em 7 familias e distribuidos em 14

subtipos, cada um com ac¢fes especificas (PALACIOS, 2015).

Quando liberada no ARQ, a serotonina estimula a saciedade. Neste nucleo, a
serotonina se liga a receptores 5htlb localizados nos neurbnios NPY/AgRP,
promovendo sua inibi¢cdo, ou seja, inibe a fome (VOIGT; FINK, 2015). Por outro lado,
guando se liga aos receptores 5ht2c nos neurébnios POMC/CART, promove sua

ativacao e consequentemente estimula a saciedade (VOIGT; FINK, 2015).
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FIGURA 1. Mecanismo de acao inibitéria da serotonina sobre o comportamento
alimentar no nacleo arqueado do hipotalamo. A serotonina inibe os neurénios
AgRP e reduz a sinalizacao inibitoria nos neurénios POMC através da ativagéo
dos receptores 5htlb. Além disso a serotonina também ativa os neurénios POMC
através dos receptores 5ht2c. O resultado dessas acbes € o aumento da
sinalizacdo anorexigena e diminuicdo da sinalizacdo orexigena. 5HT -
serotonina, POMC — Neurénios pré-6piomelanocortina, NPY/AgRP — Neurdnios
produtores de neuropeptideo Y e gene relacionado ao peptideo agouti.

Devido a sua acdo inibitéria sobre a ingestdo alimentar, o sistema
serotoninérgico é alvo para tratamento farmacologico de distarbios alimentares
(GARFIELD; HEISLER, 2009). Dentre os farmacos serotoninérgicos utilizados para a
inibicAo da ingestdo alimentar estdo os antidepressivos inibidores seletivos da
receptacdo de serotonina (ISRS) (HALFORD; WANNINAYAKE; BLUNDELL, 1998).
Os ISRS agem impedindo a recaptacédo da serotonina liberada na fenda sinaptica,
através do bloqueio do SERT, fazendo com que os niveis de serotonina aumentem
(FRI1ZZO, 2017). O aumento dos niveis extracelulares de serotonina promovem
potencializagdo de sua agao inibitéria sobre o comportamento alimentar (BLUNDELL,

1986).

Além da regulacdo homeostatica do comportamento alimentar, que é regida
pelo estado energético do individuo, outras areas do SNC regulam a ingestao
alimentar com base no valor de recompensa do alimento (HUME; JACHS; MENZIES,
2016). Este valor de recompensa € medido pela palatabilidade e contetido energético
do alimento (HUME; JACHS; MENZIES, 2016). Os alimentos considerados palataveis
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sdo aqueles com alta densidade energética, ricos em carboidratos simples, gorduras
saturadas e sal (REYNAERT et al., 2015). A presenca do alimento palatavel tem a
capacidade de estimular o apetite em individuos que ja se encontram em estado de
saciedade/saciacdo. O componente heddnico do comportamento alimentar pode se
sobrepor a regulacdo homeostatica e induzir consumo maior que o adequado
(BERTHOUD; MUNZBERG; MORRISON, 2017). Esse consumo excessivo esta
relacionado a génese de doencas cronico-degenerativas, como a obesidade,
diabetes, hipertenséo, dislipidemias e outros (HUME; JACHS; MENZIES, 2016; YI-
HAO YU, 2017). O controle desse componente é regido por areas mesolimbicas, que
envolvem o cortex pré-frontal, amigdala, area tegmentar ventral, ndcleo accumbens,
e outros (BERTHOUD, 2012). Os sistemas de neurotransmissao opioidérgico e
dopaminérgico atuando nessas areas estimulam a recompensa alimentar
(BERTHOUD; MUNZBERG; MORRISON, 2017). Em individuos obesos s&o
observadas alteracdes nesses dois sistemas de neurotransmissdo, 0 que esta
relacionado com o aumento do consumo alimentar e preferéncia por alimentos
densamente caldricos (TUOMINEN et al., 2015).
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Fonte: Bado & Bertolini (2013)

FIGURA 2. Areas encefélicas relacionadas com o componente
hedbnico do comportamento alimentar.

A complexidade dos mecanismos do controle do comportamento alimentar
ainda ndo esta estabelecida na vida perinatal precoce, o que a deixa vulneravel a
agressOes ambientais no periodo perinatal. Varios estudos tém demonstrado que a

desnutricdo no periodo perinatal, promove hiperfagia na vida adulta (LOPES DE
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SOUZA et al., 2008b). Esta esta acompanhada de retardo no disparo de saciedade e
maior motivacao na busca por alimentos palataveis (ALVES et al., 2013, 2016; LIRA
et al.,, 2014; LOPES DE SOUZA et al.,, 2008b). Essas alteragdes em animais
desnutridos parecem estar relacionadas a perturbacdes na regulacéo serotoninérgica
da saciedade. Foi demonstrado que ratos desnutridos na vida perinatal ndo reduzem
0 consumo em resposta a agonista do receptor 5htlb (LOPES DE SOUZA et al.,
2008b). Estes ratos apresentam maior ativacdo neuronal em &areas hedbnicas em
resposta a agonista do receptor 5HT6 (DA SILVA et al., 2017). Na vida neonatal, foi
observado que desnutridos ja apresentam alteracdo de ativacéo neuronal em resposta
a ISRS em éareas de producédo serotoninérgica (FERRO CAVALCANTE et al., 2016).

Além da desnutricdo nas fases iniciais da vida, outros modelos de insultos
perinatais buscam investigar as repercussdes sobre o controle do comportamento
alimentar. Um dos modelos € o estresse neonatal por separacdo materna (EE et al.,
2013; GRACIA-RUBIO et al., 2016). Neste modelo, em que a prole é separada da mae
diariamente nos quatorze primeiros dias de vida por trés horas, foram observadas
diversas alteracGes de comportamento alimentar na vida adulta (SILVA et al., 2014).
Os animais apresentam maior consumo de dieta palatavel, maior preferéncia por
glicose, hiperfagia de rebote além de ponto de saciedade adiantado (GRACIA-RUBIO
et al., 2016; MICHAELS; HOLTZMAN, 2006; SILVA et al., 2014). Outro modelo de
estresse neonatal é o desmame precoce, no qual os filhotes sdo separados das maes
antes da idade adequada do desmame (SHIMOZURU et al., 2007). A interrupcéao do
processo de amamentacao acarreta prejuizos a saude da prole, que pode repercutir
a longo prazo (GIBBS; FORSTE, 2013). Camundongos desmamados precocemente
apresentam aumento de comportamento de medo em teste de condicionamento ao
medo por choque elétrico nas patas, associado a diminuicdo da expresséo génica do
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) (MOGI et al., 2016). Em gatos, foi
demonstrado que o desmame precoce aumenta 0 comportamento agressivo em
resposta a um agente estressor (AHOLA; VAPALAHTI, 2017). Além disso, ratos
desmamados precocemente apresentam aumento de comportamentos semelhantes
a ansiedade e diminuicdo do comportamento de luta amistosa (SHIMOZURU et al.,
2007). Um dos comportamentos que € bastante modificado em roedores desmamados
precocemente é a resposta a agente estressor (NAKAMURA et al., 2008). Em um

teste de agressividade, exposicdo ao intruso, camundongos desmamados
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precocemente apresentaram reducéo (aproximadamente 50%) de ataques agressivos
(NAKAMURA et al., 2008). Por outro lado, quando houve privacdo alimentar, o
desmame precoce promoveu aumento da agressdao (NAKAMURA et al., 2008).

