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RESUMO 

 

A obesidade infantil atingiu proporções epidêmicas em todo o mundo e 

como consequência, várias disfunções metabólicas estão associadas a tal 

condição. A serotonina desempenha funções diversificadas no organismo, entre 

elas a de regulação do balanço energético corporal especialmente no sistema 

nervoso central (SNC) onde atua na integração de sinais centrais e periféricos 

relacionados à fome e saciedade. Metabolicamente importante, a função 

mitocondrial relacionada à produção de energia representa um ponto-chave no 

balanço energético, principalmente em condições de desequilíbrio metabólico 

característico do sobrepeso/obesidade. Entretanto, uma compreensão mais 

integrativa da relação entre o sistema serotoninérgico e a função mitocondrial 

associados ao balanço energético ainda se faz necessário. Assim, o presente 

trabalho objetivou investigar os efeitos da administração crônica com fluoxetina 

sobre a bioenergética mitocondrial, balanço oxidativo e moduladores do balanço 

energético corporal no hipotálamo e tecidos adiposos branco e marrom de ratos 

jovens supernutridos durante a lactação, por redução de ninhada. Para tal, ratos 

Wistar machos foram divididos ao 3º dia de vida em dois grupos: Normonutrido 

(n=9, por ninhada) e Supernutrido (n=3, por ninhada), n total = 27 por grupo. Aos 

39 dias de vida, os grupos foram subdivididos conforme a administração de 

solução salina (NaCl, 0,9%) ou Fluoxetina (10mg/kg). Aos 60 dias de vida, foi 

avaliado o consumo de oxigênio mitocondrial, a produção de espécies reativas 

mitocondriais, biomarcadores de peroxidação lipídica e oxidação proteica, 

estado REDOX, Oxy-score e expressão de moduladores do balanço energético 

corporal no hipotálamo e tecidos adiposos. Observamos que ratos supernutridos 

apresentaram prejuízo na capacidade respiratória mitocondrial, com maior 

produção de espécies reativas e reduzido balanço REDOX, tanto no hipotálamo 

quanto no tecido adiposo marrom (TAM). A fluoxetina foi capaz de reverter a 

disfunção mitocondrial e estresse oxidativo, observada em animais 

supernutridos, em ambos os tecidos, mas não em animais normonutridos. Em 

relação ao perfil molecular, ratos supernutridos apresentaram aumento na 

expressão de leptina no tecido adiposo branco (TAB) e diminuição no tecido 

adiposo marrom (TAM), porém nenhuma alteração significativa nas análises 

hipotalâmicas. Entretanto, a administração com fluoxetina em ratos 



 

 

supernutridos foi capaz de induzir aumento da expressão gênica da proteína 

desacopladora mitocondrial (UCP) 2 no hipotálamo, assim como de moduladores 

do processo de diferenciação do tecido adiposo branco em marrom (browning) 

e de biogênese mitocondrial no hipotálamo. Portanto, de maneira geral nossos 

resultados sugerem que a administração crônica com fluoxetina em ratos 

supernutridos está associada a uma melhor capacidade funcional das 

mitocôndrias e um melhor balanço oxidativo, bem como uma adaptação 

molecular que favorece o dispêndio energético e a biogênese mitocondrial, 

regulando de maneira positiva o balanço energético corporal, do ponto de vista 

de eficiência mitocondrial energética, em ratos supernutridos. 

 

Palavras-chave: Fluoxetina. Hipotálamo. Mitocôndrias. Obesidade. Tecido 

adiposo marrom. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The childhood overweight/obesity has become increasingly higher in the 

past years and hence several metabolic dysfunctions are associated with such 

condition. Serotonin plays a dynamic role in the organism and in the central 

nervous system coordinates the energy balance regulation inducing hunger or 

satiety mechanisms. Mitochondrial function related to energy production remains 

a key factor in energy balance regulation mainly in conditions of metabolic 

impairments such as overweight/obesity. However, a more integrative 

comprehension of the relationship between the serotoninergic system and the 

mitochondrial function associated with energy balance still is not totally 

understood. Thus, the present study aimed to evaluate the effects of chronic 

fluoxetine treatment on mitochondrial bioenergetics, oxidative balance and 

modulatory genes of the body energy balance in the hypothalamus and white and 

brown adipose tissues of postnatal overfed rats (using litter size reduction). To 

address this concern, male Wistar rats were assigned into two groups at the 

postnatal day (PND) 3: Normofed (n=9 per litter) and Overfed (n=3 per litter), 

n=27 per group. At PND 39, the groups were subdivided according to 

administration of vehicle solution (NaCl, 0.9%) or Fluoxetine (10mg/kg). At PND 

60, we evaluated mitochondrial oxygen consumption, mitochondrial reactive 

species production, lipid peroxidation, protein oxidation, REDOX state, Oxy-score 

and molecular regulators of energy balance in the hypothalamus and adipose 

tissues. Overfed rats showed impaired mitochondrial respiratory capacity, higher 

production of reactive species and reduced REDOX status in both hypothalamus 

and interscapular brown adipose tissue (iBAT). Fluoxetine was able to reverse 

mitochondrial dysfunction and oxidative stress in the hypothalamus and iBAT of 

overfed rats. Regarding to the molecular profile, overfed rats showed increased 

expression of leptin in the white adipose tissue (WAT) and reduced expression in 

the interscapular brown adipose tissue (iBAT) adipose tissues but no significant 

alteration in hypothalamic analyzes. In addition, fluoxetine administration in 

overfed rats triggered higher gene expression of mitochondrial biogenesis 

regulators in the hypothalamus and induced browning adipogenesis 

programming in WAT. Overall, our results suggest that chronic modulation of 

serotonin system in overfed rats improves mitochondrial function and oxidative 



 

 

balance, as well as the molecular pathways that favors energy expenditure and 

mitochondrial biogenesis, improving body energy balance towards bioenergetic 

efficiency in overfed rats. 

 

Keywords: Brown adipose tissue. Fluoxetine. Hypothalamus. Mitochondria. 

Obesity. Serotonin. 
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1 INTRODUÇÃO 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), um ambiente 

nutricional neonatal desequilibrado tem contribuído para que a obesidade infantil 

alcance índices alarmantes no cenário mundial e que estão fortemente 

associados ao aparecimento de doenças crônico-degenerativas na vida adulta. 

Dados recentes publicados pela Federação de Combate à Obesidade no Mundo 

revelou que, em 2030, mais de 250 milhões de crianças estarão obesas (WOF, 

2019). A obesidade ou sobrepeso do ponto de vista metabólico é um 

desequilíbrio entre a quantidade de energia (calorias) consumida na alimentação 

e a quantidade de energia gasta (dissipada) ao longo do dia. Esse controle 

energético é processado no encéfalo a partir de sinais periféricos da adiposidade 

e saciedade, que modificam vias anabólicas e catabólicas, e consequentemente, 

alteram o balanço energético de acordo com a necessidade (ABIZAID e 

HORVATH, 2012; KEEN-RHINEHART, et al., 2013). Nesse sentido, o sistema 

serotoninérgico encefálico, em especial, participa substancialmente dessa 

relação (HEISLER, et al., 2006; VICKERS, et al., 2008) do ponto de vista 

neurobiológico e comportamental, modulando vias importantes na regulação do 

consumo alimentar mediado principalmente pelo hipotálamo. Atuando no 

sistema nervoso central (SNC), a serotonina possui atuações diversificadas 

referentes à função regulatória do comportamento, da imunidade, da resposta 

pressórica, entre outros (WATTS, et al., 2012; SANCHEZ, et al., 2015; SHAJIB 

e KHAN, 2015). Entretanto, pouco se sabe acerca da influência serotoninérgica 

sobre o metabolismo energético relacionado à modulação da bioenergética 

mitocondrial e fatores associados a esse balanço energético de maneira central 

e periférica. 

As mitocôndrias, classicamente conhecidas por seu papel incontestável 

na formação de energia celular, têm sido alvo de incontáveis estudos pelo seu 

papel determinante na regulação da homeostase energética, balanço REDOX, e 

mecanismos de interação intracelular e intercelular (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 1986; FIGUEIRA, et al., 2013; VERCESI, et al., 2018). 

