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RESUMO

O consumo perinatal de dieta hiperlipidica/hipercalorica (DHH) tem sido associado a
alteragBes na disponibilidade sinaptica de serotonina (5-HT) e/ou expressdo de seus
receptores. O sistema serotoninérgico possui génese precoce, sendo responsavel pelas
modulacdes da homeostase energética e dos comportamentos emocionais. Em contrapartida,
0 aumento da disponibilidade sinéptica de 5-HT através do uso de inibidores seletivos da
recaptacdo, pode alterar a expressdo fenotipica de caracteristicas morfofisioldgicas e
comportamentais. Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi investigar se 0 uso
neonatal de fluoxetina atenua os efeitos deletérios da administracdo perinatal de DHH sobre
0 comportamento semelhante a ansiedade e caraterizacdo adipocitaria em prole de ratos.
Ratas Wistar receberam dieta controle ou DHH durante a gestacdo e lactacdo. Ao
nascimento, quatro subgrupos experimentais foram formados randomicamente: dieta
controle + salina (C-S), dieta controle + fluoxetina (C-F), DHH + salina (DHH-S) e DHH+
fluoxetina (DHH-F). A intervencdo farmacoldgica ocorreu do 1 ao 21° dia pds-natal (DPN),
por via subcutédnea e as analises relacionadas a composi¢do corporal, comportamento
semelhante a ansiedade, bem como a caracterizacdo do perfil lipidico e histomorfometria do
tecido adiposo branco (TAB) ocorreram aos 30 e 60 dias de vida. Os resultados
demonstraram que mesmo com auséncia de diferencas no peso corporal das nutrizes
(p=0.44), o consumo perinatal de DHH promoveu hiperglicemia (p=0.04),
hipertrigliceridemia (p=0.04), diminuicdo dos niveis séricos de HDL (p=0.0001) e maior
acumulo de tecido adiposo branco (TAB) abdominal total (p=0.01). O efeito do maior aporte
caldrico na fase perinatal foi observado na prole no grupo DHH-S, que apresentou maior
peso corporal na lactacdo (p=0.01), bem como maior acimulo de TAB abdominal total
(p=0.01). Em relacdo ao uso neonatal de fluoxetina, especificamente no grupo DHH-F,
houve menor peso corporal neonatal (p=0.01), aos 30 (p=0.01) e 60 dias (p=0.01) de vida,
além de menores pesos absoluto (p=0.03) e relativo (p=0.001) de TAB retroperitoneal
(p=0.01), menor peso absoluto de TAB mesentérico (p=0.04), além de diminui¢do dos pesos
absoluto (p=0.002) e relativo de TAB abdominal total (p=0.001) na prole jovem. Foi
observado ainda nos animais aos 30 dias de vida, niveis séricos menores de triglicerideos
(p=0.002) e maior hiperatividade no campo aberto, a partir da maior distancia percorrida
(p=0.005) e menor tempo imovel (p=0.01). Aos 60 dias de vida, foi observado no mesmo
grupo menores pesos absolutos de TAB retroperitoneal (p=0.01) e perirenal (p=0.01),

aumento dos niveis séricos de HDL (p=0.008) e diminui¢do da hiperatividade a partir da



reducdo da distancia percorrida (p=0.02). Em conclusdo, o uso neonatal de fluoxetina
atenuou os efeitos deletérios do consumo perinatal de dieta hiperlipidica/hipercalérica,
promovendo reducao no peso corporal e no acimulo de TAB, bem como a melhora do perfil

lipidico, além da modulacéao da hiperatividade.

Palavras-chave: Dieta hiperlipidica. Inibidor seletivo de recaptacdo de serotonina. Tecido

adiposo branco. Comportamento emocional.



ABSTRACT

Perinatal consumption of a high-fat/high-calorie diet (HHD) has been associated with
changes in the synaptic availability of serotonin (5-HT) and /or expression of its receptors.
The serotoninergic system has early genesis, being responsible for energy homeostasis
modulation and emotional behaviors. In contrast, the higher synaptic availability of 5-HT
caused by selective serotonin reuptake inhibition, may alter the phenotypic expression of
morphophysiological and behavioral characteristics. Thus, the aim of the present study was
to investigate whether the neonatal use of fluoxetine attenuates the deleterious effects of
perinatal HFD administration on anxiety-like behavior and adipocyte characterization in the
offspring of rats. Wistar rats received a Control Diet or HHD during pregnancy and
lactation. At birth, four experimental subgroups were were randomically created: Control
Diet + Saline (C-S), Control Diet + Fluoxetine (C-F), HHD + Saline (HHD-S) and HHD +
Fluoxetine (HHD-F). The pharmacological intervention took place from 1% throught 21%
postnatal day (PND). When the offspring had 30 and 60 days of life were performed
analyzes related to body composition, anxiety-like behavior, lipid profile characterization
and white adipose tissue (WAT) histomorphometry. The results showed that even there were
no differences in the body weight of the breastfeeding dams that received control or HHD
(p=0.44), perinatal consumption of HHD promoted hyperglycemia (p=0.04),
hypertriglyceridemia (p=0.04), decreased serum HDL levels (p=0.0001) and greater
accumulation of total abdominal white adipose tissue (WAT) (p=0.01) in this group.
Regarding to offspring, the effect of the perinatal hight fat and caloric intake of the HHD-S
group was a higher body weight during lactation (p=0.01) as well as a greater accumulation
of total abdominal WAT(p=0.01). Concerning to selective serotonin reuptake inhibition
(SSRI) by fluoxetine, specifically the HHD- F group, had lower neonatal body weight
(p=0.01), at 30 (p=0.01) and 60 days (p=0.01) of life; lower absolute (p=0.03) and relative
(p=0.001) weights of retroperitoneal WAT (p=0.01); lower absolute weight of mesenteric
WAT (p=0.04) and decreased absolute (p=0.002) and relative weights of total abdominal
WAT (p=0.001) among the young offspring. The offspring with 30 days of life also
presented lower serum levels of triglycerides (p=0.002) and greater hyperactivity in the open
field, with greater distance covered (p=0.005) and less time of immobility (p=0.01). In
adiction, the offspring of HHD-F group with 60 days of life showed lower absolute weights
of retroperitoneal (p=0.01) and perirenal (p=0.01) WAT; increased serum HDL levels
(p=0.008) and decreased hyperactivity due to reduced distance covered (p=0.02) in the open



field test. In conclusion, the SSRI by fluoxetine attenuated the deleterious effects of
perinatal consumption of a hyperlipidic / hypercaloric diet, promoting a reduction in body
weight and in the contendo WAT, as well as an improvement in the seric lipid profile and

addition to modulating of hyperactivity.

Keywords: High-fat diet. Selective serotonin reuptake inhibitor. White adipose tissue.

Emotional behavior.
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1 APRESENTACAO

O desenvolvimento do sistema nervoso € um periodo sensivel a insultos ambientais
(RICE; BARONE, 2000). O ambiente nutricional perinatal é crucial para o desenvolvimento
adequado dos organismos e alteragdes neste ambiente podem resultar em efeitos tardios sobre
metabolismo, peso corporal, regulagdo do balanco energético e saude mental (estados de
ansiedade e depressao) bem como estar relacionadas ao desenvolvimento de obesidade nos
descendentes (DESAI; HALES, 1997; LAWLOR et al., 2007; SULLIVAN; SMITH;
GROVE, 2011). Tais efeitos, sdo vistos como respostas adaptativas e podem ser
compreendidas no contexto da plasticidade fenotipica, onde um Unico genotipo pode
expressar diferentes fendtipos a depender de diferentes ambientes aos quais 0s organismos sdo
submetidos (COSTA-SILVA; SIMOES-ALVES; FERNANDES, 2016; GLUCKMAN;
HANSON; BEEDLE, 2007; WEST-EBERHARD, 2005).

A nutricdo perinatal, especificamente a exposi¢do a dieta hiperlipidica, é capaz de
influenciar vias centrais de neurotransmissores como o sistema serotoninérgico (SULLIVAN
et al., 2012). Este sistema se origina precocemente durante o desenvolvimento embrionario
sendo responsavel pela regulacdo de tecidos neurais e ndo neurais (SULLIVAN; SMITH;
GROVE, 2011; WHITAKER-AZMITIA, 2001; WHITAKER-AZMITIA; AZMITIA, 1986).
A serotonina (5-Hidroxitriptamina, 5-HT) atua no controle da homeostase energética agindo
sobre os receptores 5-HT1g, que inibem 0s neur6nios que expressam neuropeptideo Y (NPY)
e proteina relacionada ao gene agouti (AgRP), os quais sdo orexigénicos (WYLER et al.,
2017). Simultaneamente, a 5-HT liga-se aos receptores 5-HT>c promovendo a expressdo dos
peptideos anorexigenos Proopriomelanocortina (POMC) e transcrito regulado pela cocaina e
anfetamina (CART) (VOIGT; FINK, 2015; WYLER et al., 2017). Dessa forma, por um duplo
mecanismo, a 5-HT sinaliza para reducdo da ingestdo alimentar e aumento do gasto
energético (HEISLER et al., 2006; VOIGT; FINK, 2015).

Em relacdo aos estados emocionais, 0s neurdnios serotoninérgicos que se projetam
através do nucleo dorsal da rafe sdo considerados os mais relevantes na modulacdo do
comportamento emocional (REN et al., 2018; TEISSIER et al., 2015). Adicionalmente, o
consumo de dieta hiperlipidica durante a gestacdo e/ou lactacdo tem sido associado ao
aumento do comportamento semelhante a ansiedade na prole de roedores e primatas néo-
humanos, sendo esses sintomas associados a alteragdes na disponibilidade serotoninérgica,
bem como na expressao de seus receptores, além de aumento no peso corporal e hiperglicemia
(BILBO; TSANG, 2010; THOMPSON et al., 2017; ZEMDEGS et al., 2016). Dessa forma, a
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exposicdo precoce a este tipo de aporte nutricional poderia favorecer o surgimento de
alteragbes metabdlicas e comportamentais tardias (KIYOHARA; YOSHIMASU, 2009;
SULLIVAN et al., 2012).

Nesse contexto, os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRS), farmacos
amplamente utilizados para o tratamento de ansiedade e depressdo (ORNOY; KOREN, 2018),
tem como alvo a proteina transportadora de 5-HT e promovem aumento da disponibilidade
sinaptica desta monoamina (BRUMMELTE et al., 2017; LEVY et al., 2019). Sua utilizacédo
em periodos criticos do desenvolvimento tem promovido na prole maior controle do consumo
alimentar, associado ao menor ganho de peso corporal, melhora do perfil adipocitario e do
comportamento semelhante a ansiedade (DA SILVA et al., 2014; GALINDO et al., 2015;
PINHEIRO et al., 2017a). Desse modo, a inibicdo seletiva da recaptacdo da serotonina pode
atuar como indutora de ‘plasticidade’, reativando a capacidade da 5-HT de mediar a
plasticidade do desenvolvimento, ao invés de ser tida como ‘fator de risco’ (BRUMMELTE

etal., 2017; KRAUS et al., 2017).

Considerando os efeitos negativos em termos metabolicos, comportamentais e na
disponibilidade sindptica de 5-HT advindos do consumo elevado de dieta hiperlipidica
(LIANG et al., 2016; SULLIVAN et al., 2010; THOMPSON et al., 2017), bem como a
modulacédo dessa disponibilidade pelo uso de ISRS em periodos criticos como fator atenuante
das alteragOes citadas (SILVA et al., 2014, 2019; GALINDO et al., 2015), a presente
dissertacdo visa investigar se o uso neonatal de fluoxetina, um difundido ISRS pode atenuar
os efeitos deletérios da administracdo perinatal da dieta hiperlipidica sobre o comportamento

semelhante a ansiedade e a histomorfometria dos adip6citos em prole de ratos.

1.1 Plasticidade fenotipica e consumo de dieta hiperlipidica

As circunstancias atuais envolvendo os habitos alimentares e consequéncias negativas
na saide da populagdo se iniciaram com uma mudanga notavel nos comportamentos
alimentares, descrita desde a segunda metade do século XX (CLARO et al., 2015; POPKIN,
2015). As modificagdes no consumo alimentar envolvem a transicdo de padrbes alimentares
saudaveis para prejudiciais e morbidos, podendo resultar em obesidade (FERRETTI;
MARIANI, 2017).
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Tal cenario pode ser verificado em paises desenvolvidos e naqueles em
desenvolvimento, incluindo o Brasil (CLARO et al., 2015). A obesidade representa o
problema nutricional de maior ascensao na populacdo mundial observado nos dltimos anos
(CEMBRANEL et al., 2017), sendo definida como acimulo excessivo de gordura, que pode
representar um risco para a saude (FISBERG et al., 2016; SCHNEIDER et al., 2017).
Adicionalmente, as instituicdes de salde como a Organizagdo Mundial de Saiude (OMS) e a
Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) utilizam diferentes pontos de corte para
classificacdo de obesidade em diversas faixas etarias. Em relacdo as criancas e adolescentes,
consideram-se obesos 0s que apresentam escore Z do indice de massa corporal para idade
(ZIMC) >+3 e >+2, respectivamente (OMS, 2007a, 2007b). Quanto aos adultos, o ponto de
corte € de > 30kg/m? a partir do IMC (OMS, 1995), bem como para os idosos (OPAS, 2001).

A emergéncia dessa condicao que quase triplicou mundialmente desde 1975, atingindo
mais de 650 milhdes de pessoas de todas as faixas etarias em 2016 (OMS, 2018),
acompanhou o declinio da desnutricdo comum em criangas e adultos nas décadas iniciais do
século passado (BATISTA FILHO; RISSIN, 2003; TUDISCO et al., 1985). Mesmo presente
em individuos de todos os ciclos da vida independentemente de sexo, raga ou classe social
(CEMBRANEL et al., 2017), a obesidade representa o fator de risco mais importante na
infancia e adolescéncia devido ao tratamento complexo, alta probabilidade de persisténcia na
vida adulta, bem como associa¢cdo com doencas metabdlicas de inicio precoce (FISBERG et
al., 2016). Estima-se que existam cerca de 124 milhdes de criangas e adolescentes obesos no
mundo (NCD RISK FACTOR COLLABORATION, 2017).

A obesidade ¢é ainda um problema de salude publica complexo pois engloba etiologia
multifatorial, envolvendo fatores genéticos, ambientais e comportamentais (FERRETTI,
MARIANI, 2017). Dentre esses fatores, o balanco energético positivo é considerado um
determinante diretamente associado ao acumulo de gordura e, consequentemente, a0 maior
ganho de peso (SCHNEIDER et al., 2017; SILVA et al., 2019). Estas modificagdes na
composicao corporal apresentam estreita relagdo com a transigdo nutricional que considera
aspectos como a urbanizacdo, desenvolvimento das tecnologias bem como producdo e
distribuicdo alimentar, resultando em uma sociedade sedentaria e com acesso a uma maior
variedade de alimentos, que nem sempre esta associada a escolhas mais saudaveis
(CLERGET-FROIDEVAUX; SACHS, 2017; POPKIN, 2015). Diante disso, é evidente a
diminuicdo do consumo de leguminosas, vegetais e grdos em todas as regides e paises. Tais

alimentos tem sido substituidos pelo produtos ultraprocessados que séo pobres em minerais e
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vitaminas, a0 mesmo tempo que sdo ricos em acgucares, sodio, carboidratos refinados e
gordura (LI et al., 2017; POPKIN; ADAIR; NG, 2012; SILVA et al., 2019).

Tem sido observado ao longo do tempo 0 aumento do consumo caldrico total advindo
de carboidratos e gorduras saturadas (CEMBRANEL et al., 2017). Este Gltimo macronutriente
é responsavel pelas propriedades sensoriais de muitos alimentos, contribuindo para o prazer
alimentar, de modo que seu consumo corresponde a cerca de 35% da ingestdo caldrica diaria
na dieta ocidental (DIAZ-URBINA et al., 2018; DREWNOWSKI, 1997). No Brasil, foi
observado um aumento na participacdo de alimentos fonte de carboidratos e gordura na
ingestdo de individuos de diversas faixas etarias. Criancas menores de 5 anos residentes em
Pernambuco demonstraram a preferéncia pelo consumo de alimentos ricos em acucar e
gordura, além de reduzido consumo de frutas e verduras (DE FARIAS; OSORIO, 2005). De
forma semelhante, criangcas menores de 4 anos moradoras da Bahia que apresentaram um alto
consumo de embutidos, fast-food e molhos, sendo esse padrdo alimentar associado a
obesidade nos individuos estudados (GOMES et al., 2017).

Um estudo realizado no Rio de Janeiro incluindo adolescentes com idade entre 12-18
anos, observou consumo elevado de alimentos de alta densidade energética, como pizza e
refrigerantes (ANDRADE; PEREIRA; SICHIERI, 2003), bem como observado em
adolescentes de 14-19 anos em Cuiabd (RODRIGUES et al., 2016). O elevado consumo de
doces e refrigerantes foi observado em adultos e idosos brasileiros, com idade >18 anos e >60
anos, respectivamente (CLARO et al., 2015). Quanto aos periodos especificos, como a
gestacdo, um estudo observou a preferéncia pelo consumo de salgados, pastéis e pizzas, por
um grupo de gestantes adolescentes e adultas residentes no Rio de Janeiro (BAIAO;
DESLANDES, 2010). Da mesma forma, gestantes residentes em So Paulo com idade entre
18-24 anos informaram a troca da refeicdo principal por lanches ricos em gordura e sddio
duas vezes por semana (GOMES et al., 2015). Desse modo, a preferéncia por alimentos

altamente caléricos parece ser uma caracteristica humana universal (DREWNOWSKI, 1997).

Adicionalmente, a escolha por alimentos caléricos pode ser um padrdo primario para o
desenvolvimento de sindromes relacionadas a obesidade (DREWNOWSKI; KURTH;
HOLDEN-WILTSE, 1992; LUDWIG et al.,, 2018), como as doencas cronicas nao-
transmissiveis (DCNT’s), a saber, patologias cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2,
dislipidemias, distarbios osteomusculares e alguns tipos de céancer (POPKIN, 2015;

FERRETTI; MARIANI, 2017), bem como transtornos do humor como depressao e ansiedade
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(L1 et al., 2017). Esse conjunto de doencas leva ao ébito cerca de 41 milhdes de pessoas por
ano (OMS, 2018), podendo diversas manipula¢bes no inicio da vida, incluindo a dietética,
promover impactos negativos sobre os desfechos materno-fetais, como o aumento da
susceptibilidade a muitas dessas DCNT’s (CLERGET-FROIDEVAUX; SACHS, 2017,
FISBERG et al., 2016).

Nesse contexto, a programagcdo fetal é caracterizada por respostas adaptativas do feto a
condi¢des ambientais durante as etapas iniciais da vida (VELASCO et al., 2017). 0 ambiente
nutricional perinatal é crucial para o desenvolvimento adequado da prole e alteragdes neste
ambiente podem resultar em efeitos tardios sobre metabolismo, peso corporal, regulacdo do
balanco energético e na saude mental gerando estados como a ansiedade e depressdo (DESAI,
HALES, 1997; SULLIVAN; SMITH; GROVE, 2011). Adicionalmente, alteragdes
nutricionais no ambiente perinatal podem estar relacionadas ao aumento do risco dos
descendentes em desenvolver obesidade (LAWLOR et al., 2007).

