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RESUMO

A exposicdo a dietas hiperlipidicas e hipercaloricas (DHH) vem sendo
associada a obesidade e sindrome metabdlica. Por outro lado, o aumento da
disponibilidade de serotonina no periodo neonatal parece induzir um “lean
phenotype”. O objetivo desta tese foi investigar adaptagcdes fenotipicas no sistema
serotoninérgico e na regulagdo hipotalamica do balanco energético em ratos em
resposta a inibicdo neonatal da recaptacdo de serotonina (INRS) e a exposicao
materna a uma DHH durante a gestacao e lactacdo. No experimento 1, Ratas Wistar
foram alimentadas com racdo padrdao de biotério ou com uma DHH desde a
adaptacdo para o acasalamento até o desmame. Cada ninhada foi tratada com
solucéo salina e fluoxetina do 1° ao 21° dia pés-natal. Desfechos relacionados ao
desenvolvimento somatico, balanco energético e indicadores do metabolismo foram
avaliados na prole jovem. No experimento 2, as ninhadas foram submetidas apenas
a intervencao farmacoldgica, semelhante ao experimento 1. Na vida adulta, a prole
foi submetida a estereotaxia. O comportamento alimentar e a atividade neuronal no
nacleo arqueado do hipotdlamo foram avaliados apds recuperacdo cirdrgica e
injecdo intracerebroventricular de agonistas dos receptores 5-HT,c e 5-HTjs.
Observou-se que a INRS aumenta a sensibilidade das respostas associadas aos
receptores 5-HT,c. Frente a exposicdo perinatal a DHH, houve modificagcdo do
desenvolvimento somatico e do metabolismo energético sem alteracdes no
comportamento alimentar. Por fim, a INRS pode reverter ou atenuar alguns efeitos

de uma DHH sobre o metabolismo energético.

Palavras-chave: Serotonina. Plasticidade fenotipica. Desenvolvimento somaético.

Balanco energético. Dieta hiperlipidica e hipercalorica.



ABSTRACT

Perinatal exposure to hyperlipidic and hypercaloric diets (DHH) has been
associated with obesity and metabolic syndrome. On the other hand, the increased
availability of serotonin in the neonatal period seems to induce a "lean phenotype".
The aim of this research was to investigate phenotypic adaptations in the
serotonergic system and hypothalamic control of energy balance in rats in response
to neonatal serotonin reuptake inhibition (NSRI) and maternal exposure to a DHH
during pregnancy and lactation. In experiment 1, Wistar rats were fed a standard diet
or DHH from a mating adaptation to weaning. Each litter was treated with saline and
fluoxetine from the 1st to the 21st postnatal day. Changes related to somatic
development, energy balance and metabolism indicators were reduced in young
offspring. In experiment 2, litters were only subjected to pharmacological intervention,
similar to experiment 1. In adulthood, animals were submitted to stereotaxis. Feeding
behavior and neuronal activity in the hypothalamus nucleus were evaluated after
surgical recovery and intracerebroventricular injection of 5-HT,c or 5-HTg receptor
agonists. It was observed that INRS increases the sensitivity of 5-HT,c receptor-
related responses. Related to perinatal exposure to DHH, there were changes in
somatic development and energy metabolism without changes in eating behavior.
Finally, NSRI may reverse or attenuate some effects of a DHH on energy

metabolism.

Keywords: Serotonin. Developmental plasticity. Energy metabolism. Somatic

development. Hyperlipid and hypercaloric diet.
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1 INTRODUCAO

Durante o periodo critico para o desenvolvimento, que correspondente as
fases de gestacdo e lactacdo, 0 organismo é mais responsivo aos estimulos
ambientais 0os quais podem induzir adaptacfes fenotipicas e gerar repercussdes ao
longo da vida (STEARNS; DE JONG; NEWMAN, 1991; WEST-EBERHARD, 19864;
2005a). Uma das variacbes melhor documentadas no estudo da plasticidade
fenotipica € a nutricdo. Tanto a escassez como 0 aumento quantitativo ou qualitativo
da disponibilidade de nutrientes durante estes periodos parecem agir de forma
permanente no desenvolvimento de sistemas fisiolégicos (WEST-EBERHARD,
1986b) e sinalizar ao surgimento de doencas na idade adulta (ALFARADHI;
OZANNE, 2011; BARKER; BULL; OSMOND; SIMMONDS, 1990). Sdo muitas as
publicacdes nacionais e internacionais, inclusive do nosso grupo de pesquisa, que
visam o esclarecimento das possiveis alteracdes promovidas por agravos ambientais
durante o periodo perinatal (DEIRO; MANHAES-DE-CASTRO; CABRAL-FILHO;
BARRETO-MEDEIROS et al.,, 2006; DEIRO; MANHAES-DE-CASTRO; CABRAL-
FILHO; SOUZA et al., 2004, MENDES-DA-SILVA; DE SOUZA; BARRETO-
MEDEIROS; DE FREITAS-SILVA et al.,, 2002; SILVA; GONCALVES; MANHAES-
DE-CASTRO; NOGUEIRA, 2010). Temos nos concentrado em agressoes
nutricionais e farmacolégicas (sobretudo no sistema serotoninérgico), algumas das
quais sendo responsaveis, dentro da sociedade moderna, por distdrbios funcionais

gue culminam muitas vezes em processos patoldgicos na vida adulta.