Outro comportamento modificado pelo desmame precoce é o alimentar (DOS
SANTOS OLIVEIRA et al., 2011). Ratos desmamados precocemente apresentam
retardo do ponto de saciedade, aumentando o tamanho da refeicdo (OLIVEIRA et al.,
2011). O desmame precoce também promoveu, ha vida adulta, preferéncia por dietas
palataveis (DOS SANTOS OLIVEIRA et al.,, 2011). No entanto, 0s mecanismos
celulares e moleculares subjacentes a estes ajustes duradouros no controle do
comportamento alimentar ainda s&o desconhecidos. Um dos mecanismos de controle
que pode estar envolvido nesta relagdo € o sistema de neurotransmissao
serotoninérgico, considerando sua susceptibilidade em organismos que foram
submetidos a um ambiente adverso na vida perinatal, como descrito anteriormente
(FERRO CAVALCANTE et al., 2016; LOPES DE SOUZA et al., 2008b; SPENCER;
DENERIS, 2017). Os dados existentes sobre as repercussdes do desmame precoce
sobre o controle do comportamento alimentar sédo estritamente comportamentais e em
ratos adultos machos. Assim, o presente estudo se prop0s a investigar a relacdo entre
o desmame precoce e parametros comportamentais da alimentacdo, bem como a
acdo do sistema serotoninérgico sobre a saciedade, a expressao génica de peptideos,
receptores e transportador de serotonina no hipotalamo e tronco encefélico em ratos

adolescentes machos e fémeas.
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3 HIPOTESE

O desmame precoce promove reducéo da agao da serotonina sobre o consumo

alimentar em ratos adolescentes de ambos 0S sexos.
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4 OBJETIVOS
4.1 Geral

Avaliar os efeitos do desmame precoce na acao do sistema serotoninérgico

sobre o comportamento alimentar de ratos adolescentes de ambos 0S sexos.
4.2 Especificos

Analisar, em ratos adolescentes, de ambos 0s sexos, submetidos ao desmame

precoce:

e Evolucao de ganho de peso

e Ritmo circadiano de alimentacéo

e Consumo alimentar apos injecao aguda de fenfluramina

e Expressdo génica de componentes do sistema serotoninérgico no tronco
encefélico (5htlb, 5ht2c e SERT).

e Expressdo génica de componentes do sistema serotoninérgico no
hipotalamo (5htlb, 5ht2c e SERT).

e Expressdo génica de peptideos que participam do controle do
comportamento alimentar no hipotalamo (NPY e POMC).
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5 METODOS
5.1 Animais experimentais

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar provenientes do Biotério de
Criacdo do Departamento de NutricAo da Universidade Federal de Pernambuco.
Inicialmente, ratas (200-250g de peso corporal, n=10) foram acasaladas na propor¢ao
de duas fémeas para um macho. A prenhes foi diagnosticada pela presenca de
espermatozoide no esfregaco vaginal e confirmada pelo ganho de peso corporal. A
partir do diagndstico, as ratas prenhas foram transferidas para gaiolas individuais, e
durante a gestacéo e lactacdo receberam dieta padrao de biotério (Presence®). Apds
0 nascimento dos filhotes, foi realizada a sexagem para a formacao das ninhadas com
8 filhotes machos e fémeas, igualmente proporcional. Durante todo o experimento, 0s
animais foram mantidos em condi¢des padréo de biotério (temperatura de 22 + 1 0C,
sob ciclo claro/escuro invertido de 12 horas, luz acesa as 18h), com livre acesso a
racdo e agua. Todos os procedimentos foram avaliados e aprovados de acordo com
a Comisséo de Etica em Utilizagdo de Animais da UFPE, de acordo com nimero de
processo 23076.043927/2014-60.

5.2 Desmame precoce

O dia do nascimento dos filhotes foi considerado dia zero. No primeiro dia pos-
natal, foram mantidos 4 filhotes machos e 4 fémeas em cada ninhada. Para obtencao
dos grupos experimentais, os filhotes de diferentes ninhadas foram desmamados em
periodos distintos. O desmame precoce em ratos é considerado quando ha
interrupcdo do aleitamento por volta do 15° dia de idade, e o natural, como ocorre na
natureza, aos 30 dias de vida (KIKUSUI; MORI, 2009; NOVAKOVA et al., 1962). Ap6s
o desmame precoce, os filhotes receberam dieta comercial de biotério triturada até o
dia 30 de vida. A partir do 30° dia de vida, todos os grupos foram submetidos a dieta

comercial de biotério.
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FIGURA 3. Esquema metodoldgico do desmame precoce adotado neste estudo.

5.3 Farmaco

Neste estudo foi utilizado, em aplicacdo aguda, um inibidor seletivo da recaptacéo
da serotonina para promocédo da saciedade em ratos com idade entre 40 e 50 dias. A
droga escolhida foi a d-fenfluramina (SIGMA-Aldrich, USA) na dose de 3mg/kg. Como
controle foi utilizada solucdo salina (Nacl 0,9%). As injecdes foram realizadas no
volume de 1ml/kg, via intraperitoneal (FERRO CAVALCANTE et al., 2016).

5.4 Grupos experimentais

Os grupos experimentais foram formados de acordo com o dia do desmame, 15

ou 30 dias pés-natal, e a manipulacdo farmacoldgica, salina ou fenfluramina.

Segundo o periodo do desmame:
e Grupo Controle, macho (CM) ou fémea (CF) - desmamado no periodo natural

para a espécie, 30° dia pés-natal;

e Grupo desmamado precocemente, macho (DM) ou fémea (DF) — animais
desmamados no 15° dia pds-natal.