Sendo assim, observa-se que 0s habitos alimentares e condi¢des nutricionais nas fases
cruciais da vida, podem ter um papel fundamental nas respostas adaptativas do organismo
(COSTA-SILVA; SIMOES-ALVES: FERNANDES, 2016; VELASCO et al., 2017). Tais
respostas podem ser entendidas no contexto da plasticidade fenotipica, reconhecida como a
capacidade dos organismos de expressar diferentes fenétipos a partir de um Unico genotipo, a
depender dos estimulos ambientais aos quais sdo submetidos (SCHMID; GUILLAUME,
2017; WEST-EBERHARD, 2005). Essa capacidade de expressar fenétipos diversos
geralmente ocorre como uma estratégia evoluida usada por muitas espécies para potencializar
sua adequacdo em uma variedade de ambientes (GLUCKMAN; HANSON; LOW, 2011),
ocasionando mudancas na morfologia e/ou fisiologia do organismo sem que haja mudancas
geneticas (COSTA-SILVA; SIMOES-ALVES; FERNANDES, 2016; WEST-EBERHARD,
2005).

Fatores ambientais que atuam durante os periodos criticos podem modular ou
interromper etapas cruciais do desenvolvimento (GLUCKMAN; HANSON; BEEDLE, 2007).
A dependéncia de processos criticos de desenvolvimento temporais e regionais pode fazer
com que os sinais de plasticidade operem preferencialmente durante os periodos iniciais da
vida, podendo afetar um U(nico 6rgdo ou todo um sistema (GLUCKMAN; HANSON;
BEEDLE, 2007; RICE; BARONE, 2000). Entre os fatores mais documentados, encontra-se a
alteracdo no aporte calorico no periodo perinatal, como possivel causa de alteracdes

metabolicas maternas, que promovem adaptacdes no crescimento e desenvolvimento dos
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descendentes (LEVIN; DUNN-MEYNELL, 2002; STEARNS; JONG; NEWMAN, 1991,
WEST-EBERHARD, 1986, 2005).

Em estudos experimentais, especificamente em roedores, a prole de nutrizes
alimentadas com DHH durante a gestacéo e lactacdo apresentou menor peso ao nascer e maior
peso corporal durante o desenvolvimento pos-natal, bem como aumento do consumo
alimentar e da massa de tecidos adiposo retroperitoneal e epididimal (MELO et al., 2014).
Animais de 21 dias de vida demonstraram aumento na adiposidade corporal, caracterizada
pela hipertrofia dos adipdcitos, bem como prejuizo no desenvolvimento do musculo
esquelético e alteragBes metabolicas associadas a resisténcia a insulina (BAYOL; SIMBI,
STICKLAND, 2005). Animais adultos também demonstraram maiores consumo alimentar,
peso corporal, hipercolesterolemia e glicemia elevada (VELASCO et al., 2017; OLIVEIRA et
al., 2011).

Ao desmame, a prole de camundongos alimentados com DHH na lactagdo adquiriu
maiores peso corporal e massa absoluta e relativa de tecido adiposo branco (TAB) epididimal
e inguinal em comparacdo ao grupo controle (LIANG et al.,, 2016). As diferencas
mantiveram-se na idade adulta, o que foi associado a resisténcia a insulina (LIANG et al.,
2016). Esses desfechos sugerem que o risco de desenvolvimento de doencas e distirbios
metabdlicos tardios dependem das condicfes iniciais de vida (GLUCKMAN; HANSON;
LOW, 2011). Os mecanismos envolvidos exibem a inflamacdo cronica na prole mediada
possivelmente pelos aumentos dos acidos graxos livres circulantes e dos niveis sistémicos de
citocinas inflamatdrias (IL-6, IL-1p), bem como da leptina, insulina, glicose e triglicerideos
séricos maternos, além de alteracdes no sistema serotoninérgico, seguido da passagem de
citocinas pela placenta para compartimentos fetais, resultando em um desenvolvimento
neuroendocrino alterado na prole (BOLTON; BILBO, 2014; SULLIVAN et al., 2015). Dessa
forma, o desequilibrio metabdlico causado pela inflamacdo em etapas precoces da vida, pode
alterar permanentemente a trajetoria do desenvolvimento cerebral e metabolico do feto
(BOLTON; BILBO, 2014).

Nesse sentido, observa-se o elevado consumo populacional de alimentos ricos em
gordura, bem como a influéncia negativa do consumo perinatal de dieta hiperlipidica no
desenvolvimento de alteragbes em termos de metabolismo e da composi¢do corporal nos
descendentes (LIANG et al., 2016; MELO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2011).
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1.2 Serotonina: neurodesenvolvimento, regulacao do gasto energético e
comportamentos emocionais

1.2.1 Serotonina e neurodesenvolvimento

O sistema serotoninérgico € um dos primeiros sistemas monoaminérgicos a surgir
durante o desenvolvimento (MILLARD; WESTON-GREEN; NEWELL, 2017) e seus
neuronios sdo alguns dos primeiros a se diferenciarem (AZMITIA, 2001). Os corpos
neuronais deste sistema aglomeram-se formando ndcleos na rafe, regido mediana do tronco
cerebral. Os neurdnios localizados em nucleos caudais da rafe se projetam para a medula
espinhal, enquanto os neurdnios localizados rostralmente se projetam para o prosencéfalo
(GASPAR; CASES; MAROTEAUX, 2003; HORNUNG, 2003).

Tal sistema possui génese precoce, em torno do 10-13° dia de gestacdo em roedores
(HENDRICKS et al., 2003) e a sua maturagdo ocorre até o 21° dia pds-natal (DPN),
(BARROS et al., 2018; GASPAR; CASES; MAROTEAUX, 2003). Esse periodo faz parte da
janela para a maturacdo do sistema nervoso que se estende até o 40° DPN (SILVA et al.,
2015). No encéfalo humano, os neurdnios serotoninérgicos sdo evidentes a partir da 5% semana
gestacional, evoluindo rapidamente até a 10? semana de gestacdo (BRUMMELTE et al., 2017,
SUNDSTROM et al., 1993; WHITAKER-AZMITIA, 2001). Os niveis encefalicos de 5-HT
sdo transitdrios, aumentando desde a gestacdo até os dois primeiros anos de vida em humanaos,
seguidos pelo estabelecimento dos niveis por volta dos 4-5 anos de vida, concomitantemente
ao fim do periodo critico inicial nesses individuos (HEDNER et al., 1986; KEPSER,;
HOMBERG, 2015).

As projecdes serotoninérgicas, as quais sao amplamente distribuidas, sdo capazes de
modular a atividade dos neurdnios em todas as regides cerebrais, incluindo diferentes sistemas
funcionais (motores, somatossensitivos, limbico) (DAUBERT; CONDRON, 2010;
HORNUNG, 2003). Logo ap6s o surgimento dos neurdnios serotoninergicos, a 5-HT passa a
atuar na autorregulacdo dos seus proprios neurdnios e na maioria dos circuitos neuronais
encefalicos (BORUE, CHEN, 2007), sendo essencial para alguns processos como
proliferacdo, migracéo, diferenciacdo e sinaptogénese neuronais (BONNIN; LEVITT, 2011,
MILLARD; WESTON-GREEN; NEWELL, 2017; WHITAKER-AZMITIA et al., 1996). A
capacidade de regulacdo do desenvolvimento de suas células alvo é mediada pela ativacdo
direta dos cerca de 14 subtipos especificos de receptores, 0s quais diferem em seus padrdes de
expressao no cérebro de mamiferos (CARHART-HARRIS; NUTT, 2017; HOMBERG, 2012;
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WHITAKER-AZMITIA et al., 1996). Sendo assim, a concentra¢do de 5-HT disponivel para
ativacdo de receptores € provavelmente um parametro importante para o desenvolvimento
normal do cérebro (BONNIN; LEVITT, 2011).

A fonte de 5-HT no embrido muda ao longo do tempo, de uma fonte exodgena
(placentaria) para uma fonte enddgena (neurénios serotoninérgicos do nucleo dorsal da rafe)
(BONNIN; LEVITT, 2011). Nesse local, a 5-HT é sintetizada e liberada, podendo armazenar
cerca de um terco de todos os neurénios serotoninérgicos (HORNUNG, 2003; PAWLUSKI;
LI; LONSTEIN, 2019). Essa mudanca durante o desenvolvimento permite que o cérebro
embrionario se torne progressivamente dependente de sua propria producdo de 5-HT
(BONNIN; LEVITT, 2011). Nesse sentido, a importancia da 5-HT na modulacdo da
neurogénese, especialmente no inicio da vida (KRAUS et al.,, 2017), sugere que uma
disfuncdo na disponibilidade e na transmissdo serotoninérgica nesse periodo poderia
modificar a plasticidade do organismo, levando a alteracbes morfologicas, fisioldgicas e
funcionais duradouras (DAUBERT; CONDRON, 2010).

1.2.2 Sintese e fun¢des da serotonina central e periférica

Perifericamente, a 5-HT € sintetizada a partir do aminoacido essencial triptofano
(AZMITIA, 2001). Essa sintese € limitada pela enzima triptofano hidroxilase 1 (TPH1) que
converte o triptofano em 5-hidroxitriptofano (5-HTP), sendo transformado em 5-HT
(PAWLUSKI; LI; LONSTEIN, 2019), e subsequentemente metabolizado pela monoamina
oxidase A (MAO-A) para o acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) (MILLARD; WESTON-
GREEN; NEWELL, 2017). Essa monoamina modula funces centrais e periféricas (OH et al.,
2015). Sua atuacdo pode ocorrer localmente em circuitos neurais e paracrinos, apresentando
uma funcéo variavel a depender do tecido em questdo (OH et al., 2015). No sistema nervoso
central onde se encontra cerca de 2% da 5-HT corporal, a sintese é limitada pela enzima
triptofano hidroxilase 2 (TPH2) e esse neurotransmissor afeta o processamento sensorial, 0
controle cognitivo, a atividade motora, 0s comportamentos emocionais e tambem modula o
comportamento alimentar e gasto energético (CARHART-HARRIS; NUTT, 2017; LESCH;
WAIDER, 2012; WATANABE et al., 2016).

Em relacdo ao comportamento alimentar, o consumo de alimentos pode ser

considerado um comportamento regulado, cuja funcdo é fornecer energia para os tecidos
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corporais, caracterizando um processo critico para a sobrevivéncia (PINHEIRO et al., 2017Db).
Esse comportamento caracteriza a maneira como as pessoas se alimentam, sendo influenciado
por interacdo entre eventos psicologicos (percepcdo da fome, desejos, sensacdes heddnicas) e
operacdes comportamentais (ingestdo de refeicdes baseadas nas escolhas do grupo social e
variacBes sazonais dos alimentos), além do ambiente nutricional nos periodos criticos de
desenvolvimento, que podem modular o comportamento alimentar a longo prazo
(OLIVEIRA; SOUZA; MANHAES-DE-CASTRO, 2011; SPENCER, 2013). Adicionalmente,
as escolhas alimentares, quando inadequadas, podem interferir na qualidade de vida
favorecendo o desenvolvimento de DCNT’s (SPENCER, 2013).

O hipotalamo € considerado o centro de deteccdo e resposta a sinais de fome e
saciedade, pois recebe aferentes vagais do trato gastrointestinal, pancreas, figado e tecido
adiposo, integrando posteriormente essa informacdo periférica com informacdes centrais
(PINHEIRO et al., 2017b; SOUZA; CASTRO; NOGUEIRA, 2003). Seus nucleos arqueado,
ventromedial, dorsomedial e paraventricular e a area lateral estdo associados a regulacdo do
balanco energético (LEVIN; DUNN-MEYNELL, 2002; PINHEIRO et al., 2017b). O periodo
critico de diferenciacdo e maturacdo dessa estrutura é pds-natal e durante esse periodo, 0
hipotalamo € vulneravel a influéncias ambientais que podem maodificar tanto a sua estrutura
quanto a sua funcdo (SOUZA; CASTRO; NOGUEIRA, 2003).

No ambito da regulacdo de consumo/gasto energético, a 5-HT age sobre os receptores
5- HT1g hipotalamicos inibindo a expressao de peptideos orexigénicos, a saber, neuropeptideo
Y (NPY) e peptideo relacionado ao gene agouti (AgRP) (HEISLER et al., 2006; WYLER et
al., 2017). Destes, 0 NPY no nucleo arqueado do hipotadlamo que se projeta para o nlcleo
paraventricular, € mais proeminentemente envolvido no balango energético (LEVIN; DUNN-
MEYNELL, 1997). Ao mesmo tempo, a 5-HT liga-se aos receptores hipotalamicos 5-HTzc
promovendo a expressao do peptideo anorexigénico (Proopiomelanortina - POMC), o que
sinaliza para reducdo da ingestdo alimentar e aumento do gasto energetico (HEISLER et al.,
2006; VOIGT; FINK, 2015). Estudos sugerem que a 5-HT atua como um neurotransmissor
anorexigeno e, a administragdo intracerebroventricular direta de para-clorofenilalanina
(PCPA), um inibidor de TPH2, na dose de 3 mg diluido em 12ul/g de solucéo salina, induziu
hiperfagia ap6s 3 dias de aplicacdes em ratos, acompanhando o aumento de peso corporal nas
primeiras duas semanas de tratamento (BREISCH; ZEMLAN; HOEBEL, 1976). De forma
semelhante, a injecdo intracerebroventricular de 5-HT em ratos, produziu redugdo da ingestdo
de carboidratos (LEIBOWITZ; WEISS; SUH, 1990). Ja& em camundongos, a baixa
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disponibilidade de 5-HT hipotalamica foi relacionada a hiperfagia e ganho de peso (NEARY;
GOLDSTONE; BLOOM, 2004).

Contudo, frente a estreita relacdo entre 5-HT e 0 consumo/gasto energético, devem-se
considerar os fatores ambientais, como a exposi¢do a dieta hiperlipidica, como capaz de
influenciar o sistema serotoninérgico (SULLIVAN; SMITH; GROVE, 2011). O consumo de
tal dieta ap6s 20 semanas promoveu a reducdo nos niveis plasmaticos de 5-HT, além do
aumento de cerca de 40% na expressdao do mRNA dos receptores 5-HTzc hipotalamicos em
camundongos machos aos 224 dias de vida (HUANG; HAN; STORLIEN, 2004). A ativagédo
desses receptores também estimulou o gasto energético atraves do fluxo simpético do
hipotalamo para tecidos chaves para o metabolismo como TAB, musculo esquelético, figado e
pancreas (BRITO et al., 2007). Quanto ao TAB, centralmente, a 5-HT tem acéo lipolitica e
reduz a adiposidade (XU et al., 2008) e recentemente, foi demonstrado que existe um sistema
funcional para sintese, recaptacdo e ativacdo dos receptores 5-HT2a, 5-HT2s € 5-HT2c bem
como atividade da enzima TPH1 em adip6citos (STUNES et al., 2011).

Ja na periferia, onde se localiza cerca de 98% da 5-HT corpdrea, foi visto a atuacao
dessa monoamina na regulacao do metabolismo de glicose e lipidios, desempenhando também
um papel importante na obesidade (WATANABE et al., 2016). Em camundongos machos
alimentados com dieta hiperlipidica, a injecdo intraperitoneal de 5-HT administrada entre a 5-
262 semana, nas doses de 0,1mg, 0,5mg ou 1mg/Kg, inibiu o ganho de peso, hiperglicemia e
resisténcia a insulina, impedindo ainda o aumento de adipdcitos intra-abdominais
(WATANABE et al., 2016). Como a 5-HT administrada perifericamente ndo cruza a barreira
hemato-encefalica, estes achados indicam que as vias serotoninérgicas periféricas sdo
importantes para o controle do peso corporal e da homeostase energética, acelerando o
consumo de energia no musculo esquelético e atenuando a obesidade e outros distarbios
metabolicos (HARDEBO; OWMAN, 1980; WATANABE et al., 2016).

1.2.3 Serotonina, dieta hiperlipidica e comportamentos emocionais

Durante o neurodesenvolvimento, os nucleos mediano e dorsal da rafe que abrigam a
grande maioria dos neurbnios serotoninérgicos, sdo considerados os mais relevantes na
modulacdo do comportamento emocional (TEISSIER et al., 2015). Destes nucleos, o dorsal
contém 35% de 26.000 neurdnios produtores de 5-HT e é a fonte predominante de inervacéo
serotoninergica do prosencéfalo (REN et al., 2018). Um estudo que promoveu a inibicéo

aguda especifica dos neurdnios serotoninérgicos no ndcleo dorsal da rafe, demonstrou um
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aumento do comportamento semelhante & ansiedade em ratos machos (NISHITANI et al.,
2018). Este resultado fornece evidéncias de que o nucleo em questdo, contém subsistemas
paralelos que diferem na conectividade de entrada e saida de propriedades fisiologicas de
resposta e fungdes comportamentais (NISHITANI et al., 2018; REN et al., 2018).

Adicionalmente, as varia¢des nos niveis de 5-HT contribuem para a programacéo do
desenvolvimento na infancia e doengas mentais com inicio na vida adulta (BONNIN;
LEVITT, 2011), pela capacidade desse neurotransmissor de regular diversas fun¢Ges como
comportamentos, incluindo estados emocionais, como ansiedade e depressdo (SULLIVAN et
al., 2012). Nos seres humanos, a ansiedade representa um estado emocional interno e € uma
consequéncia adaptativa natural do estresse que ajuda a lidar com o estressor (LESCH et al.,
2003). Os transtornos de ansiedade sdo disfuncionais, crénicos, persistentes e podem piorar
progressivamente se ndo forem tratados (LESCH et al., 2003). Em criangas, a idade média de
aparecimento de transtornos de ansiedade pode variar de 6 a 14 anos, e esse inicio precoce
pode aumentar a probabilidade de transtornos de ansiedade com sintomas mais graves em
periodos posteriores, em compara¢do com o inicio durante a vida adulta (GANELLA; KIM,
2014). Ja em roedores, 0 comportamento semelhante a ansiedade € definido como um alto
nivel de evitagcdo do ambiente novo e desconhecido e aumento da rea¢do de medo (LESCH et
al., 2003).

Dados indicam que a obesidade e desordens metabolicas associadas ao consumo de
dietas com alto teor de lipideos durante a gestacdo e/ou lactacdo, tem sido associado ao
aumento de ansiedade na prole de roedores (BILBO; TSANG, 2010; KANG et al., 2014;
SASAKI; MCGOWANA; ERB, 2018; WINTHER et al., 2018) e primatas ndo-humanos
(SULLIVAN etal., 2010; THOMPSON et al., 2017). A utilizagdo dessa dieta ainda promoveu
a reducdo da imunorreatividade serotoninérgica no cortex pré-frontal em primatas aos 330
dias de vida, predispondo fémeas da prole ao desenvolvimento de comportamento semelhante
a ansiedade (THOMPSON et al., 2017). Sendo assim, a exposi¢do precoce a este tipo de
aporte nutricional poderia favorecer o surgimento de alteragbes comportamentais tardias
(KIYOHARA; YOSHIMASU, 2009; SULLIVAN et al., 2012).

Camundongos submetidos a dieta hiperlipidica também apresentaram aumentos no
peso corporal, hiperglicemia e prejuizo na tolerancia a glicose, sendo estas alteracfes
metabdlicas associadas a sintomas semelhantes a ansiedade/depressdao (ZEMDEGS et al.,
2016). Adicionalmente, tais fendtipos foram relacionados a menores niveis de 5-HT no

hipocampo, 0 que pode ser resultado da maior sensibilidade ao receptor 5-HT1a na rafe dorsal
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(ZEMDEGS et al., 2016), estando esse receptor implicado na fisiopatologia da ansiedade e
depressdo (LESCH et al., 2003).

Diante dos achados, nota-se uma associacdo entre alteragdes metabolicas causadas
pelo consumo de dieta hiperlipidica e desenvolvimento de distdrbios emocionais, causadas
pelas mudancas na disponibilidade de 5-HT durante periodos criticos do desenvolvimento.
Desta forma, especula-se que futuras geragOes apresentardo aumento no risco de desenvolver
desordens metabolicas associadas a problemas relacionados a sadde mental (SULLIVAN;
SMITH; GROVE, 2011).