O ambiente nutricional materno € determinante para o desenvolvimento da
prole durante o periodo inicial da vida, dessa forma, a adequada alimentacéo
durante a gestacédo e lactacdo € imprescindivel (DESAI; HALES, 1997). No entanto,
a alimentacdo da sociedade atual é marcada pelo consumo de dieta caracterizada
por consumo elevado de acidos graxos saturados e acidos graxos trans (SHARMA,;
ZHUANG; GOMEZ-PINILLA, 2012). Neste contexto, 0 consumo materno perinatal de
dieta rica em gorduras tem sido associada a maior susceptibilidade dos
descendentes a obesidade. Em estudos experimentais, a prole de mées alimentadas
com dieta hiperlipidica durante a gestacéo e lactacdo apresentou menor peso ao
nascer e maior peso corporal durante o desenvolvimento pds-natal; ao desmame,
houve incremento no consumo alimentar e na adiposidade corporal bem como

prejuizo no desenvolvimento do muasculo esquelético e alteracdes metabdlicas
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associadas a resisténcia a insulina (BAYOL; SIMBI; STICKLAND, 2005; MELO;
BENATTI; IGNACIO-SOUZA; OKINO et al., 2014). Em longo prazo, animais adultos
demonstraram maiores consumo alimentar e peso corporal, hipercolesterolemia e
glicemia elevada, fatores que contribuem para o desenvolvimento de doencas
metabdlicas e crénico-degenerativas (OLIVEIRA et al., 2011). Vale destacar que,
mesmo antes da concepc¢do e gestacdo, o consumo materno de dieta hiperlipidica
também foi capaz de aumentar a susceptibilidade ao fenétipo de sindrome
metabdlica e obesidade no animal adulto (PICONE; LAIGRE; FORTUN-LAMOTHE;
ARCHILLA et al., 2011; SRINIVASAN; KATEWA; PALANIYAPPAN; PANDYA et al.,
2006). Em relacéo ao sistema serotoninérgico, o consumo de dieta rica em gorduras
provocou prejuizo na neurotransmissao serotoninérgica com diminuicdo dos niveis
de serotonina no hipocampo e alteracdes metabdlicas (ZEMDEGS; QUESSEVEUR,;
JARRIAULT; PENICAUD et al., 2016). A reducdo na disponibilidade deste
neurotransmissor pode ser consequéncia de aumento da sensibilidade da rafe dorsal
ao autorreceptor 5-HT;a (ZEMDEGS; QUESSEVEUR; JARRIAULT; PENICAUD et
al., 2016). Adicionalmente, o consumo de dieta hiperlipidica promoveu redugédo nos
niveis plasmaticos desta monoamina (Kim et al., 2013), aumento na densidade dos
receptores 5-HT,c hipotalamicos (HUANG; HAN; STORLIEN, 2004) e promoveu
perturbacdes no sistema serotoninérgico associadas a alteracdes comportamentais
(SULLIVAN; GRAYSON; TAKAHASHI; ROBERTSON et al., 2010).

A serotonina (5-Hidroxitriptamina, 5-HT) estad intimamente relacionada a
ingestao alimentar e, atualmente, s&o muitos oS progressos acerca da compreensao
de como este neurotransmissor regula 0 comportamento alimentar e 0 metabolismo
(DONOVAN; TECOTT, 2013; HEISLER; JOBST; SUTTON; ZHOU et al., 2006). A
estreita relacdo entre o sistema serotoninérgico e a ingestédo alimentar € ratificada
por estudos que demonstraram a elevacao dos niveis de 5-HT no hipotdlamo como
fator desencadeante de saciedade (SCHREIBER; SELBACH; ASMUSSEN; HESSE
et al., 2000) e sua reducdo como promotor de ingestdo (HALFORD; HARROLD;
LAWTON; BLUNDELL, 2005). A disponibilidade de 5-HT hipotalamica ainda exerce
importantes papéis na selecdo de macronutrientes, no tamanho da refeicdo e no
peso corporal (LEIBOWITZ; ALEXANDER, 1998). Cada funcdo da serotonina pode
ser mediada por uma variedade de receptores para 5-HT localizados em células

neuronais e nédo neuronais (LAUDER, 1990). Estudos experimentais demonstraram
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que a serotonina reduz a ingestdo alimentar e aumenta o gasto energético através
da ativacdo de neurdnios hipotalamicos que expressam neuropeptideos
anorexigenos (pré-opiomelanocortina — POMC e transcrito relacionado a cocaina e
anfetamina — CART) e inibicdo de neurdnios que expressam neuropeptideos
orexigenos (neuropeptideo Y — NPY e peptideo relacionado ao agouti — AgRP)
(HEISLER; COWLEY; TECOTT; FAN et al., 2002; HEISLER; JOBST; SUTTON;
ZHOU et al., 2006; LAM; PRZYDZIAL; RIDLEY; YEO et al., 2008; XU; JONES;
KOHNO; WILLIAMS et al., 2008). Segundo Heisler e colaboradores (2006), a 5-HT
atua reciprocamente sobre os receptores 5-HT;g € 5-HT,c para modular a ingestéo
alimentar (HEISLER; JOBST; SUTTON; ZHOU et al., 2006). A acdo anoréxica da
serotonina sobre o0s receptores 5-HT,c foi confirmada por estudos com
camundongos knockout para este receptor. Estes animais desenvolveram hiperfagia
cronica sinalizando para obesidade tardia (DONOVAN; TECOTT, 2013). Neste
contexto, a alteracdo dos niveis encefalicos de serotonina durante o periodo critico
do desenvolvimento pode influenciar a expressao fenotipica do comportamento

alimentar.