Segundo a manipulacéo farmacolodgica:
e Grupo controle salina Macho (CMS) ou fémea (CFS)
e Grupo controle fenfluramina Macho (CMF) ou fémea (CFF)
e Grupo desmame precoce salina Macho (DMS) ou fémea (DFS)

e Grupo desmame precoce fenfluramina Macho (DMF) ou fémea (DFF).
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FIGURA 4. Esquema de grupos experimentais do estudo. Os grupos experimentais foram formados
segundo o dia do desmame e a manipulagéo farmacolégica. Fenflu (fenfluramina).

5.5 Evolucao ponderal e percentual de ganho de peso

O peso corporal dos animais (gramas) foi mensurado nas idades 15, 21, 30, 35 e
40 dias de vida. Até o 30° dia de vida, o peso foi obtido a partir da média de peso de
todos os animais de cada ninhada, separados por sexo. A partir do 35° dia, foi obtido
o peso individual dos ratos. O percentual de ganho de peso foi mensurado a partir da
porcentagem de peso ganho do 15° ao 21° dia de vida, do 21° ao 30° dia de vida e do
15° ao 30° dia de vida (OLIVEIRA et al., 2011).

5.6 Ritmo circadiano de alimentacéao

Neste estudo, foi avaliado o consumo alimentar dos grupos experimentais durante
24 horas. Para esta analise, os animais foram mantidos em gaiolas individuais,
respeitando 72 horas de aclimatacao prévia nesta condicdo. Aos 34 dias de vida, foi
mensurado o consumo alimentar de dieta padréo de biotério a cada 4 horas, com inicio
a partir das 08:00 horas. Deste modo, foi obtido o consumo alimentar nos intervalos:
08h as 12h, 12h as 16h, 16h as 20h, 20h as 00h, 00h as 04h, 04h as 08h. O consumo
foi obtido a partir da diferenca entre o peso de racédo ofertada no inicio de cada
intervalo e o peso de racdo restante ao final de cada intervalo. A quantidade total
ingerida foi considerada o consumo de 24 horas. A quantidade ingerida nos intervalos
entre 04h as 08h, 08h as 12h e 12h as 16h foi considerada como consumo na fase

escura do ciclo, e nos intervalos restantes como fase clara (OLIVEIRA et al., 2011).
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5.7 Consumo alimentar apés injecéo de fenfluramina

No periodo da adolescéncia (entre 40 e 50 dias de vida) dos ratos dos diferentes
grupos experimentais, foi analisado o consumo alimentar em resposta a fenfluramina.
Ratos foram mantidos previamente em gaiolas individuais por 7 dias consecutivos
antes deste estudo. No dia do teste, os animais foram submetidos a privacdo alimentar
de 4 horas. Apds 3 horas e 30 minutos foi realizada a inje¢éo de fenfluramina (3mg/Kg;
1mL/Kg, i.p.) ou solucéo salina (NaCL 0,9%) (1mL/KG pc, i.p.), e ap6és 30 minutos foi
ofertada uma quantidade conhecida de ra¢do. O consumo alimentar foi mensurado
pela diferenca entre a quantidade de racao ofertada e a quantidade restante ao final
de uma hora (LOPES DE SOUZA et al., 2008b).
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FIGURA 5. Esquema do teste de consumo alimentar em resposta a aplicacdo aguda de salina
ou fenfluramina.

5.8 PCR em tempo real

Entre 40 e 50 dias de idade, os animais foram eutanasiados por decaptacéao dentro
da faixa de horario de 16h as 17h e o hipotdlamo e tronco encefalico foram
seccionados e armazenados a -20°C. O RNA total das amostras foi obtido pelo método
de extracdo com isotiocionato de guanidina usando o reagente TRIzol. Inicialmente os
tecidos foram lisados utilizando o TRIsol. Depois de 5min de incubacgéo, a temperatura
ambiente, foi acrescentado cloroférmio nas amostras e em seguida centrifugadas a

1200RPM por 15min. A fase aquosa obtida foi transferida para outro tubo, adicionada
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de isopropanol gelado sendo incubada por 10min e em seguida centrifugada a
12000RPM por 10min. O RNA formado foi entdo lavado com etanol a75% e
centrifugado a 7000RPM por 5min. O sedimento de RNA (pellet) foi ent&o
ressuspenso em agua livre de RNAse e armazenado. A quantificacdo de RNA foi
realizada em duplicata diluindo as amostras em proporcédo de 1:50 em agua livre de
RNAse. A absorbancia da amostra foi determinada por espectofotometria nos
comprimentos de onda 260nm (correspondente ao pico de absorcdo de RNA) e
280nm (correspondente ao pico de absor¢do de proteinas). Para a analise de pureza
do RNA, o valor da absorbancia obtido a 260nm foi dividido pelo obtido a 280nm e as
amostras que apresentaram razao de 260/280 igual ou superior a 1,8 foram utilizadas

(indicativo de elevado grau de pureza).

O PCR em tempo real foi realizado com kit GoTag® 1-Step RT-gPCR System,
namero de referéncia A6020 (Promega, USA), seguindo as recomendac¢des do
fabricante. Brevemente, foram utilizadas concentra¢des de 700ng de RNA, 10pumol de
primer e duas unidades de Taq polimerase, com volume final de reacdo de 15pul. As
analises foram performadas em um termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen, USA). As

sequéncias dos primers utilizados estdo apresentadas na tabela 1.

TABELA 1. Desenho e nimero de referéncia dos primers utilizados ro estudo.

Primer Forward (5’ - 3) Reverse (5" - 3) Ref.*

5htlb AGAAGAAACTCATGGCCGCT GGGGAGCCAGCACACAATAA NM_012765.3
5ht2c ATTTGTGCCCCGTCTGGATT CGCGAATTGAACCGGCTATG NM_012765.3
SERT AGCATCTGGAAAGGCGGTCAA ACACCCCTGTCTCCAAGAGT NM_013034.4
NPY AGAGATCCAGCCCTGAGACA AACGACAACAAGGGAAATGG NM_012614.2
POMC CCTATCGGGTGGAGCACTTC GCGTTCTTGATGATGGCGTT NM_139326.2
B2m TGACCGTGATCTTTCTGGTG ACTTGAATTTGGGGAGTTTTCTG NM_012512.2

*NUmero de referénciano PUBMED.