1.3 Inibicao neonatal da recaptacéo de serotonina

Sabendo que a manipulacdo do ambiente no periodo perinatal, pode ser associado a
mudancas permanentes na fisiologia e/ou estrutura de diferentes 6rgdos (GLUCKMAN;
HANSON; BEEDLE, 2007), o estabelecimento da relacdo entre 5-HT e a neuroplasticidade
tem levado ao aumento do interesse na manipulagdo do sistema serotoninérgico (KRAUS et
al., 2017), buscando entender as consequéncias das variacfes na sinalizagdo desta monoamina
durante periodos criticos do desenvolvimento (BRUMMELTE et al., 2017; GARFIELD;
HEISLER, 2009).

Modificagbes na sinalizacdo de 5-HT podem ocorrer devido a nutricdo, estresse,
variacfes genéticas, epigenéticas ou exposicdo a drogas (BRUMMELTE et al., 2017;
DAUBERT; CONDRON, 2010), como os Inibidores Seletivos da Recaptacdo da Serotonina
(ISRS), que sdo utilizados no tratamento da depressdo e ansiedade em humanos (BORUE,
CHEN, 2007; MILLARD; WESTON-GREEN; NEWELL, 2017). Alguns ISRS
comercialmente disponiveis incluem citalopram, escitalopram, fluvoxamina, paroxetina,
sertralina e fluoxetina, sendo este Gltimo considerado o medicamento de referéncia para o
tratamento de transtornos emocionais (SGHENDO; MIFSUD, 2012). Atualmente, esses
farmacos séo prescritos para individuos de diversos ciclos da vida, incluindo gestantes
(BARROS et al., 2018). A prescricdo dos ISRS para este publico especifico aumentou nos
ultimos 30 anos (LUGO-CANDELAS et al., 2018), acompanhando o aumento da prevaléncia
de depressao e ansiedade durante a gravidez (ORNOY; KOREN, 2018). Ainda, é possivel que
0 mesmo individuo manifeste os dois transtornos, como a ansiedade e a depressdo
simultaneamente, o que dissemina o uso dos ISRS (ORNOY; KOREN, 2018).
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Por possuirem uma estrutura semelhante a 5-HT, os ISRS também tém como alvo a
proteina transportadora de 5-HT (SERT ou 5-HTT) no neurdnio pré-sinaptico, reduzindo a
recaptacdo de 5-HT e consequentemente, aumentando seus niveis na fenda sinaptica (Figura
1) (BRUMMELTE et al., 2017; LEVY et al., 2019). A 5-HTT ¢ codificada pelo gene SLC6A4
(Solute carrier family 6 neurotransmitter transporter serotonin member 4) (MURPHY;
LESCH, 2008). Sua expressdo no cérebro se inicia concomitantemente ao surgimento de
neurdnios serotoninérgicos, na 5% semana gestacional em humanos e entre o 10-13° dia
embrionario em roedores, se estendendo também aos neur6nios ndo serotoninérgicos na 122
semana gestacional em humanos e no 17° dia embrionario em roedores (HOMBERG;
SCHUBERT,; GASPAR, 2010; MILLARD; WESTON-GREEN; NEWELL, 2017). Essa
proteina regula a acdo da 5-HT, modulando a transmissdo sindptica e as cascatas de
sinalizacdo associadas (MILLARD; WESTON-GREEN; NEWELL, 2017).

A exposicdo ao ISRS causa a ativacdo prolongada dos receptores serotoninérgicos,
aumentando a magnitude e a duracdo da atividade da 5-HT nos receptores pré- e pos-
sinapticos (HOMBERG; SCHUBERT; GASPAR, 2010; MILLARD; WESTON-GREEN;
NEWELL, 2017). Os ISRS possuem ainda, a capacidade de modular os niveis de 5-HT para o
feto em desenvolvimento (PAWLUSKI; GEMMEL, 2018), através da passagem desses
farmacos para o feto via placenta e, para o recém-nascido via leite materno (BORUE, CHEN,
2007; BRUMMELTE et al., 2017). Tal fato torna ainda mais importante a investigacdo sobre
os efeitos precoces e tardios do uso perinatal dos ISRS (ORNOY; KOREN, 2018).

Adicionalmente, estudos sugerem respostas adaptativas como resultado da elevacéo
dos niveis de 5-HT apds tratamento com ISRS, em periodos criticos do desenvolvimento
(KRAUS et al., 2017). A exposi¢do neonatal a fluoxetina promoveu reducéo do peso corporal
em ratos a partir do 11° dia de lactacdo, permanecendo esta reducdo até os 40 dias de vida
(PINHEIRO et al., 2017a). O menor ganho de peso foi associado ao aumento da concentracdo
de 5-HT e 5-HTT no hipotadlamo, o que reestabeleceu os niveis de 5-HT desses animais
(PINHEIRO et al., 2017a).
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Figura 1 - Esquema geral da acdo dos Inibidores Seletivos da Recaptacdo da Serotonina

®= Serotonina

Pré-sinaptico @-= ISRS

Pés-sinaptico

Apbs sua producdo nos nucleos da rafe a 5-HT é armazenada em vesiculas e posteriormente
liberada na fenda sinaptica, agindo sobre os receptores. O SERT controla sua acdo a
recaptando para o neurdnio pré-sinaptico. Os ISRs atuam se ligando ao SERT e impedindo o
processo de recaptacao.

Fonte: MILLARD; WESTON-GREEN; NEWELL, 2017.

Em termos de adiposidade, foi observado que ratos tratados durante a lactagdo com
fluoxetina acumularam menos tecido adiposo branco abdominal quando submetidos a dieta
hiperlipidica por 5 semanas na vida adulta (GALINDO et al., 2015). Esta menor adiposidade
foi associada a maior expressdo génica do receptor 5-HT2c no hipotdlamo (GALINDO et al.,
2015). Isto sugere que a utilizacdo neonatal de um ISRS geraria menor tendéncia ao acumulo
de tecido adiposo na vida adulta, talvez pela maior atividade na via hipotalamica das
melanocortinas, mesmo em condicGes de maior aporte lipidico e caldrico (GALINDO et al.,
2015). De forma semelhante, um estudo que expds ratos a superalimentacdo na lactacéo,
seguida pelo tratamento com fluoxetina do 39° até 59° dia de vida, induziu 0 comportamento
hipofagico e melhora do perfil adiposo com reducdo de massa de tecido mesentérico e
epididimal e aumento do tecido adiposo marrom (SILVA et al., 2019). Tal efeito pode ser
explicado, pela melhoria dos parametros relacionados ao balango energético, que suprimiu a

fome, a partir do aumento na disponibilidade sinaptica de 5-HT (SILVA et al., 2019).

Estudos investigaram a possivel relagdo entre o uso de ISRS no periodo neonatal e 0s
comportamentos emocionais. Ratos tratados com fluoxetina durante a lactacdo exibiram
niveis menores de comportamento semelhante a ansiedade (DA SILVA et al., 2014). Neste

sentido, essas evidéncias sugerem que as variacdes na sinalizacdo da 5-HT podem amplificar
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respostas ‘positivas’ em um organismo em desenvolvimento (BRUMMELTE et al., 2017).
Desse modo, fatores que modificam niveis centrais de 5-HT, como é o caso dos ISRS, podem
atuar como indutores de ‘plasticidade’, reativando a capacidade da 5-HT de mediar a
plasticidade do desenvolvimento, ao invés de serem ‘fatores de risco’ (BRUMMELTE et al.,
2017; KRAUS et al., 2017). Essa abordagem farmacoldgica para reducdo de peso pode ser
associada a novas intervengdes clinicas no tratamento da obesidade (GARFIELD; HEISLER,
2009) possivelmente, levando a um melhor entendimento de como os riscos das doencas
metabolicas causadas pelo consumo de dieta hiperlipidica nos periodos iniciais da vida,

poderiam ser atenuados pela utilizacdo estratégica de farmacos (SILVA et al., 2019).
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2 PERGUNTA CONDUTORA

A inibicdo neonatal da recaptagdo da serotonina atenua os efeitos do uso de dieta
hiperlipidica/hipercaldrica durante gestacdo e lactacdo sobre o comportamento semelhante a

ansiedade e a adiposidade em prole de ratos?
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3 HIPOTESE

A inibicdo neonatal da recaptacdo da serotonina atenua os efeitos do uso de dieta
hiperlipidica/hipercalérica durante gestacdo e lactacdo sobre o comportamento semelhante a

ansiedade e a adiposidade em prole de ratos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar os efeitos da inibicdo da recaptacdo de serotonina durante a lactacdo sobre o
comportamento semelhante a ansiedade e a adiposidade em prole de ratos jovem e adulta

submetida a dieta hiperlipidica/hipercalorica durante gestagdo e lactagéo.

4.2 Especificos

Avaliar em prole jovem e adulta submetida a dieta hiperlipidica/hipercalérica
perinatalmente e submetida a inibicdo neonatal da recaptacdo de serotonina durante a
lactacdo:

e Peso corporal,

e Consumo alimentar diério;

e Comportamento semelhante a ansiedade;
e Quantificacdo de lipideos séricos;

e Histomorfometria de adipdcitos no tecido adiposo branco.
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5 METODOS

5.1 Animais e grupos experimentais

Ratos da linhagem Wistar provenientes da colonia do Departamento de Nutricdo —
UFPE foram alocados no biotério do Laboratério de Experimentacdo em Nutricdo e
Instrumentacdes Biomédicas - LENIB do Departamento de Nutricdo — UFPE, onde
aconteceram os experimentos. Os animais foram mantidos sob condicGes padrdo de biotério,
com temperatura controlada (22+1°C) ciclo de luz de 12/12 horas invertido (escuro: 08-20h /
claro: 20-08h), livre acesso a agua e alimentagdo (Presence®) e, utilizados segundo a “Diretriz
brasileira para o cuidado e a utiliza¢do de animais para fins cientificos e didaticos”. O projeto
foi aprovado pela Comisséo de Etica em Uso de Animais - CEUA da Universidade Federal de
Pernambuco — UFPE, sob nimero 0029/2018.

Foram utilizadas 24 ratas nuliparas, com idade entre 90-120 dias e peso corporal entre
220-2409. As fémeas passaram por um periodo de 5 dias de adaptacdo no biotério antes do
acasalamento, o qual seguiu a propor¢cdo de um macho para duas fémeas (1:2). No primeiro
dia da gestacdo, as fémeas foram divididas segundo a manipulacdo dietética apresentada nas
Tabelas 1 e 2 em dois grupos experimentais: Grupo Dieta Controle (C) (Presence®) e Grupo
Dieta Hiperlipidica/Hipercalorica (DHH) (CADENA-BURBANO et al., 2017). Os roedores
machos também consumiam a mesma dieta oferecida & fémea durante o acasalamento, de
modo que o roedor que havia consumido DHH em algum momento, ndo era utilizado para
acasalar com ratas que receberam a dieta controle. Apds constatacdo de prenhez através da

evolucdo ponderal, as ratas foram dispostas em gaiolas individuais.

Ao nascimento da prole, no 1° DPN, cada uma das ninhadas (n=8 neonatos/ninhada)
pertencentes aos grupos C e DHH foram subdivididas formando quatro subgrupos
experimentais compostos por machos, em funcdo da manipulacdo dietética e farmacoldgica
que foi administrada durante a lactacdo: SUBGRUPO DIETA CONTROLE + SALINA (C-
S): filhotes provenientes do grupo C e tratados com salina estéril (NaCl 0.9%, 10 pl/g,
n=4/ninhada); SUBGRUPO DIETA CONTROLE + FLUOXETINA (C-F): filhotes
provenientes do grupo C e tratados com fluoxetina (Roval®) diluida em salina estéril
(10mg/Kg; 10 pl/g, n=4/ninhada); SUBGRUPO DIETA
HIPERLIPIDICA/HIPERCALORICA + SALINA (DHH-S): filhotes provenientes do grupo
DHH e tratados com salina (NaCl 0.9%,10 ul/g, n=4/ninhada); SUBGRUPO DIETA
HIPERLIPIDICA/HIPERCALORICA + FLUOXETINA (DHH-F): filhotes provenientes do
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grupo DHH e tratados com fluoxetina (Roval®) diluida em salina estéril (10mg/Kg; 10 pl/g,
n=4/ninhada).

A manipulacéo dietética foi realizada do 1° dia de gestacdo até o 21° dia de lactacdo e
a administracdo de farmaco ou salina foi realizada por via subcutanea na regido do dorso,
diariamente, do 1° ao 21° DPN, 1 hora ap6s o inicio do ciclo escuro (MATEOS et al., 2009).
A partir do desmame no 22° DPN até o final dos experimentos, os animais receberam dieta

controle (Presence®), como mostra a Figura 2.

Tabela 1 - Formulacao utilizada para elaboracdo da Dieta Hiperlipidica/Hipercalorica

Ingredientes (g) (9/1009)
Amido de milho (87% carboidratos) 24,50
Amido dextrinizado (92% carboidratos) 8,00
Caseina (85% proteina) 25,50
Sacarose 6,17
Oleo de soja (7,61ml) 7,00
Banha animal (100% lipideos) 19,00
Celulose 5,00
Mix mineral (AIN-93G) 3,50
Mix vitaminico 1,00
L-metionina 0,38
Bitartarato de colina 0,25
Terc-butil-hidroquinona 0,0014
Calorias (kcal/100g) 462,00

Fonte: CADENA-BURBANO et al., 2017. Os calculos da composi¢do centesimal foram
baseados nas informagdes nutricionais enviadas pela empresa fornecedora dos produtos.

Tabela 2 - Distribuicdo calorica e de macronutrientes das dietas experimentais

Ingredientes Controle Presence Dieta Hiperlipidica/
Hipercalorica

Proteina (%Kcal) 27,0 19,0

Carboidratos (%Kcal) 61,7 30,0

Lipideos (%0Kcal) 11,3 51,0

Valor Energético 3,44 4,62

Total (VET) (Kcal/g)

Fonte: SILVA, L.O., 2020
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Figura 2 - Desenho experimental do estudo
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—VIA SUBCUTANEA - TECIDO ADIPOSO BRANCO
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- Dieta Hiperlipidica/Hipercalérica

Fonte: SILVA, L.O., 2020

5.2 Experimentos

5.2.1 Peso corporal, anélise da glicemia em jejum, peso dos 6rgdos e andlise dos lipideos
séricos das nutrizes apés lactacao

O peso corporal das nutrizes foi aferido um dia ap6s o desmame e, logo apos, as
nutrizes foram submetidas a 12 horas de jejum. Ap6s o tempo de jejum, foi realizada pequena
incisdo na cauda das ratas para retirada de uma goticula de sangue que foi utilizada para
afericio da glicemia através de glicosimetro (G-TECH®). Em seguida, as ratas foram
eutanasiadas e tiveram o sangue do tronco coletado e centrifugado por cerca de 20 minutos, o
soro foi retirado e armazenado em ultrafreezer (-80°C). Logo ap06s a coleta de sangue, 0s
orgdos enceéfalo, figado, coracdo, rim e supra-renal e o tecido adiposo abdominal total das
fémeas foram retirados para quantificacdo do seu peso umido através de balanca de preciséo.
O soro permaneceu congelado até a andlise através de teste colorimétrico Labtest® do
colesterol total, triglicerideos e lipoproteina de alta densidade (HDL). O teste foi realizado
segundo as instrucdes do fabricante. A analise dos lipideos séricos ocorreu da mesma forma

na prole aos 30 e 60 dias.

5.2.2 Peso corporal e consumo alimentar diario da prole

Os filhotes tiveram o peso corporal aferido diariamente durante a lactagdo (1° ao 21°
DPN) bem como aos 30 e 60 dias de vida. Para a pesagem foi utilizada balanca de precisdo. O



36

consumo alimentar foi aferido aos 30 e 60 dias, com cada roedor ocupando uma gaiola, a
partir da oferta de 80g/dia durante trés dias consecutivos de dieta padrdo de biotério
(Presence®). O resultado foi dado pela diferenca entre alimento consumido e alimento
rejeitado, e expresso em consumo relativo [(Alimento consumido(g)-Alimento
Rejeitado(g))/Peso Corporal(g)]*100.

5.2.3 Avaliacédo de Comportamento semelhante a ansiedade

A avaliacdo do comportamento semelhante a ansiedade foi realizada aos 28 e 58 dias
de vida, através do teste do Campo Aberto. Esse aparato consiste em uma estrutura circular de
aproximadamente 1m de diametro, delimitado por paredes de 30 cm de altura, no qual os
animais foram postos por 15 minutos (Figura 3) (ARAGAO et al., 2011), onde uma camera
capturou as imagens através do software VideoStudio®. Posteriormente, o software
CaptureSegAvi® foi utilizado para cortar o video em 1.362 quadros, os quais foram
sobrepostos em uma mascara criada no software Paint® tque tinha a funcdo de refletir apenas
a imagem do roedor, sendo as imagens resultantes analisados em seguida pelo software
MATLAB®. O comportamento semelhante a ansiedade foi inferido através da analise do
tempo no centro e na periferia (s), distancia percorrida (m), velocidade média (m/s), tempo
imovel (s) e nimero de paradas (KANG et al., 2014; PAGE; JONES; ANDAY, 2014).

Figura 3 - Campo aberto: (A) Uma visdo do campo aberto com a luz apagada; (B) Uma viséo
do campo aberto com a luz acesa; (C) Uma mascara criada com o Software Paint®; (D)
Imagem final usada para analise.
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Fonte: ARAGAO et al., 2011

5.2.4 Quantificacé@o do peso do tecido adiposo branco e de 6rgaos

A pesagem dos 6rgdos e a coleta de tecido adiposo foram realizadas aos 30 e 60 dias
de vida. Imediatamente ap0s decapitacdo os tecidos adiposos retroperitoneal, mesentérico,
inguinal, epididimal e perirenal foram coletados e quantificados através de balanca de

precisao.

5.2.5 Processamento histologico e Histomorfometria do Tecido Adiposo Branco
Retroperitoneal

Os coxins de TAB retroperitoneal foram fixados em solugéo tamponada de Formalina
a 4% por 24-48h e armazenados em tubos criogénicos de 5ml, posteriormente, foram imersos
em alcool 70% até o momento do processamento. Esta etapa consiste na troca de alcoois em
concentracdes crescentes (80%, 90% e 100%) por 1 hora para desidratacdo, diafanizacdo
através do xilol por 1h30 e impregnagdo e inclusdo em parafina por uma noite. No dia
seguinte, os cortes foram emblocados e seccionadas a 5pm por microtomia. Os cortes obtidos
foram transferidos para um banho-maria a 45°C e com o auxilio de uma pinga, foram
distendidos e posicionados nas laminas, as quais secaram por cerca de 1 hora na estufa a
60°C. Em seguida, foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) e montadas com aposicao
de laminula (24x60mm).