Entretanto, essa organela pode contribuir em funções usualmente distintas da 

bem estabelecida produção de energia química (na forma de trifosfato de 

adenosina-ATP). A exemplo, encontrada em abundância no tecido adiposo 
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marrom, as mitocôndrias atuam com uma especificidade direcionada para 

dissipar a energia derivada do metabolismo de substratos em forma de calor 

(TRAYHURN, 2017). Porém, independente do tecido estudado, a regulação 

metabólica exercida pelas mitocôndrias está associada à produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROS), que quando em excesso, favorecem um estado 

pró-oxidante celular (TAHARA, et al., 2009). Dessa maneira, estudos têm 

demonstrado que disfunções mitocondriais contribuem em processos 

fisiopatológicos, sugerindo que o desenvolvimento de diversas doenças e/ou o 

agravamento de desequilíbrios bioquímicos e fisiológicos pré-existentes podem 

ocorrer de maneira dependente da capacidade adaptativa mitocondrial aos 

estímulos estressores submetidos à mesma (PICARD, et al., 2015; LAHERA, et 

al., 2017; ANGELOVA e ABRAMOV, 2018). 

O potencial modulatório da serotonina em mecanismos associados à 

melhora do balanço energético do ponto de vista mitocondrial representa uma 

lacuna na literatura. Clinicamente importante no tratamento de distúrbios 

neurológicos como depressão e ansiedade, inibidores seletivos de recaptação 

de serotonina (ISRS) atuam bloqueando a proteína transportadora de serotonina 

(SERT) no neurônio pré-sináptico, aumentando as concentrações da mesma na 

fenda sináptica e sua consequente interação com os receptores serotoninérgicos 

pós-snápticos (MASAND e GUPTA, 1999; KRISHNAN e NESTLER, 2008). 

Estudos sobre a associação dos ISRS com o balanço energético têm 

evidenciado um comportamento hipofágico e redução em índices 

murinométricos em roedores, a depender do tempo e dose de exposição ao 

fármaco (SIMANSKY, 1996; DA SILVA, et al., 2019). Dessa maneira, esse 

estudo pode contribuir para uma maior compreensão integrativa dessa temática, 

associada ao sobrepeso/obesidade. 

A esse respeito, o tratamento crônico com fluoxetina em animais 

supernutridos durante a lactação conduziu a presente tese a testar as seguintes 

hipóteses: (1) a supernutrição pós-natal prejudica o balanço energético corporal 

por disfunção mitocondrial e aumento de estresse oxidativo no hipotálamo e 

tecido adiposo marrom de ratos Wistar machos aos 60 dias de vida, e (2) o 

tratamento crônico com fluoxetina em ratos jovens melhora a atividade 

mitocondrial e balanço oxidativo, além de favorecer a expressão de moduladores 
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do balanço energético corporal no hipotálamo e tecidos adiposos branco e 

marrom de ratos Wistar machos, aos 60 dias de vida. 

Como principais resultados, esta tese originou três artigos científicos. O 

artigo de revisão sistemática intitulado “Systematic review of serotonin reuptake 

inhibitors (SSRI) effects on the rat brain mitochondria” foi submetido à revista 

Brain Research - Qualis B1 (Anexo B). Esse trabalho teve como principais 

objetivos a síntese de estudos, através de uma estratégia de pesquisa 

sistemática para seleção e coleta de dados, relacionados aos efeitos de 

inibidores de recaptação de serotonina sobre a função mitocondrial de regiões 

encefálicas em modelos experimentais (ratos) de doenças do SNC, bem como a 

identificação dos potenciais mecanismos subjacentes associados à essa 

modulação farmacológica da função mitocondrial.  

O artigo original intitulado “Serotonin modulation in overfed rats improves 

hypothalamic mitochondrial respiration, reduces oxidative stress and induces 

mitochondrial biogenesis” foi submetido à revista European Journal of 

Pharmacology - Qualis B1 (Anexo C) e objetivou avaliar os efeitos do tratamento 

crônico com fluoxetina em animais supernutridos sobre a função mitocondrial, 

balanço oxidativo e indicadores de biogênese mitocondrial no hipotálamo, 

importante centro regulador do balanço energético corporal.  

O segundo artigo original da tese intitulado “Chronic serotonin reuptake 

inhibition uncouples brown fat mitochondria and induces beiging/browning 

process of white fat in overfed rats” foi aceito para publicação na revista Life 

Sciences - Qualis B1 (Anexo D) e corroborou nossos achados prévios de indução 

de um fenótipo propenso à eficiência metabólica em ratos supernutridos tratados 

com fluoxetina. Como principais novidades, o terceiro artigo desta tese 

demonstrou que a inibição crônica de serotonina em animais supernutridos não 

somente induz um maior desacoplamento mitocondrial independente de UCP no 

tecido adiposo marrom, como também favorece uma maior expressão de genes 

envolvidos na diferenciação molecular do tecido adiposo branco em 

bege/marrom. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Obesidade infantil e predisposição à comorbidades na vida adulta 

A obesidade (do latim, obesus, gordura) é decorrente de uma maior 

proliferação dos precursores dos adipócitos (hiperplasia) e/ou do aumento no 

volume das células adiposas (hipertrofia) causado por uma excessiva ingestão 

calórica (MONTARANI, 2016). O índice de massa corporal (IMC) utilizado para 

avaliar o peso corporal (kg) em relação à estatura (m) e idade, classifica os 

indivíduos com sobrepeso quando apresentam valores acima de 25kg/m² para 

adultos e acima do percentil 85 para crianças e adolescentes entre 2 e 18 anos,  

e obesos quando o índice é maior que 30kg/m² para adultos e maior ou igual ao 

percentil 95 para indivíduos entre 2 e 18 anos; representando um caráter inicial 

da avaliação da massa corporal e composição corporal, de maneira genérica 

(FITCH, et al., 2013; JENSEN, et al., 2014). 

Mundialmente, a obesidade representa uma ameaça à saúde de crianças 

e adolescentes e à sua qualidade de vida ao longo dos anos. Mais de 40 milhões 

de crianças e adolescentes encontram-se nessa condição, que é considerada 

uma doença desde 2013 por várias sociedades e organizações mundiais (WHO, 

2018). Até 2016, 1 em cada 5 crianças e adolescentes no mundo encontrava-se 

inserida nos índices globais de obesidade infantil. Esses índices têm triplicado 

desde 1975, e segundo a Federação de Combate à Obesidade no Mundo tende 

a aumentar em mais de 250 milhões na próxima década (WOF, 2019). 

O rápido e crescente aumento nos índices de obesidade globais 

concentrou-se inicialmente em países subdesenvolvidos e começou a ter uma 

notória preocupação das organizações de saúde com o reconhecimento da 

associação entre a alteração dietética da população e o aumento de doenças 

como diabetes e hipertensão, especialmente a partir da década de 90 (POPKIN, 

et al., 2012). A exposição ao ambiente obesogênico no início da vida tem sido 

relevante na prevalência de excesso de peso no Brasil, onde a mesma já é 

considerada pelo menos três vezes maior do que a prevalência de subnutrição 

(CONDE e MONTEIRO, 2014). Este fato é decorrente de uma transição 

nutricional mundial caracterizada pela inversão dos padrões de distribuição de 

problemas nutricionais anteriormente atribuídos à restrição alimentar e ao baixo 
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peso corporal, especialmente no nosso país onde as disparidades econômicas 

regionais são mais acentuadas e  comprometiam em maior grau as regiões Norte 

e Nordeste (SOUSA, et al., 2016).  

Diversos fatores contribuíram para essa alteração do padrão nutricional, 

como o aumento da acessibilidade a alimentos ultraprocessados, mais 

palatáveis e com alta densidade energética; associados ao aumento da renda 

familiar, o crescimento populacional, a diminuição na natalidade e a maior 

concentração populacional em áreas urbanas (MONTEIRO, et al., 1995; CONDE 

e MONTEIRO, 2014). Dessa maneira observa-se uma ascensão do 

sobrepeso/obesidade infantil e a perspectiva de aumento rápido desses índices 

que não mais são atribuídos primordialmente à realidade socioeconômica. 

A obesidade possui um caráter multifatorial envolvido e as influências 

ambientais como a nutrição não são exclusivas para o desenvolvimento desta 

doença, que possui relação ainda com fatores biológicos, psicossociais e 

comportamentais (APOVIAN, 2016). Mesmo assim, o excesso de calorias e o 

menor dispêndio energético representam o principal binômio associado ao 

aumento da prevalência de doenças crônicas na vida adulta que reduzem a 

expectativa de vida e elevam o risco de morbidade e mortalidade. Entre as 

principais comorbidades associadas à obesidade encontram-se doenças 

cardiovasculares, musculoesqueléticas, neurodegenerativas, metabólicas e 

neoplásicas em geral (WHO, 2014; APOVIAN e RIFFENBURG, 2017). Sendo 

assim, tida como um desafio no atual cenário de má qualidade nutricional, a 

resolução conhecida como “década da nutrição” (2016-2025) pelas Nações 

Unidas (ONU, 2016) prioriza um planejamento de segurança alimentar e 

nutricional mais saudável e sustentável para o combate ao sobrepeso e 

obesidade. Essas ações representam, portanto, não somente uma redução nos 

custos diretos em cuidados com a saúde pública, mas principalmente uma 

perspectiva de melhoria na qualidade de vida e redução dos índices de 

mortalidade por doenças crônicas, tornando necessário o entendimento mais 

profundo dessa temática. 