Dessa forma, a exposicdo perinatal & fluoxetina, um inibidor seletivo da
recaptacédo de serotonina (ISRS), tem sido estudada quanto aos seus efeitos em
longo prazo sobre o consumo alimentar e gasto energético. Foi demonstrado que a
inibicdo neonatal da recaptacao de serotonina (INRS) promove menor peso corporal,
hipofagia, reducdo da expressdo de NPY em ratos adultos (DA SILVA; MONTEIRO
GALINDO; NASCIMENTO; MOURA FREITAS et al., 2014; GALINDO; BARROS
MDA; PINHEIRO; SANTANA et al., 2015). Além disso, a INRS reduziu o acumulo de
gordura abdominal e aumentou a expressao de 5-HT,c em ratos adultos apds 5
semanas de exposicdo a uma dieta hiperlipidica/hipercalérica (GALINDO; BARROS
MDA; PINHEIRO; SANTANA et al., 2015). J4 a exposicao perinatal de camundongos
a sertralina (um ISRS) foi relacionada a maior ingestdo calorica, aumento do
consumo de oxigénio de repouso, composi¢do corporal mais magra e menor peso
corporal, caracterizando um estado hipermetabdlico dos animais adultos (DA SILVA;
BRAZ; PEDROZA; NASCIMENTO et al., 2015; DA SILVA; BRAZ; SILVA-FILHO;
PEDROZA et al., 2015; KUMMET; HASKELL; HERMANN; NI et al., 2012). Estudos
ainda apontaram que a INRS modula a fungdo mitocondrial nos tecidos

controladores do metabolismo energético (hipotalamo, tecido adiposo marrom e
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musculo esquelético), aumentando a capacidade respiratoria mitocondrial (DA
SILVA; BRAZ; PEDROZA; NASCIMENTO et al., 2015; DA SILVA; BRAZ; SILVA-
FILHO; PEDROZA et al., 2015; DA SILVA; MONTEIRO GALINDO; NASCIMENTO;
MOURA FREITAS et al., 2014).

Desde o final do século 20, com mais intensidade, a manipulacdo
farmacoldgica do sistema serotoninérgico ja foi apontada para o tratamento da
obesidade e disturbios alimentares evidenciando a importancia da regulacao
serotoninérgica no controle da ingestdo alimentar (BLUNDELL, 1991; HILL;
BLUNDELL, 1990). No entanto, ndo foram encontrados na literatura estudos sobre
os efeitos da utilizacdo da inibicdo neonatal da recaptacdo da serotonina sobre a
prole submetida a dieta hiperlipidica/hipercalérica na gestacéo e lactacdo. Como a 5-
HT possui um papel chave na regulacdo do comportamento alimentar, nos
hipotetizamos que a inibicdo neonatal da recaptacdo da serotonina é capaz de
atenuar os efeitos de uma dieta hiperlipidica/hipercalérica sobre o controle do
comportamento alimentar e o perfii metabdlico em prole jovem submetida,
perinatalmente, a este tipo de dieta e aumentar a atividade das vias anorexigenas no

Arc do hipotadlamo em ratos adultos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 PLASTICIDADE FENOTIPICA

Durante a segunda guerra mundial, houve restricdo no fornecimento de
alimentos em diversos paises da Europa, dentre eles a Holanda (RAVELLI; STEIN;
SUSSER, 1976). Neste periodo (1944-1945) houve um fenémeno de escassez de
alimentos que ficou conhecido como “Dutch Famine” (Fome Holandesa) e seus
efeitos em longo prazo sobre homens jovens expostos a esta restricdo alimentar
durante o desenvolvimento foram observados por Ravelli e demais autores em 1976
(RAVELLI; STEIN; SUSSER, 1976). Este cohort realizado com 300 mil adultos
jovens, constatou que a desnutricdo durante a primeira metade da gestagao resultou
em taxas significativamente maiores de obesidade e alteracbes metabdlicas
associadas (RAVELLI; STEIN; SUSSER, 1976).

Posteriormente, diversos estudos apontaram que a desnutricdo perinatal
também pode promover alteracdes metabdlicas em longo prazo. Esses achados
corroboraram com a Hipodtese do Fenétipo Poupador — “Thrifty Phenotype
Hypothesis” —, inicialmente formulada por Hales e Baker em 1992 (HALES;
BARKER, 1992). Neste estudo, a desnutricdo perinatal foi associada ao
desenvolvimento de diabetes tipo 2 (HALES; BARKER, 1992). Outros estudos
epidemiologicos e experimentais também vieram elucidar que a desnutricdo
perinatal e o subsequente prejuizo no desenvolvimento somatico levam a alteracées
permanentes no metabolismo dos carboidratos, a intolerancia a glicose assim como
a resisténcia a insulina (e glucagon) (HALES, 1997; HALES; BARKER, 2001).
Consequentemente, essas alteragbes metabdlicas levam ao desenvolvimento de
diabetes tipo 2 e sindrome metabdlica na vida adulta (HALES, 1997; HALES;
BARKER, 2001). Ou seja, essa hipotese propde que a privacdo nutricional perinatal
gera uma série de adaptacbes metabdlicas que se desdobram em maior risco de
obesidade e doencas crénico-degenerativas em longo prazo, ainda que o organismo
esteja sob ambiente nutricional adequado (HALES, 1997; HALES; BARKER, 1992;
2001).