As imagens histoldgicas foram capturadas atraves de microscépio Optico de campo
claro (Olympus BX41®, aumento 40x), com camera acoplada (Olympus SC30®), obtendo-se
10 campos por lamina, com resolucdo de 1024x768 pixels. O software utilizado para a captura
das fotomicrografias foi o Soft Imaging System 5.0. Estas imagens seriam analisadas em
relacdo ao numero de adipdcitos, area e perimetro através do software Image J versdo 1.43
(Research Services Branch, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA®). No
entanto, o inicio dessa etapa coincidiu com o periodo de quarentena em todo o Brasil devido a
pandemia por Covid-19, causando a paralisacdo das atividades presenciais nas universidades,
incluindo na Universidade Federal de Pernambuco, impossibilitando a realizagdo dessa etapa

do experimento.
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5.3 Andlise Estatistica

Os dados foram tabulados em planilha do software Microsoft Excel. O teste de
normalidade utilizado foi Kolmogorof-Smirnov. Para analise dos dados referentes as nutrizes
como o peso corporal, a glicose em jejum e os valores lipidicos foi utilizado o teste t de
Student nédo pareado. Para comparagédo entre os diferentes grupos da prole, foi empregada o
Teste Two Way ANOVA seguido do Tukey Pds Teste para analisar o peso corporal durante a
lactacdo, o peso corporal aos 30 e 60 dias, consumo alimentar diario, valores lipidicos e 0s
dados referentes ao campo aberto. No total, foram utilizadas 12 nutrizes no grupo controle e
12 nutrizes no grupo DHH. Para os dados das nutrizes 0 “n” representa 0 nimero absoluto de
unidades experimentais. J& para as analises da prole, o “n” representa 0 himero de ninhadas,
de forma que para cada analise foi utilizada, pelo menos, uma unidade experimental de cada
ninhada. Em caso de utilizacdo de mais de uma unidade experimental da mesma ninhada, foi
utilizada a média dessas unidades. Os dados foram expressos em médiatdesvio padrdo e em
todos os casos a significancia estatistica foi considerada, admitindo-se um nivel critico de 5%.
A analise dos dados foi realizada por meio do programa estatistico GraphPad Prism ® (Graph

Pad Software, versao 7.0).



39

6 RESULTADOS

6.1 Peso corporal de nutrizes apds lactacéo

A andlise do peso corporal das nutrizes um dia apds o término da lactagdo ndo
demonstrou diferenca entre os grupos C e DHH (C=288+27,49g; DHH=277,3+£27,219)
(p=0.44) (Figura 3).

Figura 4 - Peso corporal das nutrizes apds lactacao
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Peso corporal das nutrizes ap6s lactagdo (g)

Ratas Wistar receberam Dieta Controle (C) com 3,6 Kcal/g ou Dieta Hiperlipidica/Hipercal6rica (DHH) com
4,62 kcal/g, do 1° dia de gestacdo até o 21° dia de lactacdo. Apds o desmame o peso foi mensurado. Dados
expressos em MD+DP, (C=9), (DHH=7), teste t de Student ndo pareado.

Fonte: SILVA., L.O., 2020

6.2 Glicemia em jejum e quantificacdo dos lipideos séricos das nutrizes apos lactacdo

As nutrizes que consumiram DHH apresentaram maior glicemia em jejum quando
comparado as ratas que receberam dieta controle durante gestagdo e lactagcdo (C=94,2+7,9
mg/dl; DHH=109,4+11,93mg/dl) (p=0.04) (Figura 5A). A andlise dos niveis séricos de
colesterol total ndo demonstrou diferengas significativas (p=0.17) (C=99,28+15,05mg/dl;
DHH=74,76+33,39 mg/dl) (Figura 5B). Em relacédo aos niveis séricos de HDL, as nutrizes do

grupo DHH apresentaram diminuicdo desses niveis em relagdo ao grupo C
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(C=47,05%£1,77mg/dl; DHH=30,1+6,12mg/dl) (p=0.0001) (Figura 5C). Adicionalmente,
houve aumento dos niveis séricos de triglicerideos no grupo DHH em relagdo ao grupo C

(C=105,5%9,38mg/dl; DHH=138+33,57mg/dl) (p=0.04) (Figura 5D).

Figura 5 - (A) Glicemia em jejum das nutrizes ap0s lactacdo; (B) Colesterol total das nutrizes

apos lactagdo; (C) HDL das nutrizes apés lactagdo (D) Triglicerideos das nutrizes ap0s
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Ratas Wistar receberam Dieta Controle (C) com 3,6 Kcal/g ou Dieta Hiperlipidica/Hipercalorica (DHH) com
4.62 kcal/g) do 1° dia de gestagdo até o 21° dia de lactagdo. Logo ap6s o desmame, as ratas foram submetidas a
12 horas de jejum e tiveram a glicemia aferida logo a seguir. Um dia ap6s o desmame, as ratas foram
eutanasiadas e tiveram o sangue coletado para mensuragao de fracfes dos lipideos séricos. Dados expressos em

MD=DP, (C=9), (DHH=7), teste t de Student ndo pareado.
Fonte: SILVA, L.O., 2020
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6.3 Peso de tecidos e 6rgdos das nutrizes apds lactacao

O peso absoluto do TAB abdominal total foi maior no grupo DHH quando comparado
ao grupo C (p=0.03). Foi observado menor peso absoluto do rim esquerdo no grupo DHH
(p=0.01). Os pesos absoluto e relativo do figado foram menores no grupo DHH quando
comparados ao grupo C (p<0.0001). Encéfalo, baco, coracdo e glandula supra-renal nédo

apresentaram diferencas entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 3 - Peso em gramas e peso relativo de tecidos e 6rgédos de ratas dos grupos controle e
DHH

Variaveis C DHH
(n=7-9) (n=6-7)
TAB Abdominal Total () 4,118+1,967 6,566+1,924"
TAB Abdominal Total (%) 2,126+0,99 2,471+0,66
Encéfalo (g) 1,949+0,06 1,844+0,18
Encéfalo (%) 0,7233+0,067 0,6864+0,018
Rim (g) 1,262+0,07 1,098+0,15"
Rim (%) 0,4381+0,028 0,4132+0,014
Baco (g) 0,785+0,085 0,8925+0,136
Baco (%) 0,2917+0,055 0,3414+0,071
Figado (g) 12,95+0,741 9,75+0,94"
Figado (%) 4,75%0,24 3,688+0,19"""
Coracéo (g) 1,216+0,115 1,112+0,16
Coracao (%) 0,4329+0,031 0,4187+0,025
Supra-renal (g) 0,046+0,007 0,040+0,007
Supra-renal (%) 0,0162+0,003 0,0154+0,002
Ratas Wistar receberam Dieta Controle (C) com Kcal/g ou

Hiperlipidica/Hipercaldrica (DHH) com 4.62 kcal/g, do 1° dia de gestacdo até o 21° dia de
lactagdo. As nutrizes foram eutanasiadas um dia apds o desmame e durante a eutandsia, 0s
orgdos e tecidos foram quantificados. Tecido Adiposo Branco (TAB). Dados expressos em
MD<+DP, (C=7-9), (DHH=6-7), teste t de Student ndo pareado.

Fonte: SILVA, L.O., 2020
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6.4 Peso Corporal da prole durante a lactacéo, aos 30 e aos 60 dias

A andlise do peso corporal da prole durante a lactacdo demonstrou interacdo do
tratamento farmacoldgico [F(3,39)=17,84] (p<0.0001) no menor peso corporal no grupo C-F
em relacdo ao seu controle a partir do 10° DPN (C-S=21,62+2,73¢g; C-F=18,45%2,54Q)
(p=0.01) (Figura 6A). Esta diferenca permaneceu até o final da lactacdo (C-S=46,22+5,25¢;
C-F=33,97+5,41g) (p=0.00001) (Figura 6A). Também a partir do 10° DPN, a utilizacéo
neonatal de fluoxetina foi associada ao menor peso corporal do grupo DHH-F quando o
mesmo foi comparado ao grupo DHH-S (DHH-S=46,22+5,259; DHH-F=33,97+5,41Q)
(p=0.01) (Figura 6A). O efeito do maior aporte caldrico foi refletido no maior peso corporal
do grupo DHH-S em rela¢do ao grupo C-S a partir do 15° DPN (C-S=31,08+3,50g; DHH-
S=34,55+3,65¢) (p=0.01) (Figura 6A).

Aos 30 dias de vida houve efeito da inibi¢cdo da recaptacdo da serotonina tanto sobre o
grupo C-F (C-S=89,55+13,69g; C-F=74,16+11,769) (p=0.01) quanto sobre o grupo DHH-F,
gue mantiveram menor peso corporal em relacdo aos seus controles (DHH-S=90,02+10,35g;
DHH-F=75,415+10,669) (p=0.01) (Figura 6B).

A interacdo entre o tratamento farmacologico e 0s grupos experimentais continuou aos
60 dias de vida [F(1,36)=4.96] (p=0.03). Nesta idade o tratamento farmacol6gico continuou
promovendo um menor corporal dos grupos C-F (C-S=266,3+21,64q; C-F=228,9+19,759)
(p=0.01) e DHH-F (DHH-S=281,2+32,48g; DHH-F=246,3+20,4g) (p=0.01) em relacdo aos

seus controles (Figura 6C).
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Figura 6 - (A) Peso Corporal na Lactacdo; (B) Peso corporal aos 30 dias da prole; (C) Peso

corporal aos 60 dias da prole
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Ratas Wistar receberam Dieta Controle (C, 3,6 Kcal/g) ou Dieta Hiperlipidica/Hipercal6rica (DHH, 4,62 kcal/g)
do 1° dia de gestacdo até o 21° dia de lactagdo. Do 1° ao 21° DPN, em cada ninhada (n=8), metade dos filhotes foi
tratada com salina estéril (NaCl 0.9%, 10ul/g, n=4/ninhada) e outra metade com fluoxetina (10mg/Kg, 10ul/g,
n=4/ninhada), constituindo os seguintes subgrupos: Dieta Controle + Salina (C-S); Dieta Controle + Fluoxetina
(C-F); Dieta Hiperlipidica/Hipercalérica + Salina (DHH-S) e dieta Hiperlipidica/Hipercalérica + Fluoxetina
(DHH-F). Dados expressos em MD+DP, (A): (C-S, n=12), (C-F, n=12), (DHH-S, n=10), (DHH-F, n=10), Two
Way ANOVA, Tukey Pés Teste. (B): (C-S, n=12), (C-F, n=12), (DHH-S, n=12), (DHH-F, n=12), Two Way
Anova, Tukey Pds Teste (C): (C-S, n=10), (C-F, n=10), (DHH-S, n=10), (DHH-F, n=10), Two Way Anova,
Tukey P6s Teste. *Representa diferenca entre C-S e C-F; #Diferenca entre DHH-S e DHH-F; $Diferenca entre
C-S e DHH-S.

Fonte: SILVA, L.O., 2020
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6.5 Pesos absoluto e relativo do tecido adiposo branco e de érgdos da prole aos 30 dias

Analisando os coxins de TAB, foi observada a interagdo do uso neonatal de fluoxetina
sobre o0 peso absoluto do TAB epididimal [F(1,19)=11,02] (p=0.003), bem como do consumo
da DHH [F(1,19)=14,71] (p=0.001) com esse coxim apresentando valores menores no grupo
C-F quando comparado aos grupos C-S (p=0.008) e DHH-F (p=0.007) (Tabela 4).

O peso absoluto do TAB retroperitoneal demonstrou interagdo farmacologica
[F(1,21)=22,04] (p=0.0001) na andlise intergrupo, expressando valores menores no grupo C-F
em relacdo ao C-S (p=0.006), além de valor menor no grupo DHH-F quando comparado ao
grupo DHH-S (p=0.03) (Tabela 4). De forma semelhante, o peso relativo do TAB
retroperitoneal demonstrou interacdo da DHH [F(1,21)=27,2] (p<0.0001) e do farmaco
[F(1,21)=6,372] (p=0.01) demonstrando menor valor no grupo C-F em relagdo ao C-S
(p=0.04), e no grupo DHH-F comparado ao seu controle (p=0.001) (Tabela 4).

A analise do peso absoluto do TAB mesentérico também demonstrou interacdo do uso
neonatal com o tratamento farmacoldgico [F(1,19)=5,774] (p=0.02) e a analise intergrupo
evidenciou valor menor no grupo DHH-F em comparacdo ao grupo DHH-S (p=0.04) (Tabela
4). A comparacdo do peso relativo do TAB perirenal demonstrou interacdo entre este e 0
consumo perinatal da dieta experimental [F(1,18)=7,015] (p=0.01), com valor menor no
grupo DHH-S quando comparado ao C-S (p=0.01) (Tabela 4).

A ANOVA demonstrou interacdo da intervencdo farmacoldgica sobre o TAB total
[F(1,19)=18,67] (p=0.0004) (Tabela 4). Para este parametro, a analise intergrupo evidenciou
valores menores no grupo DHH-F quando comparado ao grupo DHH-S (p=0.002). De forma
semelhante, houve interacdo da DHH [F(1,17)=14,61] (p=0.01) e da interacdo farmacoldgica
[F(1,17)=6,797] (p=0.01) sobre o peso relativo do TAB abdominal total, com valor menor no
grupo DHH-F em comparacdo ao DHH-S (p=0.001) e valor maior no grupo DHH-S quando
comparado ao C-S (p=0.01) (Tabela 4). N&o foram identificadas diferengas no peso absoluto

ou relativo do tecido adiposo inguinal (Tabela 4).

Na analise do peso absoluto dos 6rgdos, houve interacdo do uso neonatal da fluoxetina
e 0 peso do rim esquerdo [F(1,18)=17,61] (p=0.0005), com valor menor no grupo DHH-F
qguando comparado ao seu controle (p=0.009) (Tabela 4). Da mesma forma, houve interacédo
entre o peso do figado e a intervencao farmacoldgica [F(1,19)=12,16] (p=0.002), com valores

menores do peso desse 6rgdo no grupo C-F em comparagdo ao C-S (p=0.01) (Tabela 4). Foi
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demonstrado também interacdo entre peso da glandula supra-renal e a inibi¢cdo neonatal da
recaptacdo da serotonina [F(1,17)=5,145] (p=0.03), com o grupo DHH-F apresentando valor
menor em comparacao ao grupo C-F (p=0.04) (Tabela 4). Ja na andlise do peso relativo dos
orgdos, houve interacdo apenas entre o peso da glandula supra-renal e a intervencao
farmacoldgica [F(1,20)=6,716] (p=0.01), com valor maior no grupo C-F em comparagdo ao
seu controle (p=0.006) (Tabela 4). Nd&o foram observadas diferengas nos pesos absoluto e

relativo do encéfalo, baco e coracdo (Tabela 4).



Tabela 4 - Pesos absoluto e relativo dos 6rgéos e tecidos da prole aos 30 dias

Variaveis C-S C-F DHH-S DHH-F
(n=6-7) (n=6-7) (n=5-6) (n=5-6)
TAB Inguinal (g) 0,2278+0,08 0,144+0,08  0,2852+0,13  0,2146+0,03
TAB Inguinal (%) 0,355+0,133 0,213+0,128 0,348+0,148 0,306+0,06
TAB Epididimal (g) 0,1323+0,02 0,0786+0,019™  0,158+0,03 0,138+0,02&&
TAB Epididimal (%) 0,180+0,02 0,143+0,03 0,207+0,04 0,181+0,02
TAB Retroperitoneal (g)  0,1147+0,02 0,059+0,02™ 0,124+0,03 0,073+0,01*
TAB Retroperitoneal (%)  0,132+0,02 0,090+0,02" 0,174+0,02 0,103+0,02%#
TAB Mesentérico (g) 0,2735+0,15 0,300+0,11 0,3522+0,04  0,1692+0,05"
TAB Mesentérico (%) 0,282+0,14 0,385+0,13 0,393+0,66 0,233+0,05
TAB Perirenal (g) 0,051+0,013 0,034+0,007 0,0408+0,02  0,0254+0,002
TAB Perirenal (%) 0,072+0,006 0,054+0,009 0,047+0,022%  0,036+0,007
TAB Abdominal Total 0,9592+0,17 0,757+0,15 1,264+0,31  0,7368+0,11%
(@)
TAB Abdominal Total 1,174+0,167 1,084+0,112 1,516+0,21° 1,037+0,17%
(%)
Encéfalo () 1,563+0,056 1,52610,03 1,533+0,04 1,44+0,11
Encéfalo (%) 1,983+0,14 2,213+0,14 1,874+0,17 2,155+0,19
Rim (g) 0,5382+0,23 0,4737+0,053 0,5448+0,03  0,4306+0,07%
Rim (%) 0,649+0,06 0,6858+0,07 0,6234+0,07 0,599+0,04
Baco (9) 0,2826%0,03 0,2583£0,01 0,2898+0,07 0,2366+0,05
Baco (%) 0,3501+0,04 0,3981+0,03 0,338+0,07 0,383+0,05
Figado (g) 5,08+0,58 4,12+0,28" 4,729+0,60 4,186+0,50
Figado (%) 5,41+0,21 5,76x0,47 6,02+0,51 5,563+0,97
Coragéo (9) 0,4942+0,04 0,4477+0,04 0,577+0,04 0,4936x0,06
Coragéo (%) 0,597+0,06 0,622+0,06 0,647+0,07 0,619+0,07
Supra-renal (g) 0,014+0,002  0,0170,004  0,014+0,001  0,012+0,001%
Supra-renal (%) 0,015+0,002 0,024+0,007  0,01740,002  0,017+0,003

Ratas Wistar receberam Dieta Controle (C, 3,6 Kcal/g) ou Dieta Hiperlipidica/Hipercaldrica (DHH, 4,62 kcal/g) do 1°
dia de gestacao até o 21° dia de lactacdo. Do 1° ao 21° DPN, em cada ninhada (n=8), metade dos filhotes foi tratada
com salina estéril (NaCl 0.9%, 10ul/g, n=4/ninhada) e outra metade com fluoxetina (10mg/Kg,10ul/g, n=4/ninhada),
constituindo os seguintes subgrupos: Dieta Controle + Salina (C-S); Dieta Controle + Fluoxetina (C-F); Dieta
Hiperlipidica/Hipercalérica + Salina (DHH-S) e dieta Hiperlipidica/Hipercal6rica + Fluoxetina (DHH-F). No 30°
DPN, apds eutanasia, 0s pesos de érgdos e tecidos foram mensurados. Tecido Adiposo Branco (TAB). Dados expressos
em MDzDP. (C-S,n=6-7), (C-F,n=6-7), (DHH-S, n=5-6), (DHH-F, n=5-6), Two Way Anova, Tukey Pds Teste.
*Representa diferenga entre C-S e C-F; #Diferenca entre DHH-S e DHH-F; $Diferenca entre C-S e DHH-S;
&Diferenca entre C-F e DHH-F.

Fonte: SILVA, L.O., 2020
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6.6 Pesos absoluto e relativo do tecido adiposo branco e de drgdos da prole aos 60 dias

Houve interacdo entre o peso absoluto do TAB retroperitoneal e o uso neonatal da
fluoxetina [F(1,17)=18,81] (p=0.0004), com valor menor no grupo DHH-F quando
comparado ao grupo DHH-S (p=0.01) (Tabela 5).

O peso absoluto do TAB perirenal apresentou interacdo da dieta experimental
[F(1,17)=14,91] (p=0.0001) e da inibicdo neonatal da recaptacédo de serotonina [F(1,17)=10,8]
(p=0.004), com menor valor desse coxim no grupo C-S (p=0.004) quando comparado ao
DHH-S, além do menor valor no grupo DHH-F quando comparado ao seu controle (p=0.01)
(Tabela 5). De forma semelhante, foi observada a interacdo da DHH [F(1,17)=10,6] (p=0.004)
no peso relativo do TAB perirenal, com menor valor no grupo C-F quando comparado ao
grupo DHH-F (p=0.02) (Tabela 5). N&o foram identificadas diferengas no peso dos demais

coxins adiposos analisados (Tabela 5).