Entre os modelos de indução de sobrepeso em modelos experimentais 

encontra-se o modelo de supernutrição pós-natal por redução de ninhada (small 
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litter – SL), amplamente estudado pelo grupo de Plagemman (PLAGEMANN, et 

al., 1992; PLAGEMANN e HARDER, 2005; PLAGEMANN, 2011; PLAGEMANN, 

et al., 2012) e que busca mimetizar o consumo de uma alta densidade energética 

através da alimentação em excesso que mantém o fenótipo obeso na vida adulta, 

a exemplo do que constata-se entre crianças e adolescentes em todo o mundo. 

Diversos grupos demonstraram efeitos deletérios decorrentes desse tipo de 

insulto nutricional na lactação em modelos experimentais, como deficiência de 

crescimento e hipofuncionalidade de adipócitos marrons (MEDVEDEV e 

ELSUKOVA, 1999; DE ALMEIDA, et al., 2013), desregulação na expressão de 

neuropeptídeos hipotalâmicos que controlam o consumo alimentar (LOPEZ, et 

al., 2005; DA SILVA, et al., 2019),  disfunção cardiovascular (HABBOUT, et al., 

2013; JUNIOR, et al., 2019), deficiência na sinalização de leptina (RODRIGUES, 

et al., 2009), resistência à insulina (BEI, et al., 2015) entre outras disfunções 

metabólicas. 

De maneira a investigar essa associação entre o ambiente obesogênico 

e o comprometimento metabólico, estudo recente do nosso laboratório 

demonstrou que uma supernutrição pós-natal em ratos machos induz aumento 

de adiposidade visceral, níveis séricos de glicose e triglicerídeos e 

comportamento hiperfágico aos 60 dias de vida (DA SILVA, et al., 2019). Além 

disso, esse modelo de supernutrição neonatal em ratos induziu dano glomerular 

condizente com uma possível redução da integridade e função renal aos 30 dias 

de vida (PEDROZA, et al., 2019) e maior área de infarto do miocárdio após 

evento de isquemia e reperfusão aos 60 dias de vida (DE MOURA FREITAS, et 

al., 2018). Em idades mais avançadas, a supernutrição pós-natal foi capaz de 

induzir fibrose cardíaca, hipertrofia ventricular e aumento da pressão arterial em 

ratos machos aos 120 dias (JUNIOR, et al., 2019). Em conjunto, essas 

evidências trazem à tona os efeitos deletérios do consumo alimentar em 

excesso, no início da vida, sobre a função tecidual, e a predisposição à disfunção 

metabólica e comorbidades associadas, que persistem em idades mais 

avançadas. 
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2.2 Balanço energético corporal: cooperação de vias centrais e periféricas 

e papel da serotonina 

 Se tratando do desenvolvimento da obesidade, fortes evidências 

demonstram que o excesso de peso característico dessa condição se deve em 

grande parte à desregulação dos mecanismos de controle do balanço 

energético, realizados majoritariamente no encéfalo (BILLINGTON, et al., 1994; 

COWLEY, et al., 2001; MCNAY, et al., 2012). Esse controle energético é 

processado a partir de sinais da adiposidade e saciedade provenientes da 

periferia, bem como de parâmetros mecânicos como a distensão gástrica, que 

em conjunto modificam tanto vias anabólicas como catabólicas, e 

consequentemente, alteram o comportamento de ingestão alimentar de acordo 

com o requerimento energético (WANG, et al., 2008; ABIZAID e HORVATH, 

2012; KEEN-RHINEHART, et al., 2013; KIM, et al., 2018). O status metabólico 

portanto, decorrente da disponibilidade energética em termos de utilização e 

estoque, convém de uma associação entre sinalização nutricional, endócrina e 

neural (ZELTSER, 2018).  

 De maneira integrativa, a interpretação (sinalização) dos estímulos 

nutricionais envolvida no comportamento alimentar é comandada por diversas 

vias neurais que envolvem principalmente o hipotálamo e a comunicação com o 

tronco encefálico e sistema límbico (GRILL, 2010). Essas estruturas orquestram 

a regulação da homeostase energética mediada, por exemplo, pelo nível 

hormonal de leptina e grelina, envolvidos respectivamente na sinalização da 

saciedade a partir do tecido adiposo e da fome através do trato gastrointestinal, 

além de outros hormônios periféricos que influenciam a função neural como 

insulina e colecistocinina, também liberados no plasma em resposta à 

disponibilidade energética (AMIN e MERCER, 2016). O neurocircuito envolvido 

nessa regulação da homeostase energética possui projeções bem estabelecidas 

de vias aferentes e eferentes que regulam o balanço energético em sincronia, e 

o sistema serotoninérgico cerebral, em especial, participa substancialmente 

dessa relação (HEISLER, et al., 2006; VICKERS, et al., 2008).  

Intimamente relacionado com a homeostase energética, o 

neurotransmissor serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) é sintetizado a partir 
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do aminoácido essencial triptofano, com ação principal da enzima triptofano 

hidroxilase (TPH), e está envolvido na regulação de diversos processos 

fisiológicos e comportamentais (TECOTT, 2007). Notavelmente, a 5-HT possui 

importância crítica no neurodesenvolvimento, sendo um dos primeiros 

neurotransmissores encontrados em fases embrionárias de roedores (cerca de 

12-13 dias após o início da embriogênese) (LAUDER e BLOOM, 1974; LAMBE, 

et al., 2000) e de humanos (5ª semana embrionária) (GINGRICH, et al., 2017), 

por servir como um importante fator de crescimento celular durante essa fase, 

associada a outros fatores neurotróficos e mensageiros químicos (SODHI e 

SANDERS-BUSH, 2004). Terminais serotoninérgicos desenvolvidos podem 

influenciar, portanto, na neurogênese, refinamento dendrítico, migração celular 

e plasticidade sináptica. Sua concentração possui variações durante todo o 

curso da vida, apresentando-se aumentada até o segundo ano de vida com 

posterior redução e estabilização de seus níveis aos 5 anos de idade, similar às 

concentrações encontradas na idade adulta, onde seu papel como 

neurotransmissor é então mais consolidado (SODHI e SANDERS-BUSH, 2004). 

A contribuição da 5-HT no balanço energético é associada ao local de 

produção, que por vias periféricas é sintetizada em cerca de 95% pela TPH 1 

nas células enterocromafins e neurônios do sistema nervoso entérico e é 

relacionada ao fenótipo obeso (CRANE, et al., 2015). Já no SNC, a TPH 2 

sintetiza serotonina nos núcleos da rafe do tronco encefálico e coordena o efeito 

hipofágico e, portanto, antagônico à função periférica; especificidade adquirida 

pela incapacidade da 5-HT em atravessar a barreira hematoencefálica 

(NAMKUNG, et al., 2015). 

Embora a serotonina demonstre uma atuação em diversas áreas centrais, 

o hipotálamo, que corresponde a conjuntos de corpos de neurônios dispersos 

em uma rede de substância branca (conjunto de axônios), permanece como o 

centro integrador do balanço energético mais essencial dos sinais de saciedade 

ou de fome provenientes de tecidos periféricos, tais como o tecido adiposo 

(MORTON, et al., 2006). Seu desenvolvimento possui fases bem estabelecidas, 

particularmente em ratos, para neurogênese (período embrionário), 

diferenciação celular (fim do período embrionário até 15 dias após o nascimento) 

e formação das sinapses (máxima resposta observada aos 35 dias pós-natal) 
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(BOURET, 2017). Todas elas são fases de alta vulnerabilidade a estímulos 

ambientais e potencialmente susceptíveis a efeitos irreversíveis sobre a 

estrutura e função do tecido (LUCAS, et al., 1984). 