A Hipétese da Programacdo Metabdlica — “Programming” — também foi
proposta a partir de estudos sobre os efeitos tardios da desnutricdo perinatal sobre o
metabolismo energético. Remacle e colaboradores (2011) demonstraram que o

crescimento intrauterino comprometido pela desnutricdo seguido de “catch up” de
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crescimento (com a normalizacdo da dieta) programa hiperfagia, obesidade e
desordens cardiovasculares em longo prazo (REMACLE; BIESWAL; BOL,
REUSENS, 2011). Em roedores, Ozanne e Hales (2002) demonstraram que a
desnutricdo protéica intrauterina e neonatal também programa disfuncées no
metabolismo da insulina-glicose (OZANNE; HALES, 2002). A desnutricdo na
gestacdo induz a programacao fetal que corresponde ao esfor¢co de adaptacédo do
feto as condicbes adversas in Utero (REMACLE; BIESWAL; BOL; REUSENS, 2011).
Essas adaptacdes visam a sobrevivéncia do concepto e se mantém benéficas se o
menor aporte nutricional se mantiver ao longo da vida (REMACLE; BIESWAL; BOL,;
REUSENS, 2011). Caso haja normalizagdo ou abundancia nutricionais, essas
adaptacdes favorecem o aparecimento da sindrome metabdlica (REMACLE;
BIESWAL; BOL; REUSENS, 2011).

A Hipdtese do Fendtipo Poupador faz associacdes entre a nutricdo perinatal e
o risco de doencas degenerativas na vida adulta. J4A o Modelo da Capacidade-Carga
Metabdlica vem explicar porque existe essa associacdo entre 0 crescimento
intrauterino/peso ao nascer e o desenvolvimento de doencas tardias (WELLS, 2010;
2011). Este modelo associa o surgimento de tais doencas a alta carga metabdlica na
vida adulta (estilo de vida = sedentarismo e alto consumo calérico) ap6s crescimento
fetal prejudicado (baixa capacidade metabdlica) (WELLS, 2010; 2011). Para explicar
este modelo, utilizam-se como base algumas hipo6teses, dentre elas a Hipdtese da
Resposta Adaptativa Preditiva segundo a qual o organismo frente a desnutricdo
perinatal “prevé” baixa oferta energética ao longo da vida e desenvolve alteragbes
metabdlicas com a finalidade de adaptacdo (WELLS, 2010; 2011). Ademais, as
evidéncias de que alteracbes metabdlicas emergem na infancia em exposicdo a
ambiente obesogénico apos crescimento inicial (fetal) restritivo em resposta a

desnutricdo corroboram com este modelo (WELLS, 2010; 2011).

A Hipétese do Fendétipo Poupador e o Modelo da Capacidade-Carga
Metabolica estdo inseridos na Hipotese da Origem Desenvolvimentista da Saude e
da Doencga — “Developmental Origin of Health and Disease: DOHaD”. Segundo esta
nova perspectiva fundamentada na teoria da biologia evolucionista, eventos
precoces associados a predisposicOes genéticas influenciam respostas adaptativas
do organismo ao ambiente e podem favorecer o surgimento de doencgas na idade
adulta (GLUCKMAN; HANSON; LOW, 2011). Neste caso, ha relacdo entre o
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ambiente perinatal e a plasticidade do organismo o qual é eficiente em curto-prazo,
porém, pode apresentar como efeitos o surgimento precoce das seguintes doencas
metabdlicas: diabetes tipo 2; obesidade; hipertensdo; doencas cardiovasculares e
distarbios do comportamento alimentar (GLUCKMAN; HANSON; LOW, 2011).

Na biologia, o fenotipo resulta da interacdo entre genoétipo e ambiente. O
conceito da plasticidade fenotipica compreende a habilidade do organismo de
responder as modificacbes ambientais através de adaptacdes bioldgicas
irreversiveis (WEST-EBERHARD, 1986a; 2005a). Mais especificamente, no contexto
da biologia evolucionista, a plasticidade do desenvolvimento compreende a
habilidade de elaborar novos feno6tipos em resposta a novas condicbes ambientais
durante o desenvolvimento (GLUCKMAN; HANSON; BATESON; BEEDLE et al.,
2009; WEST-EBERHARD, 2005a). Esta habilidade de adaptacdo fenotipica
associada a fatores genéticos origina as especiacbes (WEST-EBERHARD, 2005a;
b).

As fases de gestacdo e lactacdo sado consideradas periodos criticos de
vulnerabilidade para o desenvolvimento do sistema nervoso (RICE; BARONE, 2000).
Isso significa que durante periodo critico de desenvolvimento o organismo € mais
responsivo aos estimulos ambientais, os quais tém maior potencial de induzir
alteracdes morfofuncionais e comportamentais (RICE; BARONE, 2000). No entanto,
tais adaptacdes fenotipicas podem se expressar ou ndo durante a vida do
organismo, a depender dos fatores ambientais incidentes sobre ele apds o periodo
perinatal (GLUCKMAN; HANSON; BATESON; BEEDLE et al., 2009; GLUCKMAN;
HANSON; LOW, 2011).