Todas as quantificacdes foram normalizadas para o gene de controle interno
housekeeping (B2M). A quantificacdo relativa de cada gene alvo foi analisada
utilizando um método CT comparativo (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). A seguinte
formula (2-AACT) foi utilizada para calcular a quantidade relativa do transcrito na

amostra e normalizado para a referéncia enddégena (B2M): 2-AACT, onde ACT ¢é a
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diferenga entre o CT entre o gene de interesse e f2M e para AACT = média ACT da

amostra - média ACT da amostra controle (utilizada como calibragao).

5.9 Aspectos éticos

Os procedimentos experimentais com o0s animais foram de acordo com o0s
“Principios éticos na experimentagdo animal’, adotados pelo Conselho Nacional de
Controle de experimentacdo animal (CONCEA), obedecendo as normas de manuseio
e cuidado com os animais. Este trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da UFPE, sob nimero de processo 23076.043927/2014-60.

5.10 Analises estatisticas

Foi utilizado ANOVA two-way, com pos-teste de tukey ou bonferroni para
comparacao entre mais de dois grupos com mais de uma variavel e ANOVA one-way
para mais de dois grupos com apenas uma variavel. O nivel de significancia foi aceito

guando p< 0,05.
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6 RESULTADOS
6.1 Peso corporal

N&o foram observadas diferencas de peso corporal entre os animais dos
diferentes grupos experimentais nas idades 15, 21 e 30 dias de vida. Porém, aos 35
dias de vida, o grupo desmame fémea (DF) apresentou maior peso corporal em
relacdo ao grupo controle fémea (CF) (CF=108,7g = 4,3, n=10; DF= 116,99 + 7,7,
n=12, p<0,05). Nos grupos controle e desmame, as fémeas apresentaram menor peso
aos 35 dias de vida quando comparadas aos machos (CM= 124,19 £ 9,2, n=11; CF=
108,79 + 4,3, n=10, p<0,001; DM= 126,479 + 7,0, n=9; DF= 116,99 + 7,7, n=12,
p<0,005). Aos 40 dias de vida, o grupo desmame, macho e fémeas, apresentou maior
peso corporal quando comparados ao grupo controle dos respectivos sexos (CM=
151,3g + 10,9, n=11; DM= 161,6 + 13,2, n=9, p<0,005; CF= 128,09 + 5,2, n=10; DF=
138,79 + 10,3, n=12, p<0,005). Nos grupos C e D, aos 40 dias de vida, houve reducao
do peso das fémeas comparado aos machos (CM= 151,3g + 10,9, n=11; CF= 128,09
+, n=10, p<0,001; DM= 161,58g + 13,20, n=9; DF, 138,7g + 10,3, n=12, p<0,001)
(Figura 6A).

Quanto ao percentual de ganho de peso, o grupo desmame precoce
apresentou menor ganho de peso dos 15 aos 21 dias de idade em machos e fémeas
(CM=43,8% * 9, n=12; DM= 26,8% + 9,3, n=7, p<0,05, Figura 6B; CF=47,0 % * 6,5,
n=4; DF= 30,8 % +11,11, n=13, p<0,05, Figura 6C). Esta analise quando realizada
entre os dias 21 e 30 revelou maior ganho de peso do grupo desmame comparado ao
grupo controle em machos e fémeas (CM= 85,7% + 8,8, n=11; DM= 118,3% * 9,4,
n=5, p<0,05, Figura 6B; CF= 164,7% + 29,4, n=10; DF=171,4% + 19,7, n=9, p<0,05,
Figura 6C). O percentual de ganho de peso nao foi diferente entre os grupos no
periodo de 15 aos 30 dias de idade (Figura 6B e C).
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FIGURA 6. Efeito do desmame precoce sobre o peso corporal de ratos. Os animais foram
desmamados aos 15 ou 30 dias de vida, constituindo os grupos desmame precoce ou
controle, respectivamente. A, peso corporal em diferentes idades, B e C, percentual de ganho
de peso corporal em diferentes faixas etarias em machos (B) e fémeas (C). Os dados estdo
expressos em meédia+ DP. (*) diferenca intragrupo,(#) diferenca intergrupo.*#p<0,05,
*H##p<0,01, ***###p<0,001, ANOVA two-way, com pos-teste de tukey.



34

6.2 Ritmo de alimentacéo

No ritmo circadiano de alimentacéo, o grupo desmame macho (DM) apresentou
maior consumo alimentar (g) comparado ao controle macho (CM) no intervalo entre
16h e 20h (CM= 0,89 £ 0,8, n=10; DM= 2,59 + 1,0, n=9, p<0,005). No intervalo entre
08h e 12h, o consumo alimentar do grupo desmame fémea (DF) foi maior quando
comparado ao grupo controle fémea e aos grupos controle (CM) e desmame macho
(DM) (CM= 2,99 + 0,9, n=10; DM, 2,99 + 1,1, n=9; CF, 3,0g + 1,2, n=9; DF, 4,59 £ 1,2,
n=9, p<0,005). Por outro lado, no intervalo de 12h e 16h, o grupo CM apresentou maior
consumo em relacdo aos demais grupos (CM= 6,69 = 2,1, n=10; DM=5,0g + 1,4, n=9;
CF=, 5,0g £ 1,0, n=9; DF=4,99 + 1,1, n=9, p<0,005) (Figura 7A).

Quando avaliado o consumo alimentar total de 24horas, houve menor consumo
no grupo CF comparado ao CM (CM= 21,3g = 1,4, n=9; CF= 16,29 £ 2,1, n=7). No
entanto, o grupo DF consumiu mais comparado ao CF (CF= 16,29 + 2,1, n=7; DF, 20g
+ 1,8, n=9) (Figura 7B).