Uma das principais regiões hipotalâmicas envolvidas no controle 

alimentar é o núcleo arqueado, localizado no diencéfalo, imediatamente 

adjacente à eminência mediana. Possui uma população de neurônios onde se 

co-expressa os peptídeos proopiomelanocortina (POMC) e o transcrito 

relacionado à cocaína e anfetamina (CART); importantes reguladores do balanço 

energético pelas vias serotoninérgicas que favorecem o menor consumo 

alimentar e a saciedade (CONE, et al., 2001). Além destes, outras populações 

de neurônios, tais como as que co-expressam o neuropeptídeo Y (NPY) e o 

peptídeo relacionado ao gene agouti (AgRP), modulam o fluxo simpático a partir 

do hipotálamo para órgãos-alvo e estão associados a hiperfagia (CONE, et al., 

2001; RODRIGUEZ, et al., 2010). Essas populações de neurônios expressam 

receptores serotoninérgicos do tipo 5HT1B e 5HT2C que modulam sua atividade 

em função da disponibilidade de serotonina e do estado energético. A mediação 

da atividade desses neuropeptídeos antagônicos e a resposta final sobre o 

consumo alimentar é realizada pelo sistema de melanocortina hipotalâmico, que 

compreende o produto da clivagem do POMC, o hormônio estimulante de alfa 

melanócito (α-MSH), e os receptores de melanocortina (MCR) (HEISLER, et al., 

2006). Assim sendo, a ativação desse conjunto de neuropeptídeos via 5-HT 

promove hiperpolarização de neurônios NPY/AgRP e despolarização de 

neurônios POMC/CART que resulta em efeitos anoréticos característicos como 

diminuição do consumo alimentar e perda de peso (HUSZAR, et al., 1997). 

A nível periférico, o tecido adiposo interage com o SNC não somente do 

ponto de vista informativo, ou seja, sinalizando o atual estado energético do 

organismo, como também é um alvo direto das vias efetoras através do sistema 

nervoso simpático, induzindo uma resposta adaptativa que estimula tanto a 

lipólise como a termogênese. Nesse sentido, a depender das características e 

da localização, os adipócitos podem constituir tanto o tecido adiposo branco 

(TAB) como o tecido adiposo marrom (TAM), e influenciar diferentemente o 

metabolismo periférico dos triglicerídeos e o metabolismo energético em geral 

(BRITO, et al., 2007; BRUINSTROOP, et al., 2012; GEERLING, et al., 2014). 
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Enquanto o TAB é responsável por armazenamento de triglicerídeos e liberação 

de ácidos graxos livre e glicerol em processos catabólicos, o TAM utiliza os 

lipídeos para geração de energia térmica conhecida como termogênese (HALB 

e DA CUNHA, 2008). Em fases iniciais da vida, neonatos possuem uma 

quantidade relativamente maior de TAM que é responsável pela termogênese 

adaptativa nessa idade; uma estratégia de conservar o calor, uma vez que os 

mecanismos de termorregulação a nível central ainda não estão totalmente 

desenvolvidos (CANNON e NEDERGAARD, 2004). A progressão do seu 

desenvolvimento e função em roedores, ocorre entre a fase embrionária final e 

principalmente durante o período pós-natal até os 21 dias de vida, 

acompanhadas de uma involução após a lactação (CHABOWSKA-KITA e 

KOZAK, 2016). Muito embora sua presença em neonatos seja classicamente 

mais conhecida, a contribuição do TAM na termogênese de indivíduos adultos 

foi anteriormente confirmada através da captação de [18F]-fluorodeoxiglucose 

(FDG) por adipócitos marrons em regiões cervicais e supraclaviculares de 

pacientes oncológicos, em exames de tomografia computadorizada por emissão 

de pósitrons (PET)  (NEDERGAARD, et al., 2007). Acredita-se que sua ativação 

nessa idade seja dependente de mecanismos de adaptação metabólica à 

estímulos como exposição ao frio e manipulação farmacológica e dietética (com 

aumento do consumo de glicose e ácidos graxos) (CHRISTENSEN, et al., 2006). 

O TAM encontra-se em maior quantidade na região interescapular e em 

pequenos depósitos perirrenais e perivasculares, possuindo uma linhagem de 

desenvolvimento embrionário similar ao tecido muscular esquelético, que é 

mediado por células progenitoras que expressam o fator miogênico 5 (Myf5+) 

(TOWNSEND e TSENG, 2012). Em contrapartida, células progenitoras Myf5 

negativas são precursoras comuns do TAB e sob certos estímulos (como 

ativação simpática na termogênese induzida por dieta ou exposição ao frio) 

podem ser alvo de reguladores transcricionais para produção “de novo” de tecido 

adiposo “bege” ou tecido adiposo marrom “induzível”, ou para transdiferenciação 

de adipócitos maduros pré-existentes que adquirem propriedades termogênicas, 

processo conhecido como “browning” (FRONTINI e CINTI, 2010; TOWNSEND e 

TSENG, 2012).  
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Há evidências que sugerem a participação do sistema serotoninérgico 

central na ativação do TAM via tônus simpático, uma vez que a  estimulação 

simpática do TAM na exposição ao frio pode ser mediada por serotonina (CANO, 

et al., 2003) e a ausência de neurônios serotoninérgicos ou a inibição de sua 

biossíntese central foi associada a ausência de termogênese no TAM, em 

camundongos (FULLER, et al., 1987; HODGES, et al., 2008). A 

interdependência também é notada por sinalização periférica uma vez que a  

leptina circulante por exemplo, que regula o consumo alimentar e o gasto 

energético, age no hipotálamo inibindo neurônios que expressam NPY, e no 

tecido adiposo marrom, favorecendo a termogênese (SALBE, et al., 1997; 

AMITANI, et al., 2013). Portanto, a assimilação desses estudos nos permite 

concluir que a serotonina central age de maneira integrada na regulação positiva 

do balanço energético; diminuindo o consumo alimentar, predominantemente por 

vias hipotalâmicas, e aumentando o gasto energético, por termogênese do TAM. 

 

2.3 Mitocôndria e metabolismo energético 

 As mitocôndrias desempenham um papel biológico importante na 

manutenção da homeostase energética e, portanto, um bom funcionamento 

dessas organelas contribui para preservação da função celular. Sua descoberta, 

ainda no século XIX foi caracterizada pela identificação da sua estrutura interna 

e mais tarde, a constatação da sua ocorrência praticamente ubíqua no 

organismo (ERNSTER e SCHATZ, 1981). A função clássica das mitocôndrias 

definida por Mitchell a partir da teoria quimiosmótica da fosforilação oxidativa 

descreve a formação de energia associada a um gradiente eletroquímico através 

da membrana mitocondrial interna (MITCHELL, 1966). Entretanto, essa organela 

ainda participa de processos envolvidos no transporte de Ca2+ mitocondrial, por 

mediação de um canal uniporte que o direciona para a matriz mitocondrial 

conduzido por um potencial elétrico de membrana mitocondrial (ΔΨm). Além 

disso, participa da produção de espécies reativas de oxigênio pela redução 

monovalente do oxigênio à água na cadeia respiratória, da sinalização REDOX, 

em especial pelo sistema das glutationas, e de mecanismos apoptóticos 

(KOOPMAN, et al., 2010). 
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Sua estrutura consiste em duas membranas lipoproteicas (bicamada 

lipídica) que delimitam seu formato alongado, são elas a membrana mitocondrial 

interna e externa, separadas por um espaço intermembranar. As dobras internas 

da membrana mitocondrial interna originam cristas que aumentam a superfície 

interna e entram em contato direto com a matriz mitocondrial, local das enzimas 

do ciclo do ácido cítrico e β-oxidação (NELSON e COX, 2008; KANG e PERVAIZ, 

2012). Ligados à membrana interna, cinco complexos proteicos constituem a 

cadeia de transporte de elétrons envolvida na produção de energia acoplada à 

fosforilação oxidativa. Os substratos, portanto, são transportados para as células 

e passam por uma série de reações metabólicas até a formação de ATP, um 

intermediário rico em energia que é utilizado como a principal moeda energética 

celular através das mitocôndrias (HEPPLE, 2014). Para isso, o fluxo de elétrons 

na cadeia respiratória derivada de NADH via complexo I e FADH2 via complexo 

II, ambos derivados do ciclo do ácido cítrico, é associado ao bombeamento de 

prótons pelos complexos I, III e IV através da membrana mitocondrial interna, 

que retornam à matriz mitocondrial pelo complexo V ressintetizando adenosina 

trifosfato (ATP) (SOUSA, et al., 2018).  