Dessa forma, o ambiente perinatal é determinante para o fendtipo resultante.
Ao longo da histéria cientifica, diversos estudos vém avaliando os efeitos em curto e
longo prazo de alteragbes nutricionais perinatais. Esses estudos e seus resultados
deram origem a algumas teorias, hipoteses e modelos sobre a relacdo entre o
ambiente nutricional perinatal e o fenétipo do metabolismo energético na vida adulta.
Especialmente, devido ao contexto social e econdmico do século 20, a pobreza e a
fome em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, as intervencdes
nutricionais que compreenderam esses estudos, em sua maioria, se basearam no
modelo de desnutricdo proteica. No entanto, ha algumas décadas, o problema

mundial relativo a nutricdo esta mudando.
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2.2 TRANSICAO NUTRICIONAL

Diversas andlises e estudos realizados na segunda metade do século 20
apontam uma mudanca importante no perfil de nutricdo global a qual € denominada
Transicdo Nutricional (DREWNOWSKI; POPKIN, 1997). Especificamente, 0s paises
de baixa e média renda estdo passando por rdpidas mudangas na dieta, atividade
fisica e composi¢do corporal (POPKIN, 1998). Muitos fatores compdem a origem
desse fenbmeno, dentre eles a reducdo do preco de determinados alimentos
(DREWNOWSKI; POPKIN, 1997). A disponibilidade de alimentos ricos em gordura e
de baixo custo em paises de baixa e média renda levou ao aumento do consumo de
gordura desconstruindo a relacdo classica entre renda e ingestdo de gorduras
(DREWNOWSKI; POPKIN, 1997). Além dos alimentos com alto teor de gordura,

houve também a queda em larga escala do preco da carne bovina (POPKIN, 2009).

A transi¢do nutricional ocorre em familias de baixa renda e é potencializada
também pela urbanizagcdo (DREWNOWSKI; POPKIN, 1997; POPKIN, 1998). Isso é
evidenciado, pois as pessoas que vivem em areas urbanas apresentam padrdes
alimentares diferentes de suas contrapartes rurais, particularmente no que diz
respeito ao consumo de alimentos preparados fora de casa (POPKIN, 2001a; b). O
aumento do acesso aos supermercados, as mudancas no sistema agricola e o
crescimento subsequente dos setores modernos de varejo e servicos alimentares
em todas as regides e paises, 0 acesso aos meios de comunica¢cdo em massa € a
penetracdo de sistemas alimentares modernos em todas as sociedades devido a
urbanizacdo também sédo fatores subjacentes fundamentais (POPKIN, 2001a; 2009;
2015).

A alimentacdo vem mudando universalmente, com mais intensidade a partir
da década de 1970 (POPKIN; ADAIR; NG, 2012). Essa alimentacdo € caracterizada
por: consumo de alimentos altamente processados (0s quais possuem consideravel
teor de gordura, acucar e sal); adicdo de Oleo vegetal comestivel durante a
preparacdao dos alimentos (frituras); bebidas acgucaradas; maior ingestdo de
edulcorantes caldricos, alimentos de origem animal e carboidratos refinados; assim
como reducdo do consumo de leguminosas e outros vegetais e frutas (HAWKES,
2005; POPKIN, 2009; 2015; POPKIN; ADAIR; NG, 2012; POPKIN; LU; ZHAI, 2002).
Outras explicacdes sobre o crescente ganho de peso da populagdo mundial também

€ a tendéncia do consumo de refei¢cdes ja preparadas e os restaurantes que estdo
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em desenvolvimento continuo e que aumentam a ingestdo de alimentos fora de
casa, levando ao alto consumo de alimentos ricos em acucar e gordura
(BELAHSEN, 2014; POPKIN; ADAIR; NG, 2012).

Essa mudanca no perfil dos alimentos que sdo consumidos foi induzida
principalmente por mudangas nos precos e disponibilidade de alimentos bem como
na renda, mas também pela inddstria alimentar moderna (AMUNA; ZOTOR, 2008;
POPKIN, 2001a). Hawkes e demais autores (2005) mostraram que ha um papel
importante do investimento estrangeiro direto (IED) na industria de alimentos
altamente processados sobre a transicao nutricional (HAWKES, 2005). Na década
de 1980, o IED na industrializacdo e comercializacdo de alimentos processados por
empresas transnacionais de alimentos em paises desenvolvidos aumentou
rapidamente (HAWKES, 2005). Isso permitiu a reducdo de custos (reducdo dos
pregos) e o aumento do poder de mercado, levando afiliadas estrangeiras de
empresas transnacionais de alimentos para paises de baixa e média renda
(HAWKES, 2005). O efeito disso foi a globalizacdo de alimentos altamente
processados (HAWKES, 2005).

A introducédo de cadeias de fast-food e habitos alimentares ocidentalizados
gue proporcionam refeicbes com caracteristicas de fast-food (grandes tamanhos de
porcdes com alta densidade de energia e refrigerantes ricos em agucar) parece ser
um marcador da crescente prevaléncia de obesidade (ASTRUP; DYERBERG;
SELLECK; STENDER, 2008). Esses alimentos apresentam niveis inaceitavelmente
elevados de acidos graxos trans produzidos industrialmente que possuem
poderosos efeitos biolégicos e contribuem para diabetes tipo 2 e doenca arterial
coronariana (ASTRUP; DYERBERG; SELLECK; STENDER, 2008).

Além da alteracdo das caracteristicas do consumo alimentar, o padréo e nivel
de atividade fisica também mudaram intensamente. Em paises de baixa renda,
devido as mudancas no sistema agricola, a transicdo do trabalho agricola para o
emprego em fabricas e servigos implicou em reducédo no gasto de energia (POPKIN,
2001a; 2015). As reducbes na atividade fisica e o aumento do comportamento
sedentario também comecaram a ser vistos (POPKIN; ADAIR; NG, 2012). Os
padrdes de atividades no trabalho, lazer, viagens e em casa também estdo mudando

rapidamente tendendo para reducdo do gasto de energia (POPKIN, 2009).
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Subjacente a esta transi¢do, as mudancas tecnoldgicas também afetam a atividade
fisica aumentando o sedentarismo (POPKIN, 2015).