A andlise do consumo alimentar durante as fases clara ou escura do ciclo de
luminosidade, revelou menor consumo do grupo desmame comparado grupo controle
em machos e maior em fémeas no escuro (CM= 16,49 + 1,5, n=8; DM= 12,7g + 1,8,
n=7; CF=12,2g + 1,8, n=7; DF= 14,59 + 1,4, n=9). Comparando macho e fémeas, na
fase escura, foi observado menor consumo de CF em relacdo ao grupo CM (CM=
16,49 + 1,5, n=8; CF= 12,29 = 1,8, n=7). Na fase clara, o grupo D apresentou maior
consumo comparado ao grupo C apenas para os machos (CM=5,0g + 0,9, n=8; DM=
7,19 £ 1,2, n=8) (Figura 7C).
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FIGURA 7. Efeito do desmame precoce sobre o ritmo circadiano de alimentagéo de ratos

aos 34 dias de idade. Ratos foram desmamados aos 15 ou 30 dias de vida constituindo os

grupos desmame precoce (D) ou controle (C), respectivamente. A, ritmo circadiano de

alimentacdo mensurado a cada 4 horas. B, Consumo alimentar total em 24horas. C,

consumo alimentar por fases do ciclo circadiano, claro ou escuro. Os dados estdo

expressos em média +DP. (*) diferenca intragrupo, (#) diferenca intergrupo. * #p<0,05, **
##p<0,005, *** ### p<0,001, ANOVA two-way ou one-way com pos-teste de tukey.
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6.3 Consumo alimentar em resposta a fenfluramina

Quando submetidos a tratamento agudo com fenfluramina, todos os grupos
apresentaram reducdo do consumo alimentar comparados aos respectivos controles
para a droga (CMS= 3,119 + 1,03, n=11; CMF= 1,83¢g * 0,63, n=11, p<0,05; DMS=
4,75 + 0,57, n=8; DMF= 3,38 * 0,6, n=8, p<0,05; CFS= 2,89 + 0,6, n=8; CFF=1,47g +
0,8, n=7, p<0,005; DFS= 3,52g + 0,8, n=9; DFF= 2,23g + 0,47, n=10, p<0,05). Os
animais machos D apresentaram maior consumo alimentar do que os machos C tanto
em resposta a salina, quanto em resposta a fenfluramina (CMS= 3,119 + 1,03, n=11;
DMS=4,75 + 0,57, n=8, p<0,05; CMF, 1,83g + 0,63, n=11; DMF= 3,38 + 0,6, n=8,
p<0,05) (Figura 8A).

Avaliando o percentual de reducdo de consumo promovido pela droga, foi

observado que ndo houve diferenca entre os grupos de estudo (Figura 8B).
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FIGURA 8. Efeito da fenfluramina sobre o consumo alimentar de ratos. Os animais
foram desmamados aos 15 ou 30 dias de vida constituindo os grupos desmame
precoce (DP) ou controle (C), respectivamente. A, consumo alimentar de 1 hora apos
injecdo aguda de fenfluramina, B, efeito da fenfluramina aguda sobre o percentual de
reducdo de consumo alimentar. Os dados estdo expressos em média +DP. (*)
diferenca intragrupo, (#) diferenca intergrupo. *#p<0,05, ** ##p<0,005, ANOVA two-
way, com pos-teste de tukey.
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6.4 Expressao génica de peptideos, transportador e receptores da 5-HT

O estudo da expressao génica de peptideos hipotalamicos, do transportador e
de receptores 5-HT relacionados ao controle do comportamento alimentar foi realizado
no hipotalamo e no tronco encefalico de ratos dos grupos desmame (D) e controle (C),
macho ou fémeas. Nos resultados observamos que no hipotalamo, o grupo D
apresentou maior expressao génica de NPY, quando comparados ao grupo C, em
machos, porém menor em fémeas (CM= 1,0 £ 0,14, n=5; DM= 1,74 + 1,14, n=4,
p<0,05; CF= 2,63 + 0,22, n=4; DF= 0,50 = 0,21, n=4, p<0,0001, Figura 9A). Ainda no
hipotalamo, o grupo D fémeas, apresentou diminuicdo da expressao génica de POMC
(CF=1,19 + 0,23, n=4; DF= 0,21 + 0,21, n=4, p<0,05, Figura 9B), 5htlb (CF= 1,45 +
0,19, n=5; DF= 0,23 = 0,26, n=4, p<0,001, Figura 9C), 5ht2c (CF= 1,35 = 0,16, n=5;
DF= 0,54 + 0,31, n=4, p<0,001, Figura 9D) e SERT (CF= 1,09 + 0,20, n=4; DF= 0,347
+ 0,22, n=4, p<0,05, Figura 9E). Exceto para o peptideo Y, o grupo D machos néo
apresentou diferencas em relagdo ao grupo controle.

Nas analises realizadas no tronco encefalico, ndo foi observada nenhuma
diferenca entre os grupos C e D em machos. Por outro lado, o grupo D fémeas,
comparado do grupo C fémeas apresentou aumento da expressao génica do receptor
5htlb (CF=1,07 £+ 0,16, n=5; DF= 2,18 + 0,06, n=4, p<0,005, Figura 10A) e do SERT
(CF=1,79 £ 0,21, n=5; DF= 4,57 £ 0,23, n=6, p<0,0001, Figura 10C). Nenhuma
diferenca foi observada na expressao génica do receptor 5ht2c no tronco encefalico
(FIGURA 10 B).
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FIGURA 9. Efeito do desmame precoce sobre a expressao génica de NPY, POMC, receptores
e transportador da 5-HT no hipotédlamo de animais com idade entre 40 e 50 dias de vida. Os
animais foram desmamados aos 15 ou 30 dias de vida constituindo os grupos desmame
precoce (D) ou controle (C), respectivamente. Expresséo génica de NPY (A), POMC (B), 5htlb
(C), 5ht2c (D) e SERT (E). Os dados estdo expressos em média +DP. *p<0,05, ***p<0,001,

ANOVA two-way, com pos-teste de bonferroni.
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FIGURA 10. Efeito do desmame precoce sobre a expressdo génica de receptores e
transportador da 5-HT no tronco encefalico de ratos com idade entre 40 e 50 dias. Os animais
foram desmamados aos 15 ou 30 dias de vida constituindo os grupos desmame precoce (D)
ou controle (C), respectivamente. Expressao génica de 5htlb (A), 5ht2c (B) e da SERT (C).
Os dados estao expressos em média +DP. **p<0,005, ***p<0,001, ANOVA two-way, com pos-

teste de bonferroni.
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7 DISCUSSAO

O desmame precoce reduz o ganho de peso em ambos 0s sexos entre os dias
15 e 21 de idade, com posterior recuperacdo até os 30 dias. Ainda na adolescéncia,
o desmame promoveu maior peso corporal em fémeas e machos. O desmame
prematuro também promoveu alteracbes de ritmo circadiano de alimentacdo, com
reducdo de consumo na fase escura para machos e aumento na fase escura para
fémeas e clara para machos. O desmame ndo promove modificacdes na acéo
inibitéria da fenfluramina sobre o consumo alimentar. Na andlise molecular, o
desmame precoce promoveu em machos elevada expressao de NPY no hipotalamo
e, em fémeas, reducdo da expressdo de NPY, POMC, 5htlb, 5ht2c e SERT no
hipotalamo, e aumento de 5htlb e SERT no tronco encefélico.