Entretanto, nem toda a energia é armazenada como ATP. Por exemplo, 

no TAM a energia que é derivada dos combustíveis metabólicos é dissipada em 

um processo que é facilitado pelo escape de prótons, liberando assim o calor. A 

regulação do escape de prótons neste tecido é mediada pela proteína 

desacopladora mitocondrial (UCP) que está localizada na membrana 

mitocondrial interna (KRAUSS, et al., 2005). Desta forma, o TAM em especial 

desempenha um papel importante na regulação da termogênese e do balanço 

energético a partir da ativação de UCP 1, que encontra-se em abundância nesse 

tecido (CANNON e NEDERGAARD, 2004). A expressão de outras isoformas de 

UCP em diversos tecidos, como UCP 2 expressa de maneira ubíqua, UCP 3 

predominantemente encontrada no tecido muscular estriado esquelético e 

cardíaco e UCP 4 e 5 mais expressas em regiões encefálicos (ZHAO, et al., 

2019), parece estar mais associada com a regulação da produção de espécies 

reativas e de condições de estresse oxidativo (MAILLOUX e HARPER, 2011). 

Decorrente de vias de sinalização que respondem a diferentes eventos 

estressores, algumas adaptações mitocondriais são bem conhecidas na 
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tentativa de auto-ajuste aos desafios bioenergéticos provenientes do ambiente. 

Essa adaptação corresponde à formação de novas organelas com uma 

sincrônica expressão gênica mediada pela mitocôndria e núcleo, onde 

aproximadamente 90% das proteínas mitocondriais são codificadas pelo 

genoma nuclear (PLOUMI, et al., 2017). Conduzidos por sensores energéticos 

como a proteína quinase dependente de adenosina monofosfato (AMPK), fatores 

de transcrição como o coativador 1 alfa do PPARγ, o PGC1α, induzem maior 

expressão ou atividade transcricional de proteínas críticas na biogênese 

mitocondrial. A exemplo, o fator de transcrição mitocondrial A (TFAM) e fatores 

respiratórios nucleares (NRF) 1 e 2 (JORNAYVAZ e SHULMAN, 2010). O 

PGC1α como um importante regulador da homeostase energética modula ainda 

sinalizações relacionadas à termogênese, quando associados a uma maior 

expressão da proteína domínio PR 16 (PRDM16), por exemplo, considerada um 

marcador específico do fenótipo marrom (TAM) envolvido no catabolismo de 

lipídeos e desacoplamento mitocondrial. Portanto, a promoção de biogênese 

mitocondrial e do fenômeno de “browning”, podem ser adquiridas de maneira 

adaptativa, sendo necessário a indução concomitante da expressão de UCP 1 

para uma característica termogênica completa (GONZALEZ-GARCIA, et al., 

2019). 

 

2.4 Disfunção mitocondrial e estresse oxidativo na obesidade 

O papel das mitocôndrias na obesidade está associado à integração de 

diferentes informações metabólicas como níveis de ATP, inflamação e estresse 

oxidativo, que comprometem a função mitocondrial e favorecem o 

desenvolvimento ou manutenção dessa condição clínica (LAHERA, et al., 2017). 

Como o principal sítio de formação das EROS são as mitocôndrias, o 

desequilíbrio oxidativo referente à sua função pode induzir o quadro de estresse 

oxidativo, onde o aumento da produção de EROS é superior à ativação dos 

sistemas de defesas antioxidantes mediados principalmente pela atividade de 

enzimas antioxidantes como superóxido dismutase (SOD), catalase e glutationa-

S-transferase (GST) e da defesa não-enzimática, como o balanço REDOX 

mediado principalmente pelo sistema de glutationas (FERREIRA, et al., 2016). A 
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instalação de estresse oxidativo tem sido relacionado com dano celular e tecidual 

que compromete a estrutura e função de tecidos e desencadeia processos 

patológicos diversos (KOWALTOWSKI, et al., 2001) 

Ainda decorrentes do desbalanço oxidativo, com a produção de EROS 

mitocondrial e o fluxo elevado de Ca2+ mitocondrial, a abertura do poro de 

transição de permeabilidade mitocondrial (PTPM) dissipa o gradiente 

eletroquímico prejudicando a produção de energia através da fosforilação 

oxidativa e por conseguinte, afeta o suprimento de energia celular (Vercesi et al., 

1988; Gunter et al., 2004). Assim, ocorre o desdobramento da membrana 

mitocondrial interna conhecido como inchamento mitocondrial, que por sua vez 

pode romper a membrana mitocondrial externa e provocar extravasamento do 

conteúdo da matriz mitocondrial para o citosol, como proteínas pró-apoptóticas 

(citocromo c e Smac/DIABLO). Como consequência, a ativação de caspases e 

subsequente morte celular são fatores presentes em processos fisiopatológicos, 

que podem susceptibilizar o organismo ao desenvolvimento de diversas doenças 

crônicas na vida adulta (KOWALTOWSKI, et al., 2001; QUINTANILLA, et al., 

2013). 

Evidências derivadas de estudos clínicos relacionando obesidade e 

estresse oxidativo, estabeleceram uma correlação entre biomarcadores de 

estresse oxidativo (tais como peroxidação lipídica e oxidação proteica) com o 

índice de massa corporal (IMC) elevado (VINCENT e TAYLOR, 2006; SANKHLA, 

et al., 2012). Células adiposas aumentadas são significantes fontes de produção 

de EROS (indutores de estresse oxidativo), como já é documentado na literatura 

(HOUSTIS, et al., 2006). Além disso, o excesso de calorias característico da 

obesidade sobrecarrega o ciclo de Krebs e a cadeia respiratória mitocondrial, 

favorecendo o quadro de estresse oxidativo e alterando a função de diferentes 

tipos celulares, sendo um importante fator na indução de doenças metabólicas 

relacionadas à obesidade (MANNA e JAIN, 2015; TAN, et al., 2018). 

 

2.5 Manipulação serotoninérgica e modulação da bioenergética 

mitocondrial e balanço oxidativo 
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Ainda não há um consenso sobre a interação entre o sistema 

serotoninérgico e as mitocôndrias. Em termos de processamento metabólico, a 

monoamina oxidase (MAO) representa um elo importante entre serotonina (5-

HT) e mitocôndrias. Essa flavoenzima liga-se à membrana mitocondrial externa 

e é responsável pela desaminação de monoaminas, como a 5-HT, e 

catecolaminas, regulando a liberação de vesículas sinápticas serotoninérgicas 

com produção de amônia e peróxido de hidrogênio (SANDLER e YOUDIM, 

1972).  

Além disso, também tem sido relatado o envolvimento da 5-HT na indução 

de biogênese mitocondrial. Rasbach et al. 2009, por exemplo, demonstrou esse 

efeito com agonista de receptores 5-HT2 no tecido renal (RASBACH, et al., 

2010). Além disso, há relatos de aumento de biogênese mitocondrial no córtex 

renal, fígado e coração através de agonista de receptores 5-HT1F e 5-HT2A 

(GARRETT, et al., 2014; HARMON, et al., 2016). No SNC, a participação do 

receptor 5-HT2A mostrou-se eficaz na indução de biogênese mitocondrial em 

neurônios corticais de camundongos via sinalização de SIRT1-PGC1α 

(FANIBUNDA, et al., 2019). Já no estriado e substância nigra, o tratamento com 

agonista de receptor 5-HT1F induziu biogênese mitocondrial em um modelo de 

camundongos para doença de Parkinson (SCHOLPA, et al., 2018). Diante das 

evidências, fica claro que o 5-HT desempenha uma contribuição diversificada 

nas funções biológicas, embora o entendimento de sua interação com as 

mitocôndrias ainda precise de mais investigações uma vez que a maioria dos 

estudos utilizam exposição farmacológica com agonistas de receptores 

serotoninérgicos ou infusão direta de 5-HT de maneira aguda e in vitro. 

Há evidências sobre a modulação da produção de EROS mitocondrial a 

partir das UCPs mediada por serotonina (BRAND, et al., 2002; FANG, et al., 

2013) e portanto sua influência sobre a regulação do balanço oxidativo. Um 

desajuste nessa regulação pode induzir quadros de estresse oxidativo em 

macromoléculas e estruturas celulares, situação que em último caso poderia 

resultar em morte celular (SIES e MEHLHORN, 1986; GUTTERIDGE, 1993). 

Nesse contexto, diversos estudos têm sugerido o envolvimento da disfunção 

mitocondrial no aparecimento de doenças neurodegenerativas (CENINI, et al., 
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2019), bem como na obesidade (DE MELLO, et al., 2018), diabetes (WADA e 

NAKATSUKA, 2016) e doenças cardiovasculares (CHISTIAKOV, et al., 2018). 