Os efeitos negativos da Transicdo Nutricional s6 foram claramente
reconhecidos no inicio da década de 1990, principalmente em populacdes de baixa
e média renda, quando as doencgas crbnicas nao-transmissiveis comecaram a
dominar o globo (POPKIN; ADAIR; NG, 2012). Varios estudos apontaram diversas
alteracdes na composicao corporal na populacdo mundial como consequéncia desse
novo padrao alimentar e de atividade fisica (POPKIN, 2001b). A alta ingestdo de
gordura trans pode produzir obesidade abdominal, um fator importante na sindrome
metabolica (ASTRUP; DYERBERG; SELLECK; STENDER, 2008). Na maioria dos
paises ha crescente aumento do indice de massa corporal (IMC), da circunferéncia
abdominal (CA) e da relacdo CA/IMC (POPKIN, 2015). Além disso, a prevaléncia de
obesidade e doencas relacionadas a dieta como diabetes, hipertensdo e demais
doencas cardiovasculares, acidente vascular cerebral, hiperlipidemia, e cancer vém
aumentando no mundo, mas especificamente em paises em desenvolvimento na
Ameérica Latina e na Asia (ASTRUP; DYERBERG; SELLECK; STENDER, 2008;
BELAHSEN, 2014; POPKIN, 1998; 2001a; 2015). Como reflexo, os efeitos adversos
para a saude da transicdo nutricional também incluem taxas crescentes de
obesidade infantii (DREWNOWSKI; POPKIN, 1997). Dessa forma, a transicéo
nutricional é uma preocupacdo de saude publica devido a sua conexdo com a

crescente carga de obesidade e doencas crénicas (HAWKES, 2005).

Tanto os paises desenvolvidos como os de baixa e média renda estédo
passando por uma pandemia de obesidade e doencas cronicas nao-transmissiveis
devido ao processo da Transicdo Nutricional (POPKIN, 2009). No entanto, nos
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento a heranca e a realidade da
desnutricdo encontram-se com 0 aumento do consumo de alimentos ricos em
gordura e acucares (SHETTY, 2013). Consequentemente, o fardo existente da
desnutricdo na saude publica é agravado pelos efeitos adversos dessa transi¢ao
nutricional, como a crescente prevaléncia de obesidade e doencas crbnicas néo-
transmissiveis (POPKIN, 2015; SHETTY, 2013). Popkin (2001) apontou para 0
surgimento de uma grande proporcdo de familias com membros atualmente
desnutridos e com excesso de peso em varios paises asiaticos e latino-americanos

(POPKIN, 2001b). Amuna e Zotor (2008) também relataram que as novas doencas
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ndo-transmissiveis relacionadas a dieta e ao estilo de vida, como a sindrome
metabdlica, o diabetes tipo 2 e as doencas cardiovasculares tém aumentado nas
tltimas décadas em paises em desenvolvimento (AMUNA; ZOTOR, 2008). Dessa
forma, enquanto os problemas da fome e da subnutricdo persistem e coexistem com
a transicdo nutricional, ha uma escalada de doencas ndo transmissiveis
relacionadas a dieta, fazendo com que esses paises enfrentem ambos os lados da
desnutricdo (subnutricdo e hipernutricdo) (BELAHSEN, 2014).

A soma dos agravos na saude publica relacionados a desnutricao proteica e a
transicdo nutricional em paises de baixa e média renda pode ter origem no
desenvolvimento perinatal. Com base na teoria da plasticidade fenotipica e no
“DOHaD”, a desnutricdo perinatal induz distlrbios metabdlicos e nos mecanismos
de controle do balanco energético como resposta adaptativa, com tendéncia a
obesidade e co-morbidades a depender do ambiente nutricional pés-natal em longo
prazo (GLUCKMAN; HANSON; LOW, 2011). Ou seja, em paises onde co-existem a
desnutricdo e a hipernutricdo, o ambiente obesogénico trazido pela transicédo
nutricional pode consistir no gatilho que desencadeia a obesidade e demais doencas
cronicas associadas resultantes das adaptacBes fenotipicas perinatais frente a
desnutricdo materna (AMUNA; ZOTOR, 2008; POPKIN, 200la). Sendo assim,
existem grupos de individuos que passam pela desnutricdo perinatal e se deparam

com o excesso ha disponibilidade de alimentos pobres com alto teor de gordura.

No Brasil, Monteiro e colaboradores (1995) observou as mudancas no estado
nutricional de criancas e adultos em todas as regides nas décadas de 70 e 80
(MONTEIRO; MONDINI; DE SOUZA; POPKIN, 1995). Neste contexto, a desnutricao
ainda € aspecto relevante entre criancas de familias de baixa renda (MONTEIRO;
MONDINI; DE SOUZA; POPKIN, 1995). Mas, a desnutricdo estd diminuindo em
criancas e adultos de todos os estratos econdmicos com aumento simultaneo da
obesidade adulta com maior propor¢cdo de aumento entre familias de baixa renda
(MONTEIRO; MONDINI; DE SOUZA; POPKIN, 1995). Assim, a questdo da baixa
renda ndo protege contra o ganho de peso devido ao novo tipo de dieta consumida
gue é de alto teor calorico e baixo custo. Sendo assim, o Brasil passou rapidamente
de um problema de desnutricdo para um problema de excesso de dieta
(MONTEIRO; MONDINI; DE SOUZA; POPKIN, 1995). Em outro estudo