Na avaliacdo de evolucdo de peso corporal, foi observado que o desmame
precoce promoveu reducao de ganho de peso entre 15 e 21 dias, seguido de aumento
de peso corporal na adolescéncia de fémeas (35e 40 dias) ou machos (40 dias). No
entanto, ndo foi observado efeito na analise do peso absoluto antes dos 30 dias de
vida. Em estudo com método de desmame precoce igual ao do presente trabalho, foi
observada reducao de peso corporal entre os 16 e 18 dias de vida sem mais efeitos a
partir desta idade (OLIVEIRA et al., 2011). A reducao no ganho de peso, e ndo o peso
absoluto, esta de acordo com estes resultados (OLIVEIRA et al., 2011). Esta reducéo
esté relacionada a transicao abrupta dos animais desmamados precocemente do leite
materno para o alimento solido, que tem composi¢do nutricional diferente do leite
materno (AZARA et al., 2008; REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). A energia fornecida
pelo leite materno é principalmente originada dos lipideos (69,8%), seguido das
proteinas (23,4%) e dos carboidratos (6,8%) (AZARA et al., 2008). Por outro lado, a
dieta padrdo de biotério tem os carboidratos como principal fonte de calorias (64%),
seguido de proteinas (19,3%) e lipideos (16,7%) (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993).
Em roedores, a caseina do leite materno tem aumento progressivo de concentragdo
até os 20 dias de lactacéo e a transferrina apresenta pico na concentracdo do 10° ao
20° dia de lactagéo (NICHOLAS; HARTMANN, 1991). Para o rato que é desmamado
precocemente, ha perda abrupta desta evolugdo na concentracdo de nutrientes no

leite, o que provoca a reducéo de ganho de peso nos primeiros dias de desmame.

Apos periodo inicial de reducéo de peso, 0 desmame precoce promoveu maior
ganho de peso, indicando recuperacéo ponderal denominada catch-up de crescimento
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(WI; BOERSMA, 2002). Essa aceleracao do crescimento em decorréncia de alguma
privacdo perinatal ocorre em um curto periodo de tempo, o que esta amplamente
associado na literatura a modificacbes do metabolismo energético a longo prazo,
aumento do risco de mortalidade e de desenvolvimento de doencas cronicas, tanto
em modelos animais como em humanos (COUPE et al., 2012; SHAHKHALILI et al.,
2010; SINGHAL, 2017). Esta recuperacao do ganho de peso mascarou o percentual
ganho de peso quando avaliado dos 15 aos 30 dias de vida, em que nao se observa
diferencas entre desmame precoce e desmame natural e pode ser a causa da
elevacdo do peso corporal em fémeas aos 35 e 40 dias de idade e machos aos 40

dias de idade.

O desmame precoce nao alterou o padrao macroestrutural do ritmo circadiano
de alimentacédo. Roedores consomem cerca de 75 a 80% de sua alimentac¢éo na fase
escura do ciclo (TUREK et al., 2005), o que se manteve neste estudo. Porém, quando
avaliado o consumo alimentar no ciclo de 24horas, o desmame precoce promoveu
aumento do consumo de fémeas. A andlise do consumo alimentar por fases do ciclo
circadiano, revelou que o desmame precoce induziu maior consumo na fase escura
para fémeas, quando comparadas ao seu controle de sexo e maior na fase clara para
machos em relacdo a seus controles de sexo. Além disso, houve um platdé de consumo
alimentar em fémeas na fase escura, apresentando um ritmo constante de
alimentacdo, quando todos 0s outros grupos possuem dois picos distintos de
alimentacdo. Em mamiferos, o contato com a mée é essencial para o estabelecimento
do ritmo circadiano da prole (TAKAHASHI et al., 1984). Diversos estudos
demonstraram que o cuidado materno € essencial para a formacdo de ritmo nos
filhotes. Quando submetidos a enucleacéo do olho no inicio da vida pés-natal, estes
filhotes tiveram o ritmo circadiano arrastado quando eram transferidos para maes
adotivas (HONMA; HONMA; HIROSHIGE, 1987; SUGISHITA et al., 1993). Além de
ritmos comportamentais, a expressado dos genes periodol e periodo2, envolvidos na
regulacao do ritmo circadiano, sofre influéncia do cuidado materno, especialmente na
12 e 32 semanas de vida dos filhotes (OHTA et al., 2002). Também, aos 15 dias de
vida, os ratos tém iniciado a abertura dos olhos (LOPES DE SOUZA et al., 2004), por
isso ainda estdo comecando a regular o seu ciclo circadiano pela presenca ou
auséncia de luz. Durante essa fase, o ritmo de alimentacao dos filhotes é determinado

pelos comportamentos da mée e pelo contetudo do leite materno (KATZER et al., 2016;
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LEVIN; STERN, 1975; NOZHENKO et al., 2015).

Além disso, a leptina, um dos principais horménios periféricos responsaveis
pela regulacdo do metabolismo energético, também é fornecido pelo leite materno
para os neonatos (NOZHENKO et al., 2015). Aos 15 dias de lactacéo ha ritmicidade
correlacionada entre os niveis séricos de leptina materna e a leptina secretada no leite
materno para os filhotes, justamente na idade em que os animais iniciam a abertura

dos olhos e vao iniciar a formagéo de seu ciclo endégeno (NOZHENKO et al., 2015).

Estudos em humanos tém demonstrado que o leite materno contém
substancias que regulam o ciclo sono/vigilia dos filhos, como a melatonina, que se
apresenta em diferentes concentragdes no leite materno a depender da fase do ciclo
(KATZER et al., 2016). Em outro estudo, também em humanos, foi demonstrado que
as variacOes circadianas de concentracdo de triptofano no leite materno possuem
relagdo com o metabdlito da melatonina excretado na urina dos filhos, e que isso &
determinante para a regulag¢do do ciclo sono-vigilia das criancas (CUBERO et al.,
2005). Assim, no presente estudo, a interrupcéo precoce do cuidado e do aleitamento
materno possivelmente alterou os ritmos circadianos dos filhotes, induzindo o
desenvolvimento de um reldgio bioldgico sem as influéncias exdégenas provenientes

de sua mae, alterando a ritmicidade até a idade da adolescéncia.