Sobre a relação entre concentrações de serotonina e estresse oxidativo, 

estudos já demonstraram que fármacos que modulam o sistema serotoninérgico, 

como a Fluoxetina (Flx) ou Prozac, um inibidor seletivo de recaptação de 

serotonina (ISRS), demonstram capacidade de reduzir os níveis de EROS, 

possibilitando um benefício antioxidante (KHANZODE, et al., 2003; ZAFIR, et al., 

2009; AHMAD, et al., 2010; MORETTI, et al., 2012). Essa classe de fármacos 

possui grande relevância e preferência no tratamento de transtornos depressivos 

e de ansiedade pois possuem especificidade de atuação, reduzidos efeitos 

colaterais e boa tolerabilidade, e seu mecanismo de ação consiste no bloqueio 

do transportador de serotonina (SERT) no neurônio pré-sináptico e aumento da 

concentração de 5-HT na fenda sináptica e da sua neurotransmissão (MASAND 

e GUPTA, 1999; KRISHNAN e NESTLER, 2008).  

A conversão metabólica da fluoxetina à norfluoxetina é realizada no 

fígado, e esse metabólito ativo possui características peculiares e bem descritas 

na literatura, como um longo tempo de meia-vida, facilidade em ultrapassar a 

placenta e a barreira hematoencefálica (Francis-Oliveira et al., 2013), além de 

ser encontrada também no leite materno (Davanzo et al., 2011). Entre outros 

antidepressivos, a fluoxetina é o fármaco identificado em maior nível em 

neonatos cujas mães seguiram o tratamento farmacológico em questão 

(Weissman et al., 2004). 

Embora ainda não totalmente elucidada, a relação entre fluoxetina e 

mitocôndrias é estudada há um certo tempo. Já é conhecido que a Flx penetra 

nas membranas plasmáticas e pode ser detectado nas mitocôndrias, 

sinaptossomas e outras organelas celulares (Oliveira, 2016). Após aplicação oral 

ou intravenosa em ratos, 40% do fármaco demonstrou estar presente em 

mitocôndrias e sinaptossomas, tornando essas frações subcelulares um possível 

local de ação de drogas (Moretti et al., 2003). Estudos recentes do nosso grupo 

de pesquisa demonstraram que o tratamento crônico com fluoxetina durante a 

lactação modula positivamente a bioenergética mitocondrial e balanço oxidativo 

nos tecidos controladores do metabolismo energético (hipotálamo, TAM e 
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músculo esquelético) em ratos machos aos 60 dias de vida, o que suporta a 

proposição de que o sistema serotoninérgico atua na  regulação do aporte e 

dispêndio energético (DA SILVA, et al., 2015; DA SILVA, et al., 2015). A partir 

dessas evidências, constatamos que o potencial modulatório da serotonina em 

mecanismos associados à melhora do balanço energético do ponto de vista 

mitocondrial representa uma lacuna na literatura científica. Dessa maneira, esse 

estudo pode contribuir para uma maior compreensão integrativa dessa temática, 

associada ao sobrepeso/obesidade. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

 Avaliar, em ratos Wistar machos, submetidos ou não à supernutrição 

durante a lactação e à administração crônica de fluoxetina, a bioenergética 

mitocondrial, balanço oxidativo e expressão de moduladores do balanço 

energético corporal no hipotálamo e tecidos adiposos branco e marrom. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

Avaliar, aos 60 dias de vida, em ratos Wistar machos normonutridos e 

supernutridos, submetidos ou não à administração crônica de fluoxetina: 

3.2.1 O peso corporal durante a lactação e a manipulação farmacológica; 

3.2.2 O consumo de oxigênio e a produção de espécies reativas em 

mitocôndrias isoladas do hipotálamo e tecido adiposo marrom; 

3.2.3 Os biomarcadores de estresse oxidativo (MDA e Carbonilas), e a 

concentração de GSH e GSSG bem como o balanço REDOX no 

hipotálamo e tecido adiposo marrom; 

3.2.4 A expressão proteica de UCP1 no tecido adiposo marrom; 

3.2.5 A expressão gênica de Ucp2, Ampk, Pgc1α, Tfam, Ndufb8, Sdhb e Atp5a 

no hipotálamo; 

3.2.6 A expressão gênica de Ucp1 e leptina nos tecidos adiposos branco e 

marrom e de Sirt1, Pgc1α e Prdm16 no tecido adiposo branco. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Animais e modelo de supernutrição pós-natal 

Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar com 80 dias de vida provenientes 

da colônia do Departamento de Nutrição da Universidade Federal de 

Pernambuco. As fêmeas selecionadas, entre 150-200g, foram abrigadas em 

biotério com ciclo claro-escuro invertido (12/12 horas) sob condições padrão de 

temperatura, iluminação e umidade, com água e comida (dieta comercial – 

Presence, 74,5% de carboidratos, 23% de proteínas e 2,5% de lipídeos) ad 

libitum. As fêmeas foram aclimatadas em biotério durante 15 dias para 

sincronização do ciclo circadiano. Após a adaptação, as ratas, quando em 

período pró-estral, foram acasaladas na proporção de 2 fêmeas para 1 macho 

(200-250g) e após a detecção da prenhez foram transferidas para gaiolas 

individuais. Após o nascimento dos neonatos, os machos foram divididos 

aleatoriamente (com peso de 6-8g) em dois grupos experimentais: Grupo 

Normonutrido (n=9 por lactante) e Grupo Supernutrido (n=3 por lactante) 

conforme previamente publicado (PLAGEMANN, et al., 1992; PLAGEMANN, 

2011; PLAGEMANN, et al., 2012). Aos 21 dias de vida, os animais foram 

desmamados e separados em gaiolas de acordo com o grupo experimental e 

passaram a receber água e ração (dieta comercial – Presence) livres até a idade 

experimental (60 dias de vida). Todos os procedimentos éticos da utilização de 

animais para pesquisa científica seguiram as recomendações do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e o presente estudo 

foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade 

Federal de Pernambuco (processo de nº 0027/2017 - Anexo A). 

 

4.2 Manipulação farmacológica e grupos experimentais 

Aos 39 dias de vida, os grupos foram subdivididos conforme a manipulação 

farmacológica: Grupo Normonutrido + Veículo (solução salina – NaCl 0,9%), 

Grupo Normonutrido + Fluoxetina (fluoxetina - 10mg/kg de peso corporal), Grupo 

Supernutrido + Veículo, e Grupo Supernutrido + Fluoxetina. Todos os grupos 
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foram tratados diariamente por via subcutânea do 39º ao 59º dia de vida durante 

a segunda hora após início do ciclo escuro (DA SILVA, et al., 2019). 

 

4.3 Avaliação do peso corporal e Índice de Lee 

O peso corporal dos animais de ambos os grupos experimentais foi 

mensurado durante o período de lactação (3º, 7º, 14º e 21º dia de vida), aos 30 

dias de vida e também durante o tratamento farmacológico (39º ao 59º dia de 

vida). O peso foi registrado no início do ciclo escuro através de balança eletrônica 

digital (Marte, modelo S-100 com sensibilidade de 1g). O Índice de Lee foi 

mensurado, aos 60 dias de vida, através da razão entre a raíz cúbica do peso 

corporal (g) e o comprimento naso-anal (cm) multiplicado por 1000 (BERNARDIS 

e PATTERSON, 1968). 

 

4.4 Sacrifício dos animais e coleta dos materiais biológicos 

Aos 60 dias de vida, os animais foram eutanasiados por decapitação em 

guilhotina e os tecidos rapidamente coletados e acondicionados em gelo 

temporariamente durante a coleta. O hipotálamo foi dissecado com pinça 

cirúrgica através de incisões bilaterais no sentido longitudinal e retirado em 

aprofundamento de aproximadamente 2mm. O tecido adiposo marrom foi 

extraído da região interescapular e o tecido adiposo branco da região epididimal 

e retroperitoneal, cuidadosamente dissecados para remoção de quaisquer 

outros resíduos teciduais. Após a coleta, as amostras foram tratadas de acordo 

com as análises subsequentes (isolamento mitocondrial, quantificação de 

biomarcadores, PCR ou Western Blotting) e armazenadas em freezer -20ºC 

 

4.5 Isolamento mitocondrial 

Após a coleta, os tecidos foram imediatamente homogeneizados (IKA® 150 

RW 20, Germany) em tampão de isolamento contendo Manitol 225mM, 

Sacarose 75mM, EGTA 1mM e HEPES 4mM, pH 7,2 e centrifugadas 

diferencialmente para obtenção das mitocôndrias: Inicialmente à 1180xg por 
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10min a 4ºC para retirada do sobrenadante, e este por sua vez submetido a uma 

segunda centrifugação de 12000xg durante 10min a 4ºC. O pellet (conteúdo 

mitocondrial) foi então ressuspendido em tampão específico (Sacarose 250 mM 

e HEPES 5mM, pH 7,2) (LAGRANHA, et al., 2010; DA SILVA, et al., 2015). As 

mitocôndrias coletadas foram submetidas à quantificação de proteínas totais 

pelo método de Bradfrod utilizando proteína do soro bovino (BSA) como padrão 

(BRADFORD, 1976). A leitura foi realizada em espectrofotômetro (Even, modelo 

IL-512, UV/VIS) a 495nm.  