Em relacdo aos 6rgaos, houve interacdo entre o peso absoluto do figado e o consumo
perinatal de DHH [F(1,17)=7,282] (p=0.001), com o pos-teste evidenciando valor maior no
grupo DHH-F quando comparado ao grupo C-F (p=0.03) (Tabela 5). Nao foram evidenciadas

diferencas no peso dos demais 6rgaos analisados (Tabela 5).
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Tabela 5 - Pesos absoluto e relativo dos 6rgéos e tecidos da prole aos 60 dias

Variaveis

TAB Inguinal (g)
TAB Inguinal (%)
TAB Epididimal (g)
TAB Epididimal (%)

TAB Retroperitoneal (g)
TAB Retroperitoneal (%)

TAB Mesentérico (g)

TAB Mesentérico (%)

TAB Perirenal (9)
TAB Perirenal (%)

TAB Abdominal Total (g)
TAB Abdominal Total (%)

Encéfalo (g)
Encéfalo (%)
Rim (9)

Rim (%)
Baco (9)
Baco (%)
Figado (Q)
Figado (%)
Coracéo (Q)
Coracdo (%)
Supra-renal (g)

Supra-renal (%)

C-S
(n=5)
1,44+0,35

0,594+0,19

1,61+0,30
0,655+0,14
1,252+0,38
0,510+0,15
1,251+0,27
0,505+0,10
0,166+0,06
0,069+0,02
7,939+2,03
3,259+1,06
1,749+0,15
0,710+0,07
1,177+0,17
0,474+0,03

0,7286+0,54

0,282+0,18
11,0+1,14
4,45+0,42
1,025+0,12
0,414+0,03

0,0324+0,006
0,013+0,002

C-F
(n=5-6)
1,103+0,43

0,485+0,16
1,05+0,17
0,505+0,09
0,6588+0,12
0,336+0,11
1,115+0,26
0,591+0,16
0,122+0,04
0,055+0,02
5,415+0,88
2,261+0,21
1,765+0,09
0,816+0,01
1,05+0,13
0,4890+0,03
0,563+0,10
0,268+0,05
9,75+1,34
4,72+0,2
0,9087+0,07
0,429+0,03
0,0232+0,01
0,011+0,004

DHH-S
(n=5)
1,577+0,79

0,563+0,25
1,90+0,61
0,682+0,18
1,412+0,59
0,516+0,21
1,306+0,21
0,478+0,10
0,3482+0,09%
0,128+0,04
8,394+2 45
3,037+0,84
1,803+0,10
0,655+0,06
1,263+0,21
0,454+0,03
0,5874+0,09
0,211+0,01
11,82+2,32
4,23+0,35
1,206+0,24
0,433+0,04
0,0328+0,004
0,011+0,002

DHH-F
(n=5-7)
0,944+0,18

0,449+0,11
1,47+0,40
0,623+0,10
0,6492+0,15"
0,277+0,05
0,9702+0,15
0,415+0,07
0,1846+0,08"
0,176+0,11%
6,879+2,50
2,593+0,49
1,738+0,12
0,746+0,07
1,168+0,15
0,474+0,01
0,5087+0,04
0,206+0,03
12,61+1,14%
4,72+0,23
0,993+0,14
0,433+0,04
0,0355+0,01
0,015+0,004

Ratas Wistar receberam Dieta Controle (C, 3,6 Kcal/g) ou Dieta Hiperlipidica/Hipercalérica (DHH, 4,62
kcal/g) do 1° dia de gestacdo até o 21° dia de lactacdo. Do 1° ao 21° DPN, em cada ninhada (n=8), metade
dos filhotes foi tratada com salina estéril (NaCl 0.9%, 10ul/g, n=4/ninhada) e outra metade com fluoxetina
(10mg/Kg,10ul/g, n=4/ninhada), constituindo os seguintes subgrupos: Dieta Controle + Salina (C-S); Dieta

Controle + Fluoxetina (C-F);
Hiperlipidica/Hipercalorica + Fluoxetina (DHH-F).

F. Fonte: SILVA, L.O., 2020

Dieta Hiperlipidica/Hipercalorica + Salina

(DHH-S) e dieta

No 60° DPN, ap0s eutandsia, 0s pesos de drgaos e
tecidos foram mensurados. Tecido Adiposo Branco (TAB). Dados expressos em MD+DP, (C-S, n=5), (C-F,
n=5-6), (DHH-S, n=5), (DHH-F, n=5-7). Two Way Anova, Tukey Pés Teste. *Representa diferenga entre C-
S e C-F; #Diferenca entre DHH-S e DHH-F; $Diferenca entre C-S e DHH-S; &Diferenga entre C-F e DHH-
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6.7 Consumo Alimentar Diario (CAD) aos 30 e 60 dias de vida

N&o houve interacdo entre as intervencdes nutricional e farmacoldgica e o CAD na

prole aos 30 dias de vida (Figura 7A).

A avaliagdo do CAD na prole aos 60 dias demonstrou interagdo da DHH
[F(1,36)=4,529] (p=0.04) e do tratamento farmacoldgico [F(1,36)=5,911] (p=0.02) no maior
consumo alimentar no grupo C-F quando comparado ao C-S (C-S=10,87%0,65; C-
F=12,13+0,72) (p=0.01). Além disso, o grupo DHH-F apresentou menor consumo alimentar
em comparacéo ao grupo C-F (C-F=12,13+0,72; DHH-F=10,79+1,24) (p=0.006) (Figura 7B).

Figura 7 - (A) Consumo alimentar diario (CAD) aos 30 dias de vida; (B) CAD aos 60 dias de

vida da prole.
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Ratas Wistar receberam Dieta Controle (C, 3.6 Kcal/g) ou Dieta Hiperlipidica/Hipercalérica (DHH, 4.62
kcal/g) do 1° dia de gestagdo até o 21° dia de lactacdo. Do 1° ao 21° DPN, em cada ninhada (n=8),
metade dos filhotes foi tratada com salina estéril (NaCl 0.9%, 10ul/g, n=4/ninhada) e outra metade com
fluoxetina (10mg/Kg,10ul/g, n=4/ninhada), constituindo os seguintes subgrupos: Dieta Controle +
Salina (C-S); Dieta Controle + Fluoxetina (C-F); Dieta Hiperlipidica/Hipercaldrica + Salina (DHH-S) e
dieta Hiperlipidica/Hipercaldrica + Fluoxetina (DHH-F). Do 28° até o 32° DPN e do 58° até 0 62° DPN
0 consumo alimentar didrio foi mensurado. Dados expressos em MDzDP. (A): (C-S, n=10), (C-F,
n=10), (DHH-S, n=10), (DHH-F, n=10), Two Way Anova, Tukey P6s Teste. (B): (C-S, n=10), (C-F,
n=10), (DHH-S, n=10), (DHH-F, n=10), Two Way Anova, Tukey Pé4s Teste. *Representa diferenca
entre C-S e C-F; &Diferenca entre C-F e DHH-F.

Fonte: SILVA, L.O., 2020
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6.8 Lipideos séricos da prole aos 30 dias

A anélise do colesterol total demonstrou interacdo da DHH [F(1,18)=3,183] e da
intervencédo farmacolégica [F(1,18) =41,75] (p<0.0001) com o pds-teste evidenciando valores
maiores no grupo C-F quando comparado ao C-S (p<0.0001) (Tabela 6). De forma
semelhante, foi visto 0 aumento dos niveis séricos desse parametro no grupo DHH-F em
comparacéo ao seu controle (p=0.01) (Tabela 6).

Quando analisado o HDL foi visto a interagcdo do consumo perinatal de DHH [F(1,15)
=23,02] (p<0.00002) no aumento dos niveis séricos de HDL no grupo DHH-S quando
comparado ao C-S (p=0.04) (Tabela 6). Também foi observado que o grupo DHH-F

apresentou maiores niveis de HDL em relacéo ao grupo C-F (p=0.006) (Tabela 6).

Houve interacdo entre os niveis de triglicerideos e o uso da fluoxetina na lactacéo
[F(1,17)=42,75] (p<0.0001), promovendo na prole jovem menores niveis no grupo C-F
qguando comparado ao C-S (p=0.0006) (Tabela 6). O mesmo foi observado no grupo DHH-F

guando comparado ao seu controle (p=0.002) (Tabela 6).

Tabela 6 - Lipideos séricos da prole aos 30 dias

Variaveis C-S C-F DHH-S DHH-F
(n=5-6) (n=5-6) (n=5-6) (n=5-6)

Colesterol Total 64,85+3,39  81,55+5,75" 71,72+6,65 82,18+2,91*%

(mg/dL)

HDL (mg/dL) 32,52+5,90 34,7+5,54 46,7515,23%  49,22+6,31&&

Triglicerideos 309,9+46,69 157,4+24,73™  283,7+31,76  158,4+69,86*

(mg/dL)

Ratas Wistar receberam Dieta Controle (C, 3.6 Kcal/g) ou Dieta Hiperlipidica/Hipercal6rica (DHH, 4.62
kcal/g) do 1° dia de gestacdo até o 21° dia de lactagdo. Do 1° ao 21° DPN, em cada ninhada (n=8), metade
dos filhotes foi tratada com salina estéril (NaCl 0.9%, 10ul/g, n=4/ninhada) e outra metade com fluoxetina
(10mg/Kg,10ul/g, n=4/ninhada), constituindo os seguintes subgrupos: Dieta Controle + Salina neonatal (C-
S); Dieta Controle + Fluoxetina neonatal (C-F); Dieta Hiperlipidica/Hipercaldrica + Salina neonatal (DHH-
S) e dieta Hiperlipidica/Hipercalorica + Fluoxetina neonatal (DHH-F). No 30° DPN, apds decapitacéo, o
sangue foi coletado e as fragGes lipidicas foram analisadas. Dados expressos em MD+DP, (C-S, n=5-6), (C-
F, n=5-6), (DHH-S, n=5-6), (DHH-F, n=5-6), Two Way Anova, Tukey Pds Teste. *Representa diferenca
entre C-S e C-F; # Diferenca entre DHH-S e DHH-F; $Diferenca entre C-S e DHH-S; &Diferenca entre C-
F e DHH-F.

Fonte: SILVA, L.O., 2020
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6.9 Lipideos séricos da prole aos 60 dias

As andlises do colesterol total [F(1,16) = 1,644] (p=0.21) e dos triglicerideos séricos
[F(1,16) = 0,1973] (p=0.66) ndo demonstraram interacdo entre 0S grupos experimentais
(Tabela 7). Quando analisado o HDL foi visto a interacdo da DHH [F(1,15) = 7,48] (p=0.01),
com o grupo DHH-F apresentando valores maiores em comparagdo ao grupo C-F (p=0.008)
(Tabela 7).

Tabela 7 - Lipideos séricos da prole aos 60 dias

Variaveis C-S C-F DHH-S DHH-F
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

Colesterol Total  71,84+19,02  65,66+6,39 70,46+8,92 50,04+11,6

(mg/dL)

HDL (mg/dL) 42,8+8,23 28,5+2,73 41,82+12,68  53,72+14,54%&

Triglicerideos 72,62+24,9 66,36+18,63 71,74+28,64 76,42+35,29

(mg/dL)

Ratas Wistar receberam Dieta Controle (C, 3.6 Kcal/g) ou Dieta Hiperlipidica/Hipercal6rica (DHH, 4.62
kcal/g) do 1° dia de gestacdo até o 21° dia de lactagdo. Do 1° ao 21° DPN, em cada ninhada (n=8), metade
dos filhotes foi tratada com salina estéril (NaCl 0.9%, 10ul/g, n=4/ninhada) e outra metade com fluoxetina
(10mg/Kg,10ul/g, n=4/ninhada), constituindo os seguintes subgrupos: Dieta Controle + Salina (C-S); Dieta
Controle + Fluoxetina (C-F); Dieta Hiperlipidica/Hipercalérica + Salina (DHH-S) e dieta
Hiperlipidica/Hipercalorica + Fluoxetina (DHH-F). No 60° DPN, ap6s decapitacdo, o sangue foi coletado e
as frac@es lipidicas foram analisadas. Dados expressos em MD+DP, (C-S, n=5), (C-F, n=5), (DHH-S, n=5),
(DHH-F, n=5), Two Way Anova, Tukey Pos Teste. &Diferenca entre C-F e DHH-F.

Fonte: SILVA, L.O., 2020
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6.10 Histologia do Tecido Adiposo Branco Retroperitoneal da prole aos 30 dias de vida

Aparentemente, o tamanho dos adipécitos do TAB retroperitoneal do grupo DHH-S é
maior em comparagdo aos outros grupos. As fotos serdo analisadas quanto ao nimero de

adipdcitos, area e perimetro.

Figura 8 - (A) Histologia do TAB retroperitoneal aos 30 dias no grupo C-S; (B) Histologia do
TAB retroperitoneal aos 30 dias no grupo C-F; (C) Histologia do TAB retroperitoneal aos 30
dias no grupo DHH-S; (D) Histologia do TAB retroperitoneal aos 30 dias no grupo DHH-F

Ratas Wistar receberam Dieta Controle (C, 3.6 Kcal/g) ou Dieta Hiperlipidica/Hipercalérica
(DHH, 4.62 kcal/g) do 1° dia de gestacdo até o 21° dia de lactacdo. Do 1° ao 21° DPN, em cada
ninhada (n=8), metade dos filhotes foi tratada com salina estéril (NaCl 0.9%, 10ul/g, n=4/ninhada)
e outra metade com fluoxetina (10mg/Kg, 10ul/g, n=4/ninhada), constituindo os seguintes
subgrupos: Dieta Controle + Salina (C-S); Dieta Controle + Fluoxetina (C-F); Dieta
Hiperlipidica/Hipercalérica + Salina (DHH-S) e dieta Hiperlipidica/Hipercal6rica + Fluoxetina
(DHH-F). No 30° DPN, apds eutanasia, o0 TAB retroperitoneal foi mensurado e passou por processamento
histoldgico e coloragdo com Hematoxilina-Eosina. Tecido Adiposo Branco (TAB). (C-S, n=6), (C-F, n=7),
(DHH-S, n=6), (DHH-F, n=7).

Fonte: SILVA, L.O., 2020



6.11 Histologia do Tecido Adiposo Branco Retroperitoneal da prole aos 60 dias

N&o foram observadas possiveis diferencas claramente visiveis. As fotos serdo

analisadas quanto ao numero de adipdcitos, area e perimetro.

Figura 9 - (A) Histologia do TAB retroperitoneal aos 60 dias de vida no grupo C-S; (B)
Histologia do TAB retroperitoneal aos 60 dias de vida no grupo C-F; (C) Histologia do TAB
retroperitoneal aos 60 dias de vida no grupo DHH-S; (D) Histologia do TAB retroperitoneal
aos 60 dias de vida no grupo DHH-F.

Ratas Wistar receberam Dieta Controle (C, 3.6 Kcal/g) ou Dieta Hiperlipidica/Hipercalérica
(DHH, 4.62 kcal/g) do 1° dia de gestacdo até o 21° dia de lactacdo. Do 1° ao 21° DPN, em cada
ninhada (n=8), metade dos filhotes foi tratada com salina estéril (NaCl 0.9%, 10ul/g, n=4/ninhada)
e outra metade com fluoxetina (10mg/Kg,10ul/g, n=4/ninhada), constituindo o0s seguintes
subgrupos: Dieta Controle + Salina (C-S); Dieta Controle + Fluoxetina (C-F); Dieta
Hiperlipidica/Hipercalérica + Salina (DHH-S) e dieta Hiperlipidica/Hipercal6rica + Fluoxetina
(DHH-F). No 60° DPN, apds eutanasia, o TAB retroperitoneal foi mensurado e passou por processamento
histoldgico e coloragdo com Hematoxilina-Eosina. Tecido Adiposo Branco (TAB). (C-S, n=5), (C-F, n=6),
(DHH-S, n-5), (DHH-F, n=6).

Fonte: SILVA, L.O., 2020
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6.12 Avaliacdo de Comportamento semelhante & ansiedade aos 30 dias

N&o houve interagcdo da DHH [F(1,24) = 0,5331] (p=0.47) e da intervencéo
farmacologica [F(1,24) = 0,3578] (p=0.55) sobre o tempo no centro do campo aberto (Figura
10A). Quanto ao tempo na periferia o grupo DHH-F permaneceu por menor tempo na
periferia em comparacdo ao grupo C-F (C-F=818,5+£38,99ss; DHH-F=751,3+52,81) (p=0.03)
(Figura 10B).

Em relacdo ao tempo imovel o grupo DHH-F apresentou menor imobilidade em
comparagdo ao grupo C-F (C-F=631,7+43,58s; DHH-F=557,8+32,88s) (p=0.01) (Figura
10C). A andlise do numero de paradas ndo demonstrou interacdo entre 0S grupos
experimentais de interesse [F(1,31) = 0,5352] (Figura 10D).

Quanto a distancia percorrida, houve interacdo do uso neonatal de fluoxetina
[F(1,31)=6,826] (p=0.001), bem como do consumo da DHH [F(1,31)=5,831] (p=0.02), com o
pos-teste evidenciando a menor distancia percorrida no grupo C-F quando comparado ao
grupos C-S (C-S=58,1+9,19m; C-F=42,81+9,78m) (p=0.007) (Figura 10E). Ja o grupo DHH-
F apresentou maior distancia percorrida em comparacdo ao grupo C-F (C-F=42,81+9,78m;
DHH-F=58,72+6,24m) (p=0.005) (Figura 9E). Ndo houve interacdo da DHH [F(1,31)=2,607]
(p=0.11) e do uso neonatal de fluoxetina [F(1,31)=1,036] (p=0.12) quando analisada a
velocidade média (Figura 10F).
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Figura 10 - Avaliagdo do Comportamento semelhante & ansiedade no Campo Aberto aos 30
dias: (A) Tempo no Centro (s); (B) Tempo na periferia (s); (C) Tempo Imdvel (s); (D)

Numero de Paradas; (E) Distancia Percorrida (m) e (F) Velocidade Média (m/s).
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Ratas Wistar receberam Dieta Controle (C, 3,6 Kcal/g) ou Dieta Hiperlipidica/Hipercalé6rica (DHH, 4.62
kcal/g) do 1° dia de gestacdo até o 21° dia de lactacdo. Do 1° ao 21° DPN, em cada ninhada (n=8), metade
dos filhotes foi tratada com salina estéril (NaCl 0.9%, 10ul/g, n=4/ninhada) e outra metade com
fluoxetina (10mg/Kg,10ul/g, n=4/ninhada), constituindo os seguintes subgrupos: Dieta Controle + Salina
(C-S); Dieta Controle + Fluoxetina (C-F); Dieta Hiperlipidica/Hipercalérica + Salina (DHH-S) e dieta
Hiperlipidica/Hipercaldrica + Fluoxetina (DHH-F). No 28° DPN os animais foram avaliados por 15
minutos no Campo Aberto. Dados expressos em MD+DP, (C-S, n=7-9), (C-F, n=7-9), (DHH-S, n=7-9),
(DHH-F, n=7-9), Two Way Anova, Tukey Pés Teste. *Representa diferenca entre C-S e C-F; &Diferenca
entre C-F e DHH-F.

Fonte: SILVA, L.O., 2020
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6.13 Avaliacdo de Comportamento semelhante & ansiedade aos 60 dias

Aos 60 dias também ndo houve interacdo da DHH [F(1,28) = 4,152] (p=0.05) e da
intervencdo farmacologica [F(1,28) = 0,1933] (p=0.66) sobre o tempo no centro do campo
aberto (Figura 11A). O mesmo ocorreu ao analisar o tempo na periferia em relacdo ao
consumo perinatal de DHH [F(1,32) = 1,658] (p=0.20) e ao tratamento farmacoldgico
[F(1,32) =0,0017] (p=0.96) (Figura 11B).

Também ndo houve interacdo da DHH [F(1,31) = 0,1027] (p=0.75) e da intervencédo
farmacologica [F(1,31) = 1,72] (p=0.18) sobre o tempo imdvel (Figura 11C). O mesmo foi
observado ao analisar o numero de paradas em relacdo ao consumo perinatal de DHH [F(1,31)
= 4,576] (p=0.40) e ao uso de fluoxetina na lactacdo [F(1,31) = 2,902] (p=0.09) (Figura
11D).