retrospectivo, Monteiro e demais autores (2004) apontaram que em 1975 havia
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quase 2 casos de baixo peso para 1 caso de obesidade, enquanto que em 1997 ja
havia mais de 2 casos de obesidade para 1 caso de insuficiéncia ponderal
(MONTEIRO; CONDE; POPKIN, 2004). Nesse mesmo ano, as mulheres brasileiras
de baixa renda eram significativamente mais suscetiveis que as mulheres de alta
renda ao baixo peso e obesidade (MONTEIRO; CONDE; POPKIN, 2004). Em 2008-
2009, 1 em cada 7 cidaddos era obeso e os adultos mais pobres e mais ricos
apresentaram taxas incrementais positivas de obesidade (CONDE; MONTEIRO,
2014). De 1974-1975 a 2008-2009, a taxa anual de aumento da obesidade para
homens foi de 4,7% ao ano e de 2,5% para mulheres (CONDE; MONTEIRO, 2014).
Hoje, a atual prevaléncia de excesso de peso € pelo menos 3 vezes maior do que a
desnutricdo, pois as politicas sociais inclusivas conseguiram reduzir a pobreza, mas
também identificar novos desafios relacionados ao controle ou reducdo da
obesidade (CONDE; MONTEIRO, 2014).

2.3 CONSUMO MATERNO DE DIETA HIPERLIPIDICA NA GESTACAO E
LACTACAO: CONSEQUENCIAS EM CURTO E LONGO PRAZO SOBRE O
BALANCO ENERGETICO E METABOLISMO DOS DESCENDENTES

Como reflexo da sociedade como um todo, ha também um aumento do
consumo de dieta caracterizada por consumo elevado de acidos graxos saturados e
acidos graxos trans pelas mulheres inclusive nas fases de gestacdo e lactacao
(Sharma et al, 2012). Diversos estudos experimentais e em humanos apontam que o
consumo materno perinatal de dieta rica em gorduras gera alteragcbes na
composi¢ao corporal e no balango energético assim como distirbios metabdlicos os
quais estdo associados ao desenvolvimento de obesidade e doencas cronicas na

prole em curto e longo prazo.

Em camundongos, a prole de maes alimentadas com dieta hiperlipidica
durante a lactacdo apresentou maiores peso e gordura corporal ao desmame
(LIANG; YANG; ZHANG; MARICELLI et al., 2016). O consumo materno de dieta
hiperlipidica também promoveu aumento do peso corporal durante a fase neonatal
(HERNANDEZ; GRAYSON; YADAV; SEELEY et al., 2012). Corroborando com tais
achados, Benatti e demais autores (2014) recentemente demonstraram que
consumo de dieta hiperlipidica na gestacao e lactacdo também promove maior peso
corporal e maior quantidade de tecido adiposo, em camundongos logo apos
desmame (BENATTI; MELO; BORGES; IGNACIO-SOUZA et al., 2014).
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Por outro lado, Mendes-da Silva e demais autores identificaram que ratos
Wistar neonatos expostos a dieta hiperlipidica na gestacédo ou lactacao apresentam
menor crescimento somatico e peso corporal durante a lactacdo (MENDES-DA-
SILVA; GIRIKO; MENNITTI; HOSOUME et al., 2014). Em outros estudos
experimentais, a prole de maes alimentadas com dieta hiperlipidica durante a
gestacdo e lactacdo também apresentou menor peso ao nascer e, ao desmame,
houve prejuizo no desenvolvimento do musculo esquelético (Bayol et al., 2005;
Oliveira et al., 2011; Melo et al., 2014). No entanto, esses achados foram seguidos
de maior peso corporal e incremento na adiposidade corporal durante o
desenvolvimento pés-natal (Bayol et al., 2005; Oliveira et al., 2011; Melo et al.,
2014). Dessa forma, parece que 0 consumo materno e pos-natal de dieta
hiperlipidica promove reducéo do peso corporal fetal, mas essa prole apresenta um
“catch-up” de crescimento e um aumento do peso corporal em longo prazo
(SULLIVAN; RIVERA; TRUE; FRANCO et al., 2017).

Em animais adultos, também se observou maior peso corporal associado a
outros fatores que contribuem para o desenvolvimento de doencas metabdlicas e
cronico-degenerativas (Oliveira et al., 2011). Em camundongos, a prole de maes
alimentadas com dieta hiperlipidica durante a lactacdo apresentou maiores peso e
gordura corporal (LIANG; YANG; ZHANG; MARICELLI et al., 2016). Além disso,
observou-se aumento do peso relativo do tecido adiposo em ratos Wistar de maes
alimentadas com dieta hiperlipidica (DOS SANTOS PEREZ; SANTANA DOS
SANTOS; DOS SANTOS CORDEIRO; MATOS PARAGUASSU et al., 2015).
Corroborando com esses autores, Seet e colaboradores (2015) e Benatti e
colaboradores (2014) demonstraram que a dieta materna hiperlipidica promove
maiores peso corporal, adiposidade e niveis de colesterol em animais na vida adulta
(BENATTI; MELO; BORGES; IGNACIO-SOUZA et al., 2014; SEET; YEE;
JELLYMAN; HAN et al., 2015). Ha também menor tolerancia a glicose e resisténcia a
insulina (BENATTI; MELO; BORGES,; IGNACIO-SOUZA et al., 2014). Embora
diversos mecanismos sejam estudados e apontados na literatura, nestes trabalhos
esse fendtipo é associado a alteracdo do metabolismo hepatico dos acidos graxos
devido ao aumento da expressao da proteina Stearoyl-CoA desaturase (SCD-1)
(BENATTI; MELO; BORGES; IGNACIO-SOUZA et al., 2014; SEET; YEE;
JELLYMAN; HAN et al.,, 2015). Ademais, a continuacdo da exposicdo a dieta
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hiperlipidica ap6s desmame incrementa 0 aumento da massa corporal
acompanhada por hipertrofia dos adipécitos (GREGORIO; SOUZA-MELLO;
MANDARIM-DE-LACERDA; AGUILA, 2013).