Quando submetidos a teste de ingestdo alimentar em resposta a fenfluramina,
todos os grupos apresentaram reducdo de consumo alimentar. Este resultado
demonstrou que, em nivel comportamental, o sistema serotoninérgico nédo sofre
alteracdes decorrentes do desmame precoce. A utilizacdo de drogas para testar a
acdo de sistemas de neurotransmissdo a nivel comportamental € um método
relativamente simples e bastante utilizado (BAE et al., 2013; DA SILVA et al., 2017,
FERRO CAVALCANTE et al., 2016; LOPES DE SOUZA et al., 2008a). No que diz
respeito a fenfluramina, esta € uma droga que comprovadamente atua inibindo a
ingestao alimentar sem alterar a estrutura da alimentagcdo, como demonstrado em
testes de sequéncia comportamental de saciedade, método utilizado para avaliar o
efeito de farmacos sobre a alimentacdo (HALFORD; WANNINAYAKE; BLUNDELL,
1998).

Em animais desnutridos, ja& é sabido, por exemplo, que o0 sistema

serotoninérgico € hipofuncionante através dos receptores 5htlb que néo respondem
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a agonista especifico no que diz respeito a ingestédo alimentar (LOPES DE SOUZA et
al., 2008a). Em animais desmamados precocemente, a nivel comportamental, ja
foram observados retardo no ponto de saciedade em machos (OLIVEIRA et al., 2011),
0 que nos levou a hipétese de que o sistema serotoninérgico de animais desmamados
precocemente também poderia estar hipofuncionante. Porém, com a utilizacdo de
droga serotoninérgica, a fenfluramina, os animais desmamados precocemente de
ambos 0s sexos apresentaram reducdo do consumo alimentar, demonstrando
funcionalidade do sistema serotoninérgico e que ndo € este sistema que esta por tras
de alteracdes de saciedade apresentadas por ratos desmamados antes do periodo

natural.

No presente estudo, 0 desmame precoce promoveu aumento da expressao
génica de NPY no hipotdlamo em machos, e reducao da expressdo génica de NPY,
POMC, 5htlb, 5ht2c e SERT no hipotadlamo, e aumento da expressdo de 5htlb e
SERT no tronco encefalico em fémeas. Uma das limitacdes deste estudo foi ndo ter
avaliado a fase estral das fémeas nem parametros hormonais, visto que entre 0s
sexos as variacbes hormonais séo presentes, ainda mais na idade da adolescéncia,
por isso, apenas sugerimos que as diferencas sejam decorrentes de diferencas

hormonais.

Componentes do controle do comportamento alimentar apresentam dimorfismo
sexual, como o sistema de orexinas que apresenta flutuacdes circadianas de acordo
com o ciclo estral de ratas, 0 que nédo é observado em machos, além deste mesmo
sistema ser mais ativado em fémeas por causa dos estrogénios (CATALDI; LUX-
LANTOS; LIBERTUN, 2018). Além disso, os horménios gonadais modulam as
caracteristicas corporais e comportamentais de animais de acordo com o sexo. Por
exemplo, machos s&o caracteristicamente maiores e consomem mais alimentos do
gue fémeas, devido aos seus hormonios gonadais, e quando ambos 0s sexos sao
gonadectomizados, eles se igualam nas caracteristicas corporais e de consumo
alimentar (CZAJA, 1984).

Poucos estudos avaliaram, em nivel celular ou molecular, o comportamento
alimentar de ratos desmamados precocemente. Semelhante aos achados do presente
estudo, uma pesquisa observou aumento de expressao protéica de NPY no
hipotalamo de ratos machos desmamados precocemente por método de bandagem

nas tetas das fémeas, aos 21 dias de idade, bem como aumento de imunorreatividade
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ao NPY nos ndcleos paraventricular e arqueado do hipotalamo na idade adulta
(YOUNES-RAPOZO et al.,, 2012). No presente estudo, o horario de coleta do
hipotalamo para estudo da expresséo génica, coincide com o final do ciclo escuro,
assim, podemos sugerir que o maior consumo na fase clara de ratos machos
desmamados precocemente esta relacionado ao maior nivel de NPY observado.
Somando a elevacdo na expressdo de NPY a inversdo das fases de alimentacéo,
justifica-se também o elevado peso corporal em machos aos 40 dias de vida, ja que é
bastante demonstrado na literatura que inverséo de ciclo de alimentagdo promove

ganho de peso e alteracdes metabolicas (GLAD et al., 2011).

No nosso conhecimento, ainda n&o existe estudo avaliando os efeitos do
desmame precoce sobre o controle do comportamento alimentar em fémeas. Neste
estudo, os componentes do sistema serotoninérgicos avaliados, receptores 5htlb e
2C e SERT, estéo diminuidos no hipotalamo, porém 5htlb e SERT estdo aumentados
no tronco encefélico em fémeas. No tronco encefalico estéo localizados a maioria dos
neurdnios serotoninérgicos do SNC, especificamente nos ndcleos da rafe (BAE et al.,
2013). O aumento da expressdo de 5htlb e SERT no tronco encefalico pode ser
reflexo de inibicdo de producao e liberacdo de serotonina, visto que o receptor 5htlb
localiza-se nas extremidades axonais dos neurdnios serotoninérgicos e tem funcéo
inibitéria, assim como o SERT (VOIGT; FINK, 2015). Assim, podemos sugerir que a
guantidade de serotonina produzida e liberada nesses animais esteja reduzida. Essa
acao inibitoria sobre os neurbénios serotoninérgicos de uma forma sexo-dependente

talvez seja devida as variagdes hormonais de acordo com o0 sexo.

Respostas mais exacerbadas ao estresse ocorrem em fémeas. Estudo em
roedores demonstrou aumento de niveis de hormdnio adrenocrcorticotréfico (ACTH),
corticosterona e do hormonio liberador de corticotropina (CRH) no PVN apenas em
fémeas (GRUNDWALD; BRUNTON, 2015). Além disso, fémeas apresentam maior
resposta de proteina ligante de RNA mensageiro de CRH na pituitaria em resposta ao
estresse (STINNETT; WESTPHAL; SEASHOLTZ, 2015). Portanto, especulamos que
naturalmente as fémeas possuem elevados niveis de CRH, o que sugerimos ser ainda
mais aumentado em decorréncia do evento de estresse neonatal pelo desmame

precoce.