Houve interagdo do uso neonatal de fluoxetina [F(1,31) = 12,89] (p=0.001) sobre a
distancia percorrida, com o pds-teste evidenciando uma menor distancia percorrida no grupo
DHH-F quando comparado ao grupo C-F (C-F=58,28+10,79m;DHH-F=44,2+10,37m)
(p=0.02) (Figura 11E). N&o houve interacdo da DHH [F(1,30) = 3,077] (p=0.08) e da
intervencdo farmacoldgica [F(1,30) = 0,6971] (p=0.41) quando analisada a velocidade média
(Figura 11F).
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Figura 11 - Avaliacdo do Comportamento semelhante & ansiedade no Campo Aberto aos 60
dias: (A) Tempo no Centro (s); (B) Tempo na periferia (s); (C) Tempo Imdvel (s); (D)

Numero de Paradas; (E) Distancia Percorrida (m) e (F) Velocidade Media (m/s).
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Ratas Wistar receberam Dieta Controle (C, 3,6 Kcal/g) ou Dieta Hiperlipidica/Hipercalérica (DHH, 4,62
kcal/g) do 1° dia de gestacdo até o 21° dia de lactacdo. Do 1° ao 21° DPN, em cada ninhada (n=8),
metade dos filhotes foi tratada com salina estéril (NaCl 0.9%, 10ul/g, n=4/ninhada) e outra metade com
fluoxetina (10mg/Kg,10ul/g, n=4/ninhada), constituindo os seguintes subgrupos: Dieta Controle + Salina
(C-S); Dieta Controle + Fluoxetina (C-F); Dieta Hiperlipidica/Hipercaldrica + Salina (DHH-S) e dieta
Hiperlipidica/Hipercaldrica + Fluoxetina (DHH-F). No 58° DPN os animais foram avaliados por 15
minutos no Campo Aberto. Dados expressos em MD+DP, (C-S, n=8-9), (C-F, n=7-9), (DHH-S, n=7-8),
(DHH-F, n=8-10), Two Way Anova, Tukey Pos Teste. &Diferenca entre C-F e DHH-F.

Fonte: SILVA, L.O., 2020
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7 DISCUSSAO

O consumo frequente de DHH tem sido observado em individuos de todas as faixas
etarias, o que torna a utilizacdo desse modelo experimental valido para investigar o0s
desfechos metabolicos e comportamentais relacionados em estudos pré-clinicos. A utilizacdo
da dieta experimental foi eficaz para promover alteragdes na composigéo corporal e no perfil
bioquimico da nutriz, bem como na composicdo corporal da prole. J& a inibigdo neonatal da
recaptacdo de 5-HT promoveu efeitos em termos de composicdo corporal, perfil lipidico e

atividade locomotora, sobretudo na prole jovem.

O consumo perinatal de DHH promoveu alteracfes na glicemia e contetdo de lipideos
séricos em nutrizes apds o desmame, além de maior acimulo de TAB abdominal e diminuigéo
dos pesos do rim e do figado, embora nédo tenha sido observado maior ganho de peso corporal
nas mesmas. Em termos de peso corporal, nossos achados corroboram com outros estudos em
roedores que também ndo encontraram aumento no peso corporal em nutrizes consumidoras
de DHH (CADENA-BURBANO et al., 2017; LIANG et al., 2016). A auséncia de diferencas
nesse parametro pode estar relacionada a um mecanismo de ponto de ajuste no peso corporal,
no qual a reducdo ou elevacdo deste, ocorre em resposta a alteracdes na ingestdo alimentar e
no gasto energético, com o objetivo de manter um peso corporal alvo (CADENA-BURBANO
et al., 2017). Desse modo, no presente estudo, a inexisténcia de diferencas no peso corporal
das nutrizes pode ter ocorrido pelo equilibrio entre aporte e gasto energéticos, mesmo frente

ao maior aporte energético-calorico.

Entretando, em contraste, alguns estudos encontraram aumento no peso corporal
(SASAKI et al., 2014; SASAKI; MCGOWANA,; ERB, 2018; WINTHER et al., 2018) e
outros estudos nao observaram alteracdes nos niveis de glicose e triglicerideos séricos
(LIANG et al., 2016; NILSSON et al., 2016) em nutrizes, pelo consumo de DHH no mesmo
periodo. Adicionalmente, um estudo que também observou o menor peso do figado em
fémeas que consumiram dieta hiperlipidica, atribuiu o0 achado a degradacéo geral dos tecidos
que facilitam a gliconeogénese com aminoéacidos, visto que nao foram encontradas fibroses ou
esteatose, de modo que a hipoplasia pode ndo afetar suas fungdes (NILSSON et al., 2016).
Nesse sentido, os dados maternos encontrados sugerem que o ganho de peso corporal nas
nutrizes consumidoras de DHH, pode ndo ser necessario para que ocorram alteragdes

metabdlicas associadas & modificacbes na composi¢do corporal e morfologicas em 6rgéos.



59

Com relagdo ao TAB, os resultados deste estudo concordaram com estudos que
observaram o maior acumulo de TAB abdominal (POMAR et al., 2017), bem como
resisténcia a insulina (FUSCO et al., 2019) em nutrizes consumidoras de DHH. O conteudo
de gordura na dieta € considerado um dos principais determinantes da adiposidade corporal e
sobretudo, dietas contendo mais de 30% da energia total advinda de gordura, tem sido
associadas ao desenvolvimento da obesidade e alteragdes metabdlicas relacionadas (HARIRI,
THIBAULT, 2010). Esse fato pode ser atribuido a sua alta eficiéncia alimentar (gramas de
ganho de peso corporal/kJ de alimento consumido), bem como ao efeito da energia da gordura
gerar maior ganho de peso corporal do que a energia proveniente de fontes ndo lipidicas
(HARIRI; THIBAULT, 2010). Os achados do presente estudo também podem ser associados
ao estresse homeostatico causado por um balango energético positivo sustentado o que leva,
ao acumulo excessivo de gordura nos adipécitos (células de primeira escolha para
armazenamento e utilizacdo de energia) e, como consequéncia, provoca sua expansao em
namero (hiperplasia) e em tamanho (hipertrofia) (REILLY; SALTIEL, 2017). Como esforgo
do organismo para restaurar a homeostase, pode ocorrer um novo ponto de ajuste para peso
corporal, além de alteragbes nos niveis circulantes de glicose e lipidios (REILLY; SALTIEL,
2017).

O presente estudo evidenciou que a prole submetida ao maior aporte energético-
cal6rico perinatalmente apresentou maior ganho de peso corporal na lactacdo e maior
adiposidade aos 30 e 60 dias de vida. Ja a inibicdo seletiva da recaptacdo da serotonina através
da fluoxetina, promoveu reducdo do peso corporal nas idades avaliadas, maior consumo
alimentar diario na prole adulta, melhora nos niveis séricos de triglicerideos e HDL e reducéo
do acimulo de TAB retroperitoneal, epididimal, mesentérico e TAB abdominal total aos 30
dias, bem como aos 60 dias nos coxins de TAB retroperitoneal e perirenal, além de maior

atividade locomotora, sendo estes resultados mais evidentes na prole jovem.

Os achados referentes ao peso corporal concordam com estudos que apontam o
consumo perinatal de DHH como responsavel pelo maior ganho de peso corporal na prole
(CADENA-BURBANO et al., 2017; LIANG et al., 2016; MELO et al., 2014; OLIVEIRA et
al., 2011; WINTHER et al., 2018). Em relacéo ao uso neonatal de fluoxetina, também a partir
da utilizacdo desse farmaco do 1-21° DPN, Silva et al., 2014, Galindo et al., 2015 e Pinheiro
et al., 2017 observaram a diminuicdo do peso corporal dos neonatos a partir do 10°, 8° e 11°
DPN, respectivamente. Os resultados concordam com estudos que também observaram o

menor ganho de peso corporal nos animais tratados com fluoxetina aos 60 dias de vida (DA
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SILVA et al., 2014, 2015). O uso de ISRS pode promover ainda, um efeito prolongado, como
visto no estudo de Galindo et al., 2015, com menor ganho de peso corporal nos animais de
180 dias de vida tratados neonatalmente com fluoxetina. Estudos relacionam a diminuicdo do
peso corporal a partir da ISRS ao aumento da disponibilidade sinaptica de 5-HT no SNC,
mediando uma relagcdo inversa com 0 consumo de energia 0 que promove, perda de peso e
reducdo na ingestdo de alimentos, bem como o estimulo a saciedade (BARROS et al., 2018;
VOIGT,; FINK, 2015).

O presente estudo ndo observou diferencas no consumo alimentar da prole aos 30 dias
de vidas, porém, aos 60 dias os animais que receberam dieta controle associada a fluoxetina
tiveram maior consumo alimentar que o seu controle e que os animais que receberam DHH
associada a manipulacdo farmacoldgica. Estes dados ndo coincidem com estudos que
observaram aumento na ingestdo na prole de nutrizes consumidoras de DHH (MELO et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2011). A literatura tem evidenciado a ligacdo entre obesidade
materna e risco aumentado de dependéncia alimentar na prole, associada a desregulacéo da
dopamina pré-sindptica no ndcleo accumbens, regido relacionada ao prazer e recompensa
(EDLOW, 2017). Em relacdo ao uso de fluoxetina, nossos dados ndo corroboram com os de
Pinheiro et al., 2017a que, seguindo protocolo de jejum de 3 horas seguido de aplicacdo de
dose aguda de fluoxetina em roedores de 40 dias de vida, ndo observaram diferengas na
ingestdo alimentar de roedores submetidos ao tratamento farmacoldgico e dieta padrdo de
biotério. Da mesma forma, Silva et al., 2014 apds submeterem animais de 45 dias de vida
apenas a jejum de 3 horas ndo observaram alteracdo promovida para utilizacdo neonatal do
farmaco. Outro estudo de Silva et al., 2015 também ndo encontrou diferencas ao analisar o
consumo alimentar aos 7, 14, 21 e 40 dias de vida em roedores submetidos a administracao de

fluoxetina neonatalmente.

Adicionalmente, a inibicdo neonatal da recaptacdo da serotonina promoveu reducdo do
consumo alimentar em ratos com 180 (GALINDO et al., 2015) e 60 dias de vida (DA SILVA
et al., 2019). Dessa forma, os estudos sugerem que diferencas obtidas no peso corporal,
poderiam ndo estar relacionadas a ingestdo alimentar e sim a modificacbes no gasto
energético (por exemplo, maior temperatura corporal em resposta ao frio; maior atividade da
Uncouplin Protein-1 (UCP-1) no tecido adiposo marrom) induzidas pela manipulacdo
farmacologica neonatal do sistema serotoninérgico (DA SILVA et al., 2014, 2015). Silva et
al., 2015 também afirmam que a dose e duracdo da administracao da fluoxetina sdo variaveis

gue podem afetar seu efeito na ingestdo de alimentos. Em sua revisao sistematica incluindo
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estudos experimentais que utilizaram ISRS, Barros et al., 2018 apontam a heterogeneidade de
métodos de avaliacdo do consumo alimentar, como uma barreira para associar diretamente a

reducdo de peso corporal a diminuicdo da ingestdo de alimentos.

Em termos de adiposidade, os resultados encontrados concordaram com estudos que
observaram maior acimulo de TAB na prole jovem e adulta a partir do consumo perinatal de
DHH (BAYOL; SIMBI; STICKLAND, 2005; LIANG et al., 2016; MELO et al., 2014). O
efeito da DHH no aumento de TAB, pode ser observado mesmo em estudos que ndo ofertam
essa dieta no periodo perinatal. Um estudo que analisou os efeitos do consumo de 3 dietas
com 10%, 32% e 45% de lipidios durante 6 meses em ratos machos desmamados, observou
maior acimulo de TAB a partir do consumo da dieta com maior conteddo lipidico
(GHIBAUDI et al., 2002). Roedores machos que receberam DHH por 9 semanas na idade
adulta, exibiram maior acimulo de TAB retroperitoneal e interescapular, bem como niveis
plasmaticos mais elevados de citocinas pro-inflamatérias como TNF- o, e IL-6,
caracterizando um processo de inflamagdo cronica (AVTANSKI et al., 2019).

Quanto ao uso de ISRS, nosso modelo experimental mostra o efeito da fluoxetina em
atenuar o acumulo de TAB na prole, mesmo que ela seja tenha recebido maior aporte
energético-calorico na fase perinatal. Utilizando o mesmo farmaco no periodo neonatal em
roedores, Galindo et al., 2015 também observaram menor acimulo de TAB retroperitoneal. O
mesmo foi visto no estudo de Silva et al., 2015, no qual obtiveram menor acimulo de TAB
mesentérico e epididimal, ap6s uso de ISRS no periodo neonatal. Apds induzir obesidade na
prole, Silva et al., 2019 também observaram a diminui¢do dos pesos absoluto e relativo dos
coxins de TAB mesentérico e epididimal em roedores de 60 dias tratados com fluoxetina na
idade jovem. Esse ultimo estudo sugeriu que a inibi¢do da recaptacdo neonatal de 5-HT, pode
alterar a composigdo corporal como forma de “pré-adaptacdo” & superalimentacdo em
periodos tardios, ajudando a manter o equilibrio energético dentro dos limites normais, apesar
da supernutricdo (DA SILVA et al., 2019). Finalmente, os resultados relacionados ao peso
corporal, adiposidade e consumo alimentar verificados neste estudo, em conjunto, sugerem
gue a ISRS pode promover o desenvolvimento de um fenétipo magro, podendo ocorrer

mesmo sem a diminuic¢do do consumo alimentar.

Neste estudo a prole jovem dos grupos que receberam dieta controle ou DHH associada
a manipulagdo farmacologica apresentaram maiores niveis séricos de colesterol total e

menores niveis séricos de triglicerideos em relacdo aos animais que receberam apenas a
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manipulacdo dietética. Ja os grupos submetidos & DHH tiveram maiores niveis de HDL que
seus controles. Na prole adulta, apenas 0 HDL manteve-se aumentado entre 0s animais que
receberam DHH associada a fluoxetina perinatalmente em relacdo aos animais que receberam
dieta controle associada a manipulacdo farmacoldgica. Os desfechos encontrados concordam
parcialmente com estudos que observaram dislipidemias na prole advinda do consumo de
DHH perinatal. Em roedores, foram observados os aumentos de triglicerideos séricos (CAN et
al.,, 2012), de colesterol total e de lipoproteina de baixa densidade (LDL) na prole
(OLIVEIRA et al., 2011). Abordando os efeitos do uso neonatal de ISRS, o presente estudo
observou a melhora do perfil lipidico a partir da diminuicdo dos niveis séricos de
triglicerideos e aumento dos niveis séricos de HDL nos roedores tratados com fluoxetina. Os
resultados reforcam a hipdtese inicial de que os ISRS podem induzir respostas positivas no
organismo em desenvolvimento (BRUMMELTE et al., 2017).

Nossos achados concordam com os resultados obtidos por Silva et al., 2019 que também
observaram a diminuicdo dos niveis séricos de triglicerideos nos animais tratados com
fluoxetina advindos de superalimentacdo. Adicionalmente, também foi observado a reducéo
do colesterol total e da glicose em estado alimentado nos mesmos animais (SILVA et al.,
2019). De forma semelhante, Galindo et al., 2015 observaram resisténcia aos efeitos
hipercolesterolémicos de uma dieta hipercalérica administrada na vida adulta, a partir da
inibicdo neonatal da recaptacéo de 5-HT. Poucas evidéncias demonstram a associacgao entre 5-
HT e o metabolismo dos lipidios de forma esclarecedora. No entanto, os dados obtidos neste
estudo reforcam a hipdtese de que existe um sistema serotoninérgico periférico independente,
no qual a regulacdo da concentracdo de lipidios no sangue controlada pela captacdo e
liberacdo em varios tecidos, como o figado, pode ocorrer através da acdo de diferentes
receptores serotoninérgicos, como o 5HT2s (WATANABE et al., 2016). Este receptor, por sua
vez, esta relacionado a melhora da lipélise nos adipécitos, bem como a gliconeogénese nos
hepatdcitos através da 5-HT derivada do intestino em roedores (SUMARA et al., 2012).

Ainda em roedores, utilizando o LP533401 para inibir a TPH1, bloqueando a sintese
intestinal de 5-HT na dose de 12,5 mg/kg/dia, foi observado a diminuigéo do colesterol total e
de triglicerideos nos animais tratados, sobretudo nos que consumiram DHH (PAN et al.,
2019). Os autores associaram esse resultado a diminuicéo da expressdo do receptor 5-HT1a N0
hipocampo, bem como a melhora do comportamento semelhante a depressdo, visto que
disturbios emocionais estéo relacionados a alteragdes metabdlicas e a variagdes na expressao

do receptor citado (PAN et al., 2019). Por outro lado, Silva et al., 2019 atribuiram os achados
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nos perfis lipidico e glicidico a possivel regulagdo central dos niveis de 5-HT, ocorrendo em
resposta a alteragcBes nos niveis hormonais (insulina, leptina e grelina), que controlam as
reservas de energia do corpo, além de serem necessarios para a sinalizacdo hipotalamica,

sendo esta responsavel pela regulacéo da disponibilidade de combustiveis para o organismo.

Em relagdo aos resultados obtidos a partir do campo aberto, vale salientar que 0 método
utilizado neste estudo foi projetado inicialmente em 1934 e seguindo diversos ajustes, tornou-
se amplamente utilizado para testes comportamentais, com a capacidade de analisar diversas
variaveis (ARAGAO et al., 2011; HALL, 1934). A prole jovem submetida & DHH associada
ao tratamento farmacoldgico obteve menor tempo na periferia, menor imobilidade e maior
distancia percorrida que animais que receberam dieta controle associada a fluoxetina. Ja a
prole adulta submetida & DHH associada a fluoxetina apresentou apenas reducao da distancia
real em relacdo ao seu controle. Estes achados demonstram o efeito da manipulacdo
farmacoldgica neonatal na prole jovem submetida ao uso perinatal de maior aporte

energético-caldrico, pois esta parece se movimentarem mais durante o teste.

Né&o coincidindo com o0s nossos achados, estudos observaram o maior comportamento
semelhante a ansiedade na prole de nutrizes consumidoras de DHH (KANG et al., 2014;
PAGE; JONES; ANDAY, 2014; SASAKI et al., 2013). Outros estudos apontam para o
desenvolvimento do comportamento semelhante a ansiedade em roedores de forma
dependente da idade, sendo encontrado sobretudo na prole adulta (GIRIKO et al., 2013;
PELEG-RAIBSTEIN; LUCA; WOLFRUM, 2012; SASAKI et al., 2013), em comparacdo a
prole jovem (SPEIGHT et al., 2017). Nesse sentido, Sasaki et al., 2014 afirmam que perfis
distintos de comportamentos podem se desenvolver entre animais jovens e adultos como
resposta ao estresse, sendo essas diferencas possivelmente relacionadas a maior reatividade ao

estresse na fase inicial da vida em comparacdo a idade adulta

Nesse contexto, podemos considerar a hipétese de que o comportamento abordado em
roedores evolui a partir do desmame (DPN 22-24) (ALBANI et al., 2015), embora possa
apresentar-se de forma nao definitiva na prole jovem (GANELLA; KIM, 2014). Essa maior
variabilidade no comportamento semelhante a ansiedade no primeiro més de vida, pode se
manifestar através de variagcbes nos mecanismos exploratorios, especificamente, pelo aumento
no desejo de explorar lugares novos e uma capacidade de avaliacdo de risco subdesenvolvida

em roedores jovens (ALBANI et al., 2015). Deve-se considerar ainda nesses ultimos, a
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imaturidade funcional do hipocampo, regido relacionada aos comportamentos emocionais que

sO atinge a maturidade no final da quarta semana pds-natal (GANELLA; KIM, 2014).