 

4.6 Avaliação do consumo de oxigênio e espécies reativas mitocondriais 

O consumo de oxigênio em suspensões de mitocôndrias isoladas foi 

realizado polarograficamente utilizando-se um eletrodo tipo Clark (Hansatech 

Instruments, Pentney King’s Lynn, UK). As suspensões foram mantidas em 

câmara de vidro fechada, termostatizada a 28°C e sob agitação constante, em 

meio de reação contendo KCl 120 mM, HEPES 4 mM, KH2PO4 5 mM, EGTA 1 

mM e BSA 0,2%, pH 7,2. A respiração mitocondrial foi mensurada utilizando 

0,5mg de proteína/ml de meio de reação, substratos do complexo I (glutamato 

10mM e malato 2mM) e do complexo II (succinato 5mM + rotenona 4µM). Para 

as mitocôndrias de hipotálamo a avaliação do consumo de oxigênio deu-se 

através da adição de ADP 0,5mM, Oligomicina 1µg/mL e CCCP 1µM. Para a 

análise no tecido adiposo marrom utilizou-se substratos do complexo II 

(succinato 5mM + rotenona 4µM), GDP (inibidor de UCP 1 – 1mM) e CCCP 1µM 

(DA SILVA, et al., 2015).  

A produção de espécies reativas (oxigênio e nitrogênio) em mitocôndrias 

isoladas (0,1mg de proteína/ml do meio de reação) foi avaliada com substratos 

do complexo II (succinato 5mM + rotenona 4µM) para ambos os tecidos e 

monitorada por técnica fluorimétrica, usando o corante permeável a membrana 

H2DCF-DA (diacetato de diclorodihidrofluorenceína, 5 µM) em 485 nm de 

excitação e 530 nm de emissão no leitor de fluorescência FLUOStart (OMEGA, 

USA) (DA SILVA, et al., 2015). 
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4.7 Processamento dos tecidos para análises do balanço oxidativo 

Para as análises do balanço oxidativo o hipotálamo e tecido adiposo marrom 

foram homogeneizados em tampão de extração (Tris base 100 mM, pH 7,5; 

EDTA 10 mM; Nonidet 1%, PMSF 2mM e Ortovonadato 1 mM). Para 

quantificação proteica e demais análises, as amostras foram centrifugadas 

(Sigma, model1-14K, Germany) a 1180xg, a 4°C, por 10 minutos e somente o 

sobrenadante foi utilizado (DA SILVA, et al., 2015; BRAZ, et al., 2016). O 

conteúdo de proteína total no homogeinato do hipotálamo e tecido adiposo 

marrom foi mensurado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) e para as 

análises subsequentes utilizou-se a concentração de 0,3mg/ml do sobrenadante. 

 

4.8 Avaliação da peroxidação lipídica 

Para mensurar o nível de peroxidação lipídica utilizou-se a técnica 

colorimétrica de Buege e Aust (BUEGE e AUST, 1978), onde uma alíquota do 

sobrenadante (0,3mg/ml) foi incubada com ácido tricloroacético (30%) e Tris HCl 

(10mM, pH 7,4) e centrifugados a 1180xg por 10min. Em seguida, ao 

sobrenadante adicionou-se ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,73% em igual volume 

para posterior incubação a 100ºC durante 15min. O produto dessa reação, o 

malondialdeído (MDA), é uma das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) que pode apresentar coloração rosada, sendo mensurada em 

espectrofotômetro (Even, modelo IL-512, UV/VIS) a 535nm. Os resultados de 

MDA foram expressos em mmol/mg de proteína. 

 

4.9 Avaliação da oxidação de proteínas 

O conteúdo de carbonilas foi mensurado de acordo com a metodologia 

descrita por Levine (LEVINE, et al., 1990) para avaliar o nível de oxidação 

proteica nas amostras. Inicialmente foi adicionado às amostras (0,3mg/ml) ácido 

tricloroacético (30%) e a mistura foi mantida em gelo durante 15min. Em seguida, 

centrifugou-se a 1180xg por 15min. Ao pellet adicionou-se 2,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH) a 10mM com posterior incubação no escuro durante 
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1h. O pellet então foi submetido a um processo de três lavagens com 

etanol/acetato de etila (1:1) intercalados por centrifugação a 1180xg por 5min. 

Ao final, o pellet foi incubado com guanidina 6M a 37ºC, por 30 min e a 

absorbância mensurada a 370nm. Os resultados foram expressos em nmol de 

carbonilas/mg de proteína. 

 

4.10 Avaliação do estado REDOX 

Para quantificação da concentração de glutationa reduzida (GSH), adicionou-

se às amostras (0,3mg/ml) tampão fosfato 0,1M (pH 8,0) + EDTA 5mM. A 

mensuração do conteúdo de glutationa oxidada (GSSG) deu-se através da 

incubação das amostras com N-ethylmaleimide (NEM) 0,04M, seguida da adição 

de Tampão Hidróxido de Sódio (NaOH) 0,1M. Para ambos os ensaios, as 

amostras foram incubadas com o-phthaldialdehyde (OPT) 1mg/mL durante 

15min em temperatura ambiente. A intensidade de fluorescência foi realizada em 

espectrofluorímetro (FLUOStart, OMEGA, USA) nos comprimentos de onda de 

350nm de excitação e 420nm de emissão. Para comparação dos valores, foi 

realizada uma curva com concentrações padrões conhecidas de GSH e GSSG. 

Os valores foram apresentados em µmol/mg de proteína e o balanço REDOX 

representado pela razão entre os valores de GSH e GSSG (HISSIN e HILF, 

1976). 

 

4.11 Mensuração do índice oxidativo global (Oxy-score) 

 A estimativa do dano oxidativo global nos tecidos analisados foi realizada 

a partir da diferença entre o somatório dos valores padronizados dos 

biomarcadores antioxidantes (GSH) e oxidantes (MDA, Carbonilas, GSSG) 

analisados, seguindo a seguinte equação: OXY-SCORE= (ANTIOXI – OXY). 

Dessa maneira, valores positivos indicam uma prevalência de capacidade 

antioxidante e valores negativos sugerem uma propensão a um dano oxidativo. 

Os dados foram expressos em unidades arbitrárias (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ, 

et al., 2015). 
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4.12 Avaliação da expressão gênica por PCR em tempo real 

Inicialmente o RNA total foi extraído pelo método de extração com 

isotiocinato de guanidina e o reagente Trizol (Invitrogen, USA) na razão 1:1,5 de 

amostra (CHOMCZYNSKI e SACCHI, 1987). Após a homogeneização dos 

tecidos (IKA® 150 RW 20, Germany), houve uma incubação de 5 minutos à 

temperatura ambiente e posterior acréscimo de clorofórmio estabilizado (P.A) 

para centrifugação a 12000xg, a 4ºC por 15 minutos. Ao RNA formado, 

adicionou-se álcool isopropílico (P.A.) e acetato de amônia 2M e a mistura foi 

então incubada a -20ºC por 20 min, seguido de uma nova centrifugação a 

12000xg, a 4ºC por 10 minutos. O pellet (RNA) foi então lavado em etanol a 75% 

e centrifugado a 7500xg, 4ºC por 5 minutos. O sedimento de RNA foi 

ressuspenso em água livre de RNase e armazenado em -20ºC durante os 

experimentos (CIRERA, 2013; DA SILVA, et al., 2019). Para a quantificação do 

RNA, utilizou-se o Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA) onde o grau de 

pureza de todas as amostras foi superior a 1.8 admitindo-se a razão entre os 

valores de absorbância a 260nm e 280nm (LAGRANHA, et al., 2007). 