O CRH exerce agdo inibitéria sobre os neurdnios serotoninérgicos nos nucleos

na rafe, seja por via direta ou por intermédio de neurdnios GABAérgicos (KIRBY et al.,
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2008). Sua relacéo intima com o sistema serotoninérgico se da atraves de projecdes
axonais dos neurénios CRH no PVN para os nucleos da rafe, além de os terminais
axonais destes neurénios estarem localizados proximo ao corpo celular e dentritos
primarios dos neurdnios serotoninérgicos na rafe (AUSTIN; RHODES; LEWIS, 1997;
RUGGIERO et al., 1999). A propria ontogénese do sistema de CRH é diferenciada de
acordo com o sexo, pois em estudo que buscou avaliar a ontogénese dos receptores
de CRH, em funcéo do sexo, em &reas chave de producédo de monoaminas no tronco
encefalico, foi demonstrado que fémeas apresentam niveis elevados de receptores
CRHL1 na rafe dorsal e ventrolateral, e CRH2 na rafe dorsal (LUKKES et al., 2016). Em
outro estudo que observou a acdo do CRH na liberacdo de 5HT na rafe, foi observado
que o CRH inibiu a estimulacao elétrica dos neurdnios serotoninérgicos (NAZZARO et
al., 2009). Assim, especulamos que, nas fémeas desmamadas precocemente, ha um
elevado nivel de producdo de CRH, que consequentemente pode estar inibindo os

neurdnios serotoninérgicos no tronco encefalico.

Quando o hipotalamo de ratas desmamadas precocemente foi avaliado, a
expressao génica do receptor 5htlb e do SERT foi reduzida, contrario do observado
no tronco encefalico. Como no tronco provavelmente esta havendo inibicdo dos
neurdnios serotoninérgicos, 0s niveis deste neurotransmissor podem estar baixos no
encéfalo. Baixa sinalizacdo de serotonina esta associada a hiperfagia (LOPES DE
SOUZA et al., 2008b). A compensacao da reducao de serotonina encefalica, pode ser
reducdo da expressao de 5htlb e SERT no hipotalamo. Isto provavelmente para que
0os terminais serotoninérgicos ali presentes ndo fossem inibidos e para que se
diminuisse a recaptacdo da serotonina. Esse mecanismo compensatorio observado
no hipotalamo pode explicar a diminuicdo da expressédo génica do NPY observada
nas fémeas. No corpo celular dos neurdnios que produzem este neuropeptidio,
também h& expressao de receptores serotoninérgicos 5htlb, que quando estimulados
positivamente promovem a inibicdo dos neurénios NPY (GARFIELD; HEISLER, 2009).
Com a reducdo da inibicao da liberacdo de serotonina nos neurdnios serotoninérgicos
hipotalamicos como mecanismo compensatorio, o sistema de inibicdo de NPY pdde
ocorrer. Porém, como a analise de expressao génica foi avaliada no hipotalamo como
um todo ndo podemos afirmar a localizacdo especifica de onde houve inibicdo ou
preservacao dos niveis de receptores 5htlb, apenas sugerimos que ocorreu da forma

citada acima.
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Também no hipotalamo de fémeas foram observadas reducédo na expressao
génica de POMC e 5ht2c promovidas pelo desmame precoce. Diferentemente dos
receptores 5htlb, os 5ht2c exercem funcdo excitatéria nos neurbnios em que é
expresso (GARFIELD; HEISLER, 2009). Os receptores 2C s8d0 expresso nos corpos
neuronais dos neurénios POMC no ARQ, promovendo sua ativacdo (GARFIELD;
HEISLER, 2009). A desnutricdo na vida precoce, promove reducao na expressao de
receptores 5ht2c, o que demonstra sua vulnerabilidade a agressfes perinatais
(MARTIN-GRONERT et al., 2016). Neste estudo, a diminuigéo da expresséo de 5ht2c
pode estar relacionado a diminuicdo da expressdao de POMC, pois seu estimulo
positivo ativa os neurénios POMC (GARFIELD; HEISLER, 2009).

O desmame precoce parece induzir adaptacdes na expressao génica de
componentes do sistema serotoninérgico e peptideos de controle do comportamento
alimentar no hipotalamo. Estas modificacdes foram dependentes do sexo dos animais.
Assim, em ratos machos desmamados precocemente observou-se apenas aumento
do NPY hipotalamico, por outro lado, reducdo de componentes serotoninérgicos e
peptideos foram promovidos pelo desmame precoce em fémeas. Associando aos
resultados comportamentais obtidos, a hiperfagia e inverséo do ciclo de alimentagéo
podem ser devidas ao aumento da expressao de NPY no final da fase escura em ratos
machos. Por outro lado, a hiperfagia promovida pelo desmame precoce em fémeas
pode ser decorrente de diminui¢do na producéao e liberacdo da serotonina e reducao

na sinalizacdo anorexigena de POMC.
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8 CONCLUSAO

A acao do sistema serotoninérgico sobre o consumo alimentar ndo é alterada
pelo desmame precoce, em nivel comportamental. No entanto, em nivel molecular,
houveram modificacbes no sistema serotoninérgico de forma sexo-dependente.
Enquanto machos ndo apresentaram nenhuma alteracdo molecular no sistema
serotoninérgico, fémeas apresentam modificacbes na expressdo de componentes
chave deste sistema no hipotalamo e tronco encefalico, como os receptores 5htlb,
5ht2c, e o transportador de serotonina (SERT), com consequente modificacdo na

expressao de peptideos do comportamento alimentar.
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0= Comizsdo de Etica no Uss de Animais (CEUA) da UFPE
Para. Prol* Sandra Lopes de Souza

Departamanto de Anatomia
Universidads Federal de Pernambuco
Processo n° 23076,042927/2014-60

Os membros da Comissao ce Elica no Uso de Animais do Centro de Cidnoas
Bioltgicas da Unwersidade Faederal de Pemambuco (CEUA-UFPE) avalisram seu
projeto de pesquisa niifulaco, “Estresse perinatal e sistema serotdninérgico
estudo das conseqléncias sobre o comportamento alimentar na vida sdulta.”

Cmchlmosmumdimetﬂosdeocrhcmawmeboemmnhldu
animais encontram-se de acordo com 88 hommas sugeridas palo Cokgio Brasileiro
para Experimentacdo Animal e com & normas miemacionsis estabelecidas pelo
NaﬁmdlmmmnhG“wam%dhmMmanthm
adotadas como critérios de avaliacdo e jugaments pela CEUA-UFPE

Encontra-se de scordo com 2s normas vigentes no Beasd, especiaiments a Lei
11.784 de 08 de oulubre de 2008, que trata da quastic do use de animais para firs
crentificos e ddatcos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos expenmentas &
sarem reaizados

[Gigem des animals. B0 de criagso da  colna
Departamental de nutricde da UFPE, Animas  Ralos
Heterogénico | Linhagem, Swiss: Idade: 1-150; Pesa: 220-300g
-Sexo; macho ; N° total de animals: 120.
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CCB: [ntegrar para desenvoliver
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