Quanto aos paradmetros que denotam maior atividade locomotora que pode ser
interpretada como hiperatividade, vale salientar que esta condicdo envolve sintomas
generalizados como desatencdo e impulsividade (SULLIVAN et al., 2015). Influéncias
ambientais durante periodos iniciais da vida também sdo importantes para 0 Sseu
desenvolvimento (FERNANDES et al., 2012). Estudos associam essa condi¢cdo ao consumo
materno de DHH, bem como aos niveis aumentados de citocinas pro-inflamatorias e a
sobrevivéncia neuronal embrionaria reduzida em regides cerebrais criticas para a regulaco
comportamental, como o hipocampo (EDLOW, 2017; FERNANDES et al., 2012; KANG et
al., 2014). Além disso, o consumo materno de DHH pode perturbar os neurocircuitos e
neurotransmissores hipotalamicos da prole como, por exemplo, as vias serotoninérgica e
dopaminérgica que também estdo envolvidas no estabelecimento de hiperatividade e que,
portanto, tornam esta associacao plausivel (FERNANDES et al., 2012).

Em relacdo ao uso de ISRS, estudos tém demonstrado divergéncias quanto ao efeito
comportamental observado. Uma revisdo observou que ISRS aplicados em doses variaveis em
roedores de diferentes idades, foram pouco eficazes como redutores do comportamento
semelhante a ansiedade no campo aberto (PRUT; BELZUNG, 2003). Ja Speight et al., 2017
observando a maior distancia percorrida em roedores no 23° DPN, afirmaram que este dado,
poderia ser interpretado como redutor do comportamento semelhante a ansiedade em
roedores. Tratando dos efeitos na composicdo corporal, metabdlicos e comportamentais
obtidos de forma variavel nas idades avaliadas no presente estudo, deve-se considerar 0
grande nimero de sistemas influenciados pela 5-HT que geralmente dificultam a analise de
fenotipos resultantes do uso de ISRS em periodos criticos. Borue et al., 2007 afirmam que 0s
efeitos da inibicdo da recaptacdo de 5-HT podem ser sutis no cérebro em desenvolvimento,
podendo se tornar aparentes apenas na idade adulta em roedores. Como nossos resultados
foram observados de forma mais aguda na prole jovem, vé-se a necessidade de novos estudos
que esclaregcam os efeitos da ISRS neonatal em aspectos metabdlicos e comportamentais a

curto, médio e longo prazo.
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8 CONCLUSAO

A inibicdo neonatal da recaptacdo de 5-HT, atraves da fluoxetina, atenuou os efeitos
deletérios do consumo perinatal de dieta hiperlipidica/hipercalérica, promovendo reducdes no
peso corporal e no acimulo de TAB, bem como a melhora do perfil lipidico, demonstrando
ainda um efeito modulador nos parametros indicadores da hiperatividade obtidos a partir do
campo aberto nas idades avaliadas. Sendo assim, desenvolvimento de disturbios metabdlicos
na nutriz consumidora de DHH, pode ndo ocorrer de forma dependente ao ganho de peso
corporal, bem como alteracdes no peso corporal e na adiposidade na prole, podem ocorrer
independente das variagbes na ingestdo alimentar. Esses resultados sugerem o
desenvolvimento de adaptacfes fenotipicas induzida pela inibicdo neonatal da recaptacdo de
5-HT em periodos criticos, resultando em uma melhor capacidade de adaptacdo metabdlica

mesmo frente ao maior aporte energético-calérico advindo do consumo perinatal de DHH.
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ABSTRACT

Maternal nutrition affects offspring physiology and behavior including susceptibility to
mental health-related states. Perinatal high-fat diet (HFD) consumption has been associated
with lower levels of serotonin as well as development of anxiety-like and depression-like
behaviors in offspring. The aim of this systematic review was to investigate the effects of

maternal high-fat diet during pregnancy and/or lactation on these behaviors and on some
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aspects of the serotonergic system. Criteria for eligibility included studies of offspring of
rodents and non-human primates exposed to HFD at least during pregnancy and/or lactation,
offspring that showed outcomes related to anxiety-like and depression-like behaviors and to
the serotonergic system. The searches were realized in the LILACS, Web of Science, Scopus
and Pubmed databases. The systematic review protocol was registered on CAMARADES
website. The internal validity was assessed by SYRCLE risk of bias tool. The Kappa index
was used for analyzing agreement among the reviewers. In addition, the PRISMA statement
was used to report this systematic review. Sixteen articles were included in this review. Most
of which studied HFD prior to mating and during pregnancy and lactation. All studies
analyzed outcomes related to emotional behavior; three analyzed outcomes related to
serotonin system compounds. Most behavior-based studies verified the presence of
depression-like and/or anxiety-like behaviors in offspring that received HFD perinatally.
Further, the HFD was associated with an ambiguous expression of TPH> as well with reduced
immunoreactivity of 5-HT in the prefrontal cortex and increased 5-HT1a receptor expression

in dorsal raphe.

Key-words: anxiety; depression; high-fat diet; serotonin; behavior.

Abbreviations:

HFD: high-fat diet

5-HT: 5-Hydroxytryptamine or Serotonin
TPH2: tryptophan hydroxylase 2

DR: dorsal raphe

PND: postnatal day

RT-PCR: Real-time Polymerase Chain Reaction
5-HT1AR: 5-HT1A autoreceptor

cDR: caudal dorsal raphe

SERT: serotonin transporter

MnR: median raphe

PFC: prefrontal cortex
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1. Introduction

Epidemiological studies point to overweight and obesity as pandemic conditions in
almost every country, with about 2 billion people worldwide suffering from these conditions
(1). Obesity is a multifactorial etiological problem, involving genetic, environmental and
behavioral factors (2). Among these, a positive energy balance is considered a determinant
directly associated with the accumulation of fat and weight gain (3,4). During pregnancy and
lactation, which are considered critical periods in the development of the nervous system,
nutritional environment has been shown as crucial for the proper maturation of descendants
(5-7).

Recently, maternal obesity and/or maternal consumption of high-fat diets (HFD)!
have been also proposed as risk factors for offspring mental health (8). Further, there is a
correlation among inadequate perinatal nutrition, susceptibility to metabolic disorders (9,10)
and mental health-related behaviors (11,12). For instance, maternal HFD consumption has
been associated with anxiety-like and depression-like behaviors in offspring of rodents
(12,13) and nonhuman primates (11,14). In particular, emotional aspects of behavior are
regulated importantly by the neurotransmitter serotonin (5-HT)? (15,16). The increased
anxiety-like behavior in offspring and nonhuman primates, with higher body weight,
hyperglycemia, and a disruption in serotonin levels, and their receptors has been associated
to HFD consumption during their mothers' pregnancy and lactation (12,14,17).

A few studies have related the association of serotonin system compounds and
behavioral alterations in offspring to maternal HFD consumption (12,14,17). For instance,
one study showed maternal HFD increased anxiety in offspring of female mice (13) and
another, well delayed neurobehavioral development and increased aggressive and
depression-like behaviors in offspring of rats (18). Further, fetuses of non-human primates
whose mothers were fed with HFD had reduced tryptophan hydroxylase 2 (TPH2)> mRNA
expression in the dorsal raphe (DR)* (14). In the same study, post weaning evaluations
showed increased TPH>, mRNA expression, decreased 5-HT immunoreactivity in the
prefrontal cortex and anxiety-like behavior in offspring fed with HFD (14). A significant
decrease in brain levels of 5-HT has been reported in rodents after prolonged HFD
consumption (19-21). In another study, adult mice that consumed HFD during 16 weeks

presented anxiety-like/depressive-like symptoms plus decreased extracellular 5-HT levels in

L HFD: High fat diet

2 5-HT: 5-Hydroxytryptamine or Serotonin
3 TPH,: tryptophan hydroxylase 2

4 DR: dorsal raphe
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the hippocampus which might have resulted from increased sensitivity of the dorsal raphe 5-
HT1A autoreceptor (17).

Accordingly, this systematic review aims to investigate the effect of a maternal
perinatal HFD on offspring through the phenotypic expression of anxiety-like and
depression-like behaviors as well as HFD effect on some compounds of the serotonergic

system in experimental models.

2. Material and Methods
2.1 Protocol Registration and Data Reporting

The protocol of this systematic review was published online in
(http://www.dcn.ed.ac.uk/camarades/) on the online platform Collaborative Approach to
Meta-Analysis and Animal Data Revision of Experimental Studies (CAMARADES),

according to the SYRCLE (Systematic Review Center or Laboratory Animal
Experimentation) (22). The authors followed the recommendations found in PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) for data reporting
(23).

2.2 Eligibility Criteria

Studies that showed results related to the serotonergic system and anxiety-like/
depression-like behaviors in offspring of non-human primates and rodents as well as studies
that used all types of rodents, sex or age and were exposed to a high-fat diet during
pregnancy and/or lactation with were included. There were no year and language limitations
for the inclusion of studies. Articles that did not fit the population's eligibility criteria,

intervention, comparison and outcomes were excluded (Table 1).

Table 1. Eligibility criteria for inclusion of studies

Inclusion Criteria Exclusion Criteria

Population Rodents and non-human Genetically modified
primate offspring at any age animals

Intervention Maternal exposure to high-  Studies in which the
fat diet during pregnancy manipulation of
and / or lactation. macronutrients or energy

was carried out using
liquids (for example, water
with sucrose); Studies in


http://www.dcn.ed.ac.uk/camarades/
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which diet manipulation
involved micronutrients.

Comparison Exposure to control diets
during pregnancy and / or -
lactation

Outcomes Primary outcomes:

Molecular, cellular and

morphological assessments

of the Serotoninergic -
System.

Secondary outcomes:

Anxiety / depression-like

behaviors

2.3 Data acquisition and study selection

The search and selection of articles was carried out between January and July 2019
by two independent reviewers (L.O.S. and M.L.D.B.). The terms "high-fat diet”,
"serotonin”, "anxiety" and "depression” were used in DeCS (Health Sciences Descriptors)
and MESH (Medical Subject Headings) to create specific search strategies for each of the
databases used, as following:
- LILACS (DeCS): (high-fat diet [Words]and seroton* [Words]; high-fat diet
[Words] and seroton* [Words] and anxiety [Words]; high-fat diet [Words] and seroton*
[Words] and depression [Words]).
- Web of Science (MESH): TOPICO:(high-fat diet) AND TOPICO: (seroton*);
TOPICO:(high-fat diet) AND TOPICO: (seroton*) AND TOPICO: (anxiety); TOPICO:
(high-fat diet) AND TOPICO: (seroton*) AND TOPICO: (depression).
- Scopus (MESH): ALL (high-fat AND diet) AND (seroton*) AND (LIMIT-TO (
EXACTKEYWORD, "Nonhuman")) AND (LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, “Animal
Experiment”)) AND LIMIT-TO (DOCTYPE, “ar”)); ALL (high-fat AND diet) AND
(seroton*)  AND (anxiety) (LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Nonhuman™)) AND
(LIMIT-TO (EXACTKEYWORD,“Animal Experiment”)) AND LIMIT-TO (DOCTYPE,
“ar”)); AND (depression) (LIMIT-TO (EXACTKEYWORD, "Nonhuman")) AND (LIMIT-
TO (EXACTKEYWORD,“Animal Experiment”)) AND LIMIT-TO (DOCTYPE, “ar”)).
- PubMed (MESH): (high-fat diet) AND seroton*; (high-fat diet) AND seroton*) AND
anxiety; (high-fat diet) AND seroton*) AND depression.
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The research and selection of articles were carried out in two stages. The first
corresponded to the removal of duplicates after the search and selection of studies by
reading titles and abstracts. In the second phase, the full texts were read for inclusion or
definitive exclusion. In cases of divergence between reviewers, a third independent reviewer
was consulted (L.C.M.G.).

Data extraction occurred after full reading of the studies. The collected data were:
name of the first author, year of publication, species of animal, composition of diets in terms
of fat, period of intervention, weaning age, post-weaning diet and experiments carried out.
In addition to the main results in the offspring related to molecular, cellular and
morphological changes of the Serotonergic System (primary outcome), data related to

behaviors similar to anxiety / depression (secondary outcome) were collected.

2.4 Statistical Treatment

The data collected from the studies included were organized on Microsoft Excel
tables. The quality of selected studies for review was evaluated considering individual
components that may have interfered with internal validity of animal experimental studies,
according to the recommendations of SYRCLE's risk of bias tool as “high”, “low” or
“uncertain” (24). The following items were evaluated: random sequence generation, baseline
characteristics, allocation concealment, random housing, blinding of participants and
personnel, random outcome assessment, blinding of outcome assessment, incomplete
outcome data, selective outcome reporting and other sources of bias. Finally, to analyze the
degree of agreement between the first and second reviewer, beyond what would be expected
by random chance, the Kappa measure was used for risk of bias. The information in these
steps was synthesized using Review Manager® software version 5.3. The composition of a
diet in terms of fat was described in percent of total calories. The weaning ages and outcome

assessment ages were reported in days.

3. Results

From the searches in the electronic databases, 3809 studies were identified in LILACS,
Web of Science, Scopus and PUBMED. Of these, 1705 duplicates were removed and after
reading of title and abstract of 2104 studies, 2062 studies were excluded. Finally, after
applying inclusion and exclusion criteria (as defined in the Methods section) and fully

reading the 42 eligible texts, 16 studies were included in this review (Figure 1). For the
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selection of the studies, the Kappa index (concordance between reviewers) was equal to 1
(25).

3809 records identified through
database searching
(LILACS, Web of Science,
Scopus and PUBMED)

|

[ 1705 duplicates ’

removed

|

L 2104 records screened 1

l / 26 full-text articles \

excluded, with reasons:

{ A2 full-text aiticles ]

assessed for eligibility Ql) Inadequate ‘
j nutritional manipulation

(5) Evaluation of other

16 studies included in \ outcomes /
qualitative synthesis

Figure 1. Flowchart of the literature search and study selection for the systematic

review, in accordance with the PRISMA statement (23).

3.1 Characteristics of Studies

The main characteristics of the included studies are described in Table 2. Of the
sixteen selected papers, fourteen used only rats or mice (8,13,33-36,18,26-32) and two used
non-human primates (11,14). The intervention period with high-fat diet was heterogeneous
among the selected studies. Eleven studies conducted the nutritional intervention before
mating plus gestation and lactation (13,26,36,28-35); three studies offered HFD during
pregnancy and lactation (8,11,14); one study used this kind of diet just during the pregnancy
(27) and one used HFD only during lactation (18). In the selected studies, the total fat
concentration varied between 32 and 60%. Of these, eight studies offered a diet containing
60% of energy from fat (13,27-29,31,34-36), one offered 58% (32), one offered 52% (18),
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two offered 45% (30,33), one offered 43.2% (26), one offered 40% (8), one offered 36.6%
(14) and one offered 32% (11). On the other hand, for the amount of fat in the control diets,
the values varied from 8.21 to 15.7% of energy from fat. In one study, content of energy
from fat in the diet used as control was 15.7%(26); in two the content was 14.7%(14,18); in
four, the fat content was 13.5% (29,31,34,35); one had 13% (11); one had 12% (8); one had
10.5% (32); four had 10% (13,27,30,36); one had 8.21% (33) and one study did not report
the amount of fat present in the control diet (28).

Additionally, the variability of carbohydrates content, especially in the control diets,
can influence the results. In the control diets, the carbohydrate energy content varied
between 52.2% (18) and 70% (8,36). In five studies, the energy content from carbohydrates
was 58% (13,29,31,34,35); in one it was 58.5% (14); one presented 63% (33); one had
63.8% (26) and five studies did not inform the carbohydrate energy content in the diets in
either the control diets or the HFD (11,27,28,30,32). On the other hand the HFD presented a
much larger variation in energy from carbohydrates. In six studies the carbohydrate energy
content was 20% (13,29,31,34-36); in one study this content was 20.9% (18); in one study it
was 35% (33); in one study it was 37.6% (26); only one study presented 46% (8); and one
study reported 50% plus treats that contained a further 56.2% of energy from carbohydrates
(14). Five studies did not inform the content of carbohydrates (11,27,28,30,32) (Table 2).

Modifications in the neonatal nutritional environment, induced by changing the litter
size, can alter body weight, anxiety-like and stress responsiveness into adulthood (37). The
number of rodent pups per litter was evaluated in the selected studies and varied between 6
and 13, that is, no small or large litters were reported (Table 2). One study used 6-13 pups
(26); two used 12 (34,35); one used 10 (30); one used 9 (13); one used 8-10 (8); two used 8
(18,33); one used 6 (27) and five studies did not report the number of pups per little
(28,29,31,32,36). Studies that used non-human primates did not specify the number of
offspring (11,14). Concerning the weaning age, this was realized between the 21% and 25%
postnatal day (PND)?® in rodents. In one of the selected studies the weaning happened on the
25" PND (26); one on the 24™ PND (32); one on the 22" PND (18); nine on the 21 PND
(8,13,27-29,31,33,35,36) and two studies did not inform the weaning age (30,34). In the two
selected studies that used non-human primates, one weaned the young at approximately 240
days (8 months) (14) and the other one did not report the weaning age (11). With respect to

the diet offered after weaning, in three studies the pups used the same diet used by the dam

> PND: postnatal day
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(HFD or Control Diet - CD®) (11,14,27); eleven studies offered a control diet
(8,13,35,18,26,28-33) and two studies did not report the diet used during this period (34,36).