Para a análise de expressão gênica, utilizou-se a técnica da reação em 

cadeia da polimerase (PCR) em tempo real através do Rotor-Gene Q (Qiagen, 

USA). As amostras foram utilizadas na concentração de 700ng (analisadas em 

duplicata) e os parâmetros utilizados em cada reação seguiram as normas do 

fabricante (SuperScript III Platinum SYBR Green One-Step qRT-PCR kit – 

Invitrogen, USA). Os seguintes genes foram avaliados: 

 

Quadro 1 – Genes analisados no hipotálamo, tecido adiposo marrom e tecido 

adiposo branco de ratos machos Wistar aos 60 dias de vida 

H
IP

O
T

Á
L

A
M

O
 

 

Gene Sigla 

Beta-2-microglobulina – controle interno 

(β-2-microglobulin) 

β-2M 

Proteína desacopladora mitocondrial 2 

(Uncoupling protein 2) 

Ucp2 

Proteína kinase dependente de AMP  Ampk 
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(AMP-activated protein kinase) 

Coativador 1 de PPAR γ 

(Peroxisome activated receptor gamma coactivator 1 alpha) 

Pgc1-α 

Fator respiratório nuclear 2 

(Nuclear respiratory factor 2) 

Nrf2 

Subunidade B8 do complexo mitocondrial I 

(NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit B8) 

Ndufb8 

Subunidade B do complexo mitocondrial II 

(Succinate Dehydrogenase Complex Iron Sulfur Subunit B) 

Sdhb 

Subunidade alfa do complexo mitocondrial V 

(ATP synthase alpha-subunit) 

Atp5a 

T
A

M
 

Beta-actina – controle interno 

(β-actin) 

- 

Proteína desacopladora mitocondrial 1 

(Uncoupling protein 1) 

Ucp1 

Leptina 

(Leptin) 

- 

T
A

B
r 

Beta-2-microglobulina – controle interno 

(β-2-microglobulin) 

β-2M 

Leptina 

(Leptin) 

- 

T
A

B
e

 

Beta-2-microglobulina – controle interno 

(β-2-microglobulin) 

β-2M 

Sirtuína 1 

(Sirtuin 1) 

Sirt 1 

Coativador 1 alfa do PPAR γ 

(Peroxisome activated receptor gamma coactivator 1 alpha) 

Pgc1 

Proteína domínio PR 16 

(PR/SET domain 16) 

Prdm16 

Proteína desacopladora mitocondrial 1 

(Uncoupling protein 1) 

Ucp1 

Legenda: TAM – Tecido Adiposo Marrom; TABr – Tecido Adiposo Branco 
Retroperitoneal; TABe – Tecido Adiposo Branco Epididimal. Fonte: O Autor, 
2020. 



42 
 

As especificações dos primers utilizados encontram-se nos artigos do 

hipotálamo (Tabela 1 – Artigo 2) e do tecido adiposo marrom (Tabela 1 – Artigo 

3). Após a comparação dos valores do CT (Cycle Threshold) de cada gene de 

interesse com o respectivo gene normalizador para cada tecido, a expressão 

relativa de RNA mensageiro foi expressa de acordo com o cálculo de 2−ΔΔCt  

(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). 

 

4.13 Avaliação da expressão proteica por Western Blotting 

 Alíquotas das mitocôndrias de tecido adiposo marrom foram utilizadas 

para mensuração do conteúdo de proteínas totais (BRADFORD, 1976). 

Primeiramente as amostras (30µg/ml) foram submetidas a uma eletroforese em 

gel de SDS-poliacrilamida a 12% por 90 minutos a 100V em tampão de 

eletroforese Tris-Glicina (Tris 250mM, Glicina 192 mM, pH 8,3-9,3) (Towbin 

1979). As proteínas do gel foram transferidas para membrana de PVDF 

(polyvinylidene fluoride), previamente ativadas em álcool metílico P.A., a 15V, 

overnight. A eficiência da transferência foi verificada usando o corante reversível 

Ponceau-S (LAGRANHA, et al., 2010). Após a transferência, as ligações não 

específicas foram bloqueadas pela incubação das membranas com solução 

TBS-Tween (TBS-T) contendo leite desnatado 10% (TBS 1x, Tween 20 0,1%) 

por 60 minutos. Após o bloqueio, as membranas foram lavadas 3 vezes em TBS-

T, sob agitação, por 5 minutos e incubadas a 4ºC com anticorpo primário para 

UCP1 (SCBT: SC-6528), em solução TBS-T contendo leite desnatado, overnight. 

Após nova sequência de lavagens, foram incubadas com anticorpo secundário 

anti-goat IgG conjugada a enzima HRP (SCBT: SC2768) em solução tampão, a 

25ºC, por 4h. Posteriormente, as membranas foram lavadas e incubadas com 

substrato para HRP e intensificador de quimioluminescência (ECL Western 

Blotting System) por 5 min para exposição imediata a filme de raio-X e 

processamento de maneira convencional (câmara escura e solução reveladora 

e fixadora de raio X). A intensidade das bandas do Western Blotting foram 

analisadas e quantificadas por densitometria óptica usando o software Image J 

(NIH, Maryland, USA) e a representação dos dados feita em unidades arbitrárias 

(DA SILVA, et al., 2015; FERREIRA, et al., 2019). 
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4.14 Analise estatística 

 Todos os dados foram analisados segundo a normalidade de distribuição 

pelo teste Kolmogorov-Smirnov e encontraram-se dentro da distribuição 

gaussiana sendo posteriormente analisados pelo teste ANOVA two-way com 

comparações múltiplas de Tukey. O nível de significância adoto foi mantido em 

5% para todas as análises e os dados foram expressos em média ± erro padrão 

da média. A construção do banco de dados e as análises estatísticas foram 

desenvolvidas no programa Excel (Microsoft, USA, versão 2016) e Graphpad 

Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, Ca, USA) respectivamente. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Artigo 1 - Systematic review of serotonin reuptake inhibitors (SSRI) 

effects on the rat brain mitochondria 

 

 

 



45 
 



46 
 

 



47 
 



48 
 



49 
 



50 
 



51 
 



52 
 



53 
 



54 
 



55 
 



56 
 



57 
 



58 
 



59 
 



60 
 



61 
 

 

 

 

 



62 
 

 

 

 

 



63 
 

 

 

 

 



64 
 

 

 



65 
 

5.2 Artigo 2 - Serotonin modulation in overfed rats improves hypothalamic 

mitochondrial respiration, reduces oxidative stress and induces 

mitochondrial biogenesis 
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5.3 Artigo 3 – Chronic serotonin reuptake inhibition uncouples brown fat 

mitochondria and induces beiging/browning process of white fat in overfed 

rats 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Diante dos índices cada vez maiores de obesidade, o entendimento dos 

mecanismos associados ao desenvolvimento/progressão desse distúrbio 

metabólico bem como do potencial envolvimento de manipulações 

farmacológicas, como a fluoxetina, se torna clinicamente relevante. O presente 

modelo experimental estudado proporcionou resultados que elucidam melhor, 

mas não totalmente, os efeitos da inibição crônica da recaptação de serotonina 

sobre a bioenergética mitocondrial, balanço oxidativo e controle do balanço 

energético em condições de sobrepeso/obesidade.  

Baseado nos nossos resultados, sugerimos que a administração crônica 

com fluoxetina atuou revertendo as disfunções mitocondriais e oxidativas 

encontrados no hipotálamo e tecido adiposo marrom de ratos machos 

supernutridos, mas não em animais normonutridos. Demonstramos ainda que 

essa readaptação mitocondrial foi acompanhada pela indução de expressão 

gênica favorável ao aumento da eficiência metabólica/mitocondrial nos tecidos 

analisados: aumento de biogênese mitocondrial no hipotálamo e do fenótipo 

bege no tecido adiposo branco. Em conjunto, esses dados corroboram nossas 

hipóteses iniciais que sugerem uma forte relação entre a redução do peso 

corporal em animais supernutridos tratados com fluoxetina com maior 

participação mitocondrial em termos de metabolismo energético e possível 

termogênese adaptativa. 

Entretanto, ainda se faz necessário um entendimento mais profundo dos 

mecanismos regulatórios do balanço energético corporal associados a inibição 

crônica de recaptação de serotonina como a relação entre fármaco e mitocôndria 

através de receptores serotoninérgicos, a interação entre serotonina e outros 

neurotransmissores, a participação do sistema nervoso simpático e sistema 

endócrino na regulação da função mitocondrial e principalmente da extensão dos 

efeitos da administração farmacológica a longo prazo. 
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