6 CD: Control Diet



Table 2. Characteristics of the selected studies

Author, Year Population | Consumption | Compositio | Composition | Number of Age at Diet after
of HFD n of diets: of diets: % pups per weaning weaning
% energy | energy from litter
from fat | carbohydrate
Raygata et al, | Mice 1wk priorto | HFD: 43,2% | HFD: 37.6% 6-13 PND25 CD
1998 (26) mating +
(Balbl/c, CD: 15,7% CD: 63.8%
Pregnanc
C3H/H, J Y
CD-1)
Sullivan et al., | Non-human Pregnancy and | HFD: 32% HFD: NI NI NI Pups
2010 (11) primate lactation 130 _ continued
CD: 13% CD: NI With the same
(Macaca diet (CD or
fuscata) HFD)
Canetal., Sprague- Pregnancy HFD: 60% HFD: NI 6 PND21 Pups
2012 (27) Dawley rats . _ continued
CD: 10% CD: NI With the same
diet (HFD or
CD)
Peleg- C57BL/6N 3w prior to HFD: 60% HFD: NI NI PND21 CD
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Raibstein et mice mating + CD: NI CD: NI
al., 2012 (28) Pregnancy and
lactation
Giriko etal., | Wistar rats Lactation HFD: 52% HFD: 20.9% 8 PND22 CD
2013 (18) (Rattus
norvegicus) STD: 14.7% | CD:52.2%
Sasaki etal., | Long Evans 4w prior to HFD: 60% | HFD: 20% NI PND21 CD
2013 (29) rats mating +
Pregnancy and CD:13,5% | CD:58%
lactation
Kang et al., C57BL/6 6w prior to HFD: 60% | HFD: 20% 9 PND21 CD
2014 (13) mice mating + . - Eao
Pregnancy+sa CD: 10% CD: 58%
me diet or
switched diet
during lactation
Page et al., Sprague- 4w prior to HFD: 45% | HFD: NI 10 NI CD
2014 (30) Dawley rats mating +
Pregnancy and CD: 10% CD: NI
lactation
Sasaki etal., | Long Evans 4w prior to HFD: 60% | HFD: 20% NI PND21 CD
2014 (31) rats mating +
CD: 13,5% | CD: 58%

Pregnancy and
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lactation
Balsevich et C57BL/6 6 wk priorto | HFD: 58% HFD: NI NI PND24 CD
al., 2015 (32) | mice mating _ 6 _
+Pregnancy CD:10,5% | CD: NI
until day 18+2
Linetal., Sprague- 10 days prior to | HFD: 45% | HFD: 35% 8 PND21 CD
2015 (33) Dawley rats mating
CD: 8,21% | CD:63%
+Pregnancy
and lactation
Rincel etal., | Wistar rats Pregnancy and | HFD: 39% | HFD: 46% 8-10 PND21 CD
2016 (8) lactation
CD: 12% CD: 70%
Thompson et | Non-human Pregnancy + | HFD: 36,6% | HFD: 50% + NI 240 days Dam’s diet
al., 2017 (14) | primate lactation + Treats: Treats: 56.2%
35.7% (CD or HFD)
(Macaca CD: 58.5%
fuscata) CD: 14,7%
Abuaish et al., | Long Evans 3w prior to HFD: 60% | HFD: 20% 12 NI NI
2018 (34) rats mating + _ . £
Pregnancy and CD:13,5% | CD:58%
lactation
Sasaki etal., | Long Evans 4 wk before | HFD: 60% | HFD: 20%
2018 (35) rats mating +
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Pregnancy + | CD:13,5% CD: 58% 12 PND21 CD
lactation
Winther et al., | Sprague- 8 wk before | HFD: 60% | HFD: 20% NI PND21 NI
2018 (36) Dawley rats mating
+Pregnancy CD: 10% CD: 70%
and lactation

PND=Postnatal Day; HFD=High-fat diet; CD=control diet; NI= uninformed
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3.2 Effects of perinatal HFD on the Serotonergic System
Regarding to the perinatal effects of HFD on the serotonergic system, two out of the
sixteen studies used immunohistochemistry and in situ Hybridization (ISH)(11,14) and one
used Real-time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)’ (8) to assess outcomes in this
neurotransmission system (Table 3). Sullivan et al., 2010 (11) analyzed offspring from non-
human primates during fetal period and observed increased expression of mMRNA of the
enzyme TPH as well as 5-HT1A autoreceptor (5-HT1AR)® in the rostral dorsal raphe
(rDR) region of fetal HFD offspring but not in caudal dorsal raphe (cDR) °(11). Fetal
expression of serotonin transporter (SERT)® was unchanged in either the rDR and cDR
(11). Additionally, hypothalamic 5-HT immunoreactivity (-ir) and SERT-ir were
homogeneous in fetuses from control and HFD fed mothers (11). Thompson et al., 2017
(14) studying offspring of non-human primates, verified that maternal HFD exposure
decreased percent area and density of TPH> mRNA expression in the dorsal raphe (DR)
(14). At the same time TPH2 mRNA expression in the median raphe (MnR)!! was increased
and 5-HT immunoreactivity in the prefrontal cortex was decreased with postweaning HFD
(14). Besides, the percent area of 5-HT1A mRNA expression was evaluated in the DR and
MnR with no difference either due to maternal or post weaning diets (14). Rincel et al., 2016
(8) did not find differences in 5-HT1AR gene expression in the prefrontal cortex (PFC)?
between control and HFD fed pups suggesting that this kind of diet reverses the effects of
maternal separation (8).
Table 3. Effects of maternal exposure to a high-fat diet on molecular, cellular and
morphological variables of the serotonergic system in offspring

Author, Year Experiment Age at Effects of maternal exposure to
Experiment HFD on Serotonergic system in
offspring
Sullivan et al., | In situ Hybridization | G130 days 1 expression TPH2 mMRNA in
2010 (11) (ISH) rDR but not in cDR in HFD group;

1 5-HT1AR expression in rDR

but not in cDR in HFD;

SERT expression was unchanged in
rDR and cDR between groups

7 RT-PCR: Real-time Polymerase Chain Reaction:
8 5-.HT1AR: 5-HT1A autoreceptor

9 cDR: caudal dorsal raphe

10 SERT: serotonin transporter

1 MnR: median raphe

12 pFC: prefrontal cortex
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Fluorescent
immunohistochemistry

(ir);

No changes in number of TPH2-ir,
between groups;

No changes in hypothalamic
SERTir/expression and 5-HTi

Rincel et al., | Real-time quantitative | PND11 HFD pups had no changes in PFC
2016 (8) PCR (pups and adult 95-HT1aRS

offspring)
Thompson et In situ Hybridization | 390 days No differences in DR and MnR 5-

al., 2017 (14)

(ISH)

HT1A mRNA expression due to
maternal diet or post weaning diet

HFD | TPH2 mRNA expression
in DR of offspring
Immunohistochemistry
HFD 1 THP2> mRNA expression
in MnR and | 5-HT
immunoreactivity in prefrontal
cortex of offspring

PND= postnatal day; G=gestation; HFD=hig-fat diet; TPH,=Tryptophan Hydroxylase 2; 5-
HT1AR=5-HT1A autoreceptor; rDR= rostral dorsal raphe; cDR= caudal dorsal raphe;
MnR= median raphe; SERT=serotonin transporter; 5-HT=serotonina

3.3 Effects of perinatal HFD on Anxiety- and Depression- Like Behaviors

All of the 16 included studies analyzed outcomes related to emotional behaviors in
offspring fed on a HFD (Table 4). Raygada et al, 1998 (26) used the Forced Swimming Test
for evaluating 3 strains of female and male mice at 30 and 90 days of life, demonstrating an
increase in depressive-like behavior of the female offspring that received HFD when
compared to the control group. Another study revealed a rise in anxiety-like behavior among
the female offspring of non-human primates on 130" PND using the Novel Objects Test
(11). The same study also used the Human Intruder Test but found no significant differences
(11). Can et al., 2012 (27) also observed a higher expression of depressive- and anxiety-like
behaviors in offspring of male rodents using the Forced Swimming Test and the Elevated
Plus Maze Test, respectively. In an evaluation of male and female rats with 90 days of life,
one study found more anxiety-like behavior using the Elevated Plus Maze but not on the
Open Field Test (28). Giriko et al., 2013 (18) found increased depressive-like behavior in
60-day-old male rats using the Forced Swimming Test. Sasaki et al., 2013 (29) observed an
increase in anxiety-like behavior among male and female rats with 90 days of life in both the
Open Field and Elevated Plus Maze. Similarly, Kang et al., 2014 (13), using the Open Field
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Test, observed an increase in anxiety-like behavior in females aged 32-35 days. Page et al.,
2014 (30) found in male rats with 110-118 days of life increased anxiety-like behavior using
the Open Field Test. Surprisingly, Sasaki et al., 2014 (31) observed a less anxiety-like
behavior in the offspring of male and female rats aged 35-45 days after being fed on a high-
fat diet. In another study, when three tests were used, the Open Field Test, Forced
Swimming Test and Elevated Plus Maze Test, only the latter showed a rise in anxiety-like
behavior among the male rats at 385 days-ages (32). Lin et al., 2015 (33), cited an increase
in depressive-like behavior through the Forced Swimming Test in 56-day-old male rats.
Rincel et al., 2016 (8) found no significant differences related to emotional behavior in 120-
day-old male rats assessed through the Open Field. Further Thompson et al., 2017 (14)
found higher anxiety-like behavior in male and female non-human primates at 330 days of
life by the Intruder Human Test and in the female offspring using the New Objects Test
only. Abuaish et al., 2018 (34) found no differences in rats assessed using Ultrasonic
Vocalization on the postnatal day 7. However, they found an increase in anxiety-like
behavior in males and females on postnatal day 13 (34). Sasaki et al., 2018 (35) cited
increased anxiety-like behavior in female rats but not in 65-day-old males, assessed through
the Elevated Plus Maze. Winther et al., 2018 (36) using the Elevated Maze in 56-day old
male and female rats and the Open Field and the Forced Swimming Test in 77-day-old rats
observed an increase in anxiety-like behavior only in the animals evaluated by the Elevated
Plus Maze.

Regarding the most common methods used to assess emotional behaviors, the most
used for rodents were Open Field test in 8 out of 16 studies (8,13,28-32,36), Elevated Plus
Maze in 7 out of 16 studies (27-29,31,32,35,36), the Forced Swimming Test in 6 out of 16
studies (27,29,31,32,35,36) and Ultrasonic Vocalizations test in only one study (34). In the
two studies that used non-human primates, the method used for evaluating anxiety-like

behavior were the Human Intruder Test and the Novel Objects Test (11,14).

Table 4. Effects of maternal exposure to a high-fat diet on anxiety- and depression-like

in offspring
Author, Year Experiment Age at Effects of maternal exposure
Experiment to HFD on behavior in
offspring
Raygada et al, | Forced Swim Test Male
1998 (26) o
Balb/c - 1 Depressive-like
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90 days behavior
60 days CD-1 - 1 Depressive-like
behavior
Female
90 days
Balb/c - 1 Depressive-like
behavior
60 days C3H/H - 1 Depressive-like
behavior
60 days CD-l_ - 1 Depressive-like
behavior
Sullivan et al., | Human Intruder test 130 days Male and Female— ND
2010 (11)
Novel objects test Male — ND
Female - 1  Anxiety-like
behavior
Can et al., 2012 | Elevated plus maze - Male - T Anxiety-like behavior
(27)
Forced Swim Test Male - 1 Depressive-like
behavior
Peleg-Raibstein | Open Field 90 days Male and Female— ND
etal., 2012 (28)
Elevated plus maze Male and Female - T Anxiety-
like behavior
Giriko et al., | Forced Swim Test 60 days Male - 1 Depressive-like
2013 (18) behavior
Sasaki et al., | Open Field 90 days Male and Female - T Anxiety-
2013 (29) like behavior
Male and Female - 1 Anxiety-
Elevated plus maze like behavior
Kang et al., | Open Field 32-35 days Female - 1 Anxiety-like
2014 (13) behavior
Page et al., 2014 | Open Field 110 -118 days Male - 1 Anxiety-like behavior

(30)
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Sasaki et al., | Open Field 35-45 days Male and Female - | Anxiety-
2014 (31) like behavior
Male and Female - | Anxiety-
Elevated plus maze like behavior
Balsevich et al., | Elevated plus maze Male - ND
2015 (32) . . :
Male - 1 Anxiety-like behavior
90 days
Forced Swim Test 365 days Male - ND
Male - ND
Open Field Male - ND
Male - ND
Lin et al., 2015 | Forced Swim Test 56 days Male - 1 Depressive-like
(33) behavior
Rincel et al., | Open Field 120 days Male - ND
2016 (8)
Thompson et Human Intruder test 330 days Male and Female - 1 Anxiety-
al., 2017 (14) like behavior
) Female - 1 Anxiety-like
Novel objects test behavior
Abuaish et al., | Ultrasonic DPN 7 Male and Female - ND
2018 (34) Vocalization
DPN 13 Male and Female - T Anxiety-
like behavior
Sasaki et al., | Elevated plus maze 65 days Male - ND
2018 (35) .
Female - 1 Anxiety-like
behavior
Winther et al., | Elevated plus maze 56 days Male and Female - Anxiety-like
2018 (36) behavior
) Male and Female — ND
Forced Swim Test 77 days

Open Field

Male and Female - ND

ND=uninformed
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3.3 Analysis of Risk of Bias

Some authors randomized the type of animal used to compose the experimental
groups (8,14,18,27,28,30,32-34,36) (Figure 2). Baseline characteristics were reported in all
studies. Information about allocation of animals into the experimental groups blinding and
about who was responsible for data collection was reported only in one study (18) (Figure 2).
None of the studies included was clear about randomization in accommodation or selection of
animals for collecting the results (Figure 2). In addition to showing the results of the included
analyses all articles reported results evaluation by blinding (Figure 2). All the chosen studies
also showed the results from planned analysis and blinding in relation to the evaluation of the
results. In some studies, however, these results were incompletely described (8,11,14,30,33)
(Figure 2). Finally, no other type of risk of bias was identified in the included studies (Figure
2).

‘3 | Random housing (performance hias)

Abuaish etal, 2018

-~ . Random outcomes data (attrition bias)

Balsevich etal,, 2015

-~

Canetal, 2012

Giriko etal., 2013

Kang etal., 2014

Lin etal,, 2015

Page etal, 2014

Peleg-Raibstein etal, 2012

Raygata etal., 1998

Rincel etal., 2016

Sasakietal, 2013

Sasakietal, 2014

Sasakietal, 2018

Sullivan etal., 2010

Thompson etal., 2017
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Winther et al., 2018

Figure 2. Risk of bias: authors' judgments about each risk [the item bias for each included
article]. + (green) low risk of bias, - (red) high risk of bias and? (yellow) fully risk of bias
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4. Discussion

The results of this review demonstrated different amounts of energy form fat and
from carbohydrates in the composition of the diets used as control and HFD, however the
heterogeneity of these macronutrients in HFD was less than in the chow control diets.
Further, the administration of HFD occurred from pre mating period until lactation and there
was no additional fat content after weaning in most studies. Moreover, in relation to
methodological design, litters with normal size were used. Just a few studies evaluated the
interaction between HFD and compounds of the serotonergic system. The main findings
with respect to the serotonergic system demonstrated that the maternal consumption of HFD
was associated with an ambiguous expression of TPH2 as well with reduced
immunoreactivity of 5-HT in the prefrontal cortex and increased 5-HT1A receptor
expression in dorsal raphe of offspring. The association between HFD and behavior was
demonstrated by the higher number of included studies that analyzed behavioral
characteristics and verified the presence of depression-like and/or anxiety-like behaviors in
offspring that received higher amounts of fat perinatally.

In this study, the amount of energy from fat in control diets varied from 8.21 to
15.7% and in HFD varied between 32 and 60%. Small et al. (2018) (38), verified that the
heterogeneity of metabolic phenotypes related to HFD reported in the literature may be in
part due to the disparity in percentage of fat content (ranging from ~45% all the way up to
95%). Diets with a fat content [of 40% are able to promote systemic metabolic alterations
(38). Plus, in the present review the content of energy from carbohydrates varied between
52.2% and 70% in the control diets and from 20% to 50% in HFD. Especially in control
diets, it is important to observe the amount and quality of the carbohydrates (39). Semi-
purified low-fat control diets generally use starch as the carbohydrate source, which can
produce similar levels of obesity as a HFD if the diet is powdered (39). So, the amount and
source of macronutrients is an important part of the study design. Unfortunately, some
selected studies neglected this aspect in terms of carbohydrate information (11,27,28,30,32).

Most of studies that were reviewed used the HFD during the beginning period of
offspring development since early nutritional changes may be related to metabolic issues,
such as obesity, and can be associated with states of anxiety-like and depression-like
behaviors in offspring (6,40). The underlying mechanism of these alterations may be
explained by the hyperglycemia present in obese pregnant mothers (41). Since maternal
insulin does not cross the blood-placental barrier (42), the fetal pancreas increases insulin

production as compensation for the hyperglycemic state (42). It is postulated that fetal



98

hyperinsulinemia, in addition to programming obesity (43), can alter the development of
neural pathways that regulate energy metabolism and behaviors. Further, experimental
animals exposed to high-fat diet showed a higher concentration of fatty acids, triglycerides
and inflammatory cytokines, factors that signal changes in neural circuits responsible for
physiological and behavioral control (6). In addition, some studies also have demonstrated
the effects of a high-fat consumption on the alteration of central neurotransmitter pathways,
such as the serotonergic system (17,44). Importantly, maternal over-nutrition during
lactation can program post-weaning obesity in rat pups, as can neonatal overfeeding caused
by reducing litter sizes and therefore competition for food (45-47). The single study that
used HFD only during lactation included in this review (18) shows the importance of
observing the size of the littler, especially in studies with nutritional and behavioral
outcomes.

The studies reviewed that used fetuses of non-human primates associated maternal
consumption of HFD with higher expression of TPH> mRNA and 5-HT1AR mRNA in the
dorsal raphe (DR) (11). Additionally, offspring of non-human fed with HFD had reduced
expression of TPH2 mRNA in the dorsal raphe (DR) associated with increased THP2 mRNA
in median raphe (MnR) and lower 5-HT immunoreactivity in prefontal cortex (14). This
may be attributed to a compensatory response as a result of higher expression of the 5SHT1a
receptor in the DR, or even as a homeostatic mechanism that decreased 5-HT content (11).
The selected studies may be suggesting that the effects of HFD on TPH2 and 5-HT1A differ
depending on the age and region of assessment. Partly corroborating these results, the use of
a high-fat diet (45% lipids) for 16 weeks increased the expression of the 5-HT1A auto-
receptor and, consequently, decreased baseline levels of extracellular serotonin in mice with
50 days of life (17). On the other hand, according Rincel et al., (2016) maternal HFD did
not cause changes in prefrontal cortex 5-HT1AR expression of Wistar rat offspring (8).
Serotonin, notably through the SHT-R1A receptors, is necessary for proper wiring of neural
circuits during development (48-52). HFD consumption is able to impair 5-HT function and
anxiety-like behavior in mice (17). Further, the median and dorsal raphe nuclei, which
contain the majority of serotonergic neurons that are considered the most relevant in
modulating emotional behaviors (53) and the acute inhibition of serotonergic neurons in the
dorsal raphe nucleus were associated with demonstrated increased anxiety-like behavior in
male rats (54).

Most of the selected studies that composes the results of this review observed the

association between maternal HFD and higher expression of anxiety-like or depression-like
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behaviors (11,13,33-36,14,18,26-31). Regarding emotional states, experimental studies
have associated the consumption of HFD in animals of different ages with the development
of anxiety-like and depression-like behaviors (17,55). This kind of diet also has been
associated with lower extracellular 5-HT levels (17) and neuroinflammation, resulting from
increased expression of pro-inflammatory cytokines, such as interleukin-1p (IL-1pB) (55).
Recent data has also demonstrated that 6 weeks of HFD feeding could develop moderate
cytoarchitectural abnormalities and reduced neuron density in the hippocampus, which are
closely related to cognitive functions and regulation of emotions (56,57). Further, HFD
consumption specifically in the perinatal phase, indicates a possible increase in the
susceptibility to development of hyperactivity, anxiety- and depressive-like phenotypes of
the offspring, which reflects how the brain of neonates may be affected by maternal nutrition
(13,18). More and more studies have indicated that HFD may cause depression-like
behavior as consequence of a desensitization of a 5-HT-activated Akt/ GSK3p signal
pathway and the impairment of cell proliferation in the dentate hippocampus girus (58).
Moreover, the depressive phenotype has been associated with decreased extracellular 5-HT
levels in the hippocampus and increased sensitivity of 5-HT1A autoreceptor in the dorsal
raphe (17,57). In addition, data also notes the persistence of emotional disorders such as
anxiety-like behavior, even after the administration, after weaning, of a chow to non-human
primate offspring that received perinatal HFD, suggesting that this pattern of maternal

consumption can cause permanent and long-term changes (14).

5. Conclusion

The results of this review demonstrated that maternal HFD was associated to higher
phenotypic expression of depression-like and/or anxiety-like behaviors in offspring. Is
known that this kind of diet is associated with fetal hyperinsulinemia (43) and inflammatory
states (6) which may alter neurotransmitter pathways related to behavioral control (17,44).
However, there were few studies that investigated the correlation among perinatal HFD,
behavioral changes and compounds of the Serotonin System. In a nutshell, the HFD was
associated with an ambiguous expression of TPH> as well as with reduced immunoreactivity
of 5-HT in the prefrontal cortex and increased 5-HT1A receptor expression in dorsal raphe,
modifying the development of the Serotonergic System and possibly favoring the
appearance of emotional disorders. Given that obesity, excessive weight gain, metabolic
disorders and unhealthy diets rich in lipids during pregnancy have been recently

hypothesized to increase the incidence of mental health disorders (59), it is necessary to
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learn more about mechanisms associated with long-lasting effects of early consumption of
HFD in terms of behavior and serotonergic system pathways.
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