Em relacdo ao comportamento alimentar, diversas alteracbes sdo observadas
na prole de maes alimentadas com dieta hiperlipidica, inclusive ainda na fase de
lactacdo (KOJIMA; CATAVERO; RINAMAN, 2016). Por exemplo, ratos neonatos
apresentam antecipacao do inicio da alimentac&o independente e apresentam maior
ingestdo calorica de dieta solida na terceira semana pos-natal (KOJIMA;
CATAVERO; RINAMAN, 2016). Outros estudos experimentais observam que a prole
de maes alimentadas com dieta hiperlipidica durante a gestacdo e lactacédo
apresentou incremento no consumo alimentar ao desmame (Bayol et al, 2005;
Oliveira et al, 2011; Melo et al, 2014). Em longo prazo, animais adultos expostos
perinatalmente a dieta hiperlipidica também demonstraram maior consumo alimentar
(Oliveira et al, 2011; (FERRO CAVALCANTE; MARCELINO DA SILVA; LIRA; DO
AMARAL ALMEIDA et al., 2014). No entanto, apesar do aumento do peso corporal,
nao se observou alteragdo no consumo alimentar em ratos Wistar provindos de
maes alimentadas com dieta hiperlipidica (DOS SANTOS PEREZ; SANTANA DOS
SANTOS; DOS SANTOS CORDEIRO; MATOS PARAGUASSU et al., 2015).

Além do controle homeostéatico, a exposi¢cdo perinatal a dieta hiperlipidica
também promove alteracdes no sistema hedbnico. Rivera e colaboradores (2015)
avaliaram os efeitos do consumo de dieta hiperlipidica e obesidade materna durante
o desenvolvimento utilizando modelo de primatas ndo-humanos e observaram maior
ingestdo de acucares e gordura, o que foi associado a reducédo da quantidade de
fiboras dopaminérgicas e dos receptores D1 e D2 na prole, comprometendo a
sinalizagdo dopaminérgica (RIVERA; KIEVIT; KIRIGITI; BAUMAN et al., 2015). Esse
efeito pode aumentar o risco de obesidade na prole uma vez que ha o
comprometimento do sistema de recompensa alimentar e aumento do consumo de
alimento palatavel e de alta densidade energética (RIVERA; KIEVIT; KIRIGITI;
BAUMAN et al., 2015).

No tocante ao gasto de energia, o outro lado do balanco energético, foi
observada reducao da atividade termogénica e reducao da expressao da UCP-1 no
tecido adiposo marrom da prole apés exposi¢cdo materna a dieta hiperlipidica, o que
pode estar associado a obesidade (LIANG; YANG; ZHANG; MARICELLI et al.,



27

2016). Também foi demonstrado que a atividade fisica da prole masculina foi
reduzida em resposta ao consumo materno e pdés-desmame de dieta hiperlipidica
(THOMPSON; VALLEAU; BARLING; FRANCO et al.,, 2017). Houve reducao do
desempenho de exercicio e eficiéncia de treinamento em camundongos cujas
nutrizes consumiram dieta hiperlipidica durante gestacdo e lactacdo (WALTER;
KLAUS, 2014). Neste estudo, os autores demonstram que tal fenbmeno deve
resultar de alteracbes no metabolismo da glicose e de lipideos no musculo
esquelético, o que levaria a uma insuficiéncia muscular em realizar exercicios
prolongados predispondo & menor atividade fisica e obesidade na vida adulta
(WALTER; KLAUS, 2014).

O consumo materno de dietas hiperlipidicas durante a gestacao/lactacéo esta
associado ainda a alteracbes metabodlicas em curto e longo prazo. Em estudos
experimentais, animais adultos demonstraram hipercolesterolemia e glicemia
elevada, apos exposicdo perinatal a dietas hiperlipidicas (Oliveira et al, 2011).
Outros estudos também apontaram prejuizo no desenvolvimento do musculo
esquelético e alteracdes metabodlicas associadas a resisténcia a insulina em animais
submetidos a tais tipos de dietas (Bayol et al, 2005; Oliveira et al, 2011; Melo et al,
2014). Essas alteragbes metabdlicas levariam a distarbios metabdlicos como
intolerancia a glicose e resisténcia a insulina (LIANG; YANG; ZHANG; MARICELLI et
al., 2016). Todos esses fatores elevam o risco para desenvolver sindrome
metabdlica, obesidade bem como doencas metabdlicas e crénico-degenerativas
(FERRO CAVALCANTE; MARCELINO DA SILVA; LIRA; DO AMARAL ALMEIDA et
al., 2014); Oliveira et al, 2011).

A exposicao a dieta hiperlipidica materna durante a gestacéo e lactacdo ainda
aumenta a esteatose e fibrose hepéaticas na prole adulta (THOMPSON;
CISMOWSKI; TRASK; LALLIER et al., 2016). A associagao da exposi¢cao perinatal e
pos-desmame a dieta hiperlipidica também provocou hipercolesterolemia e extensa
esteatose hepdatica, mas nos animais expostos apenas perinatalmente, a esteatose
ocorreu de forma mais grave associada a fibrose (DOS SANTOS PEREZ; SANTANA
DOS SANTOS; DOS SANTOS CORDEIRO; MATOS PARAGUASSU et al., 2015;
THOMPSON; CISMOWSKI; TRASK; LALLIER et al., 2016). Também foi observado
aumento da proliferacdo de hepatocitos ja na fase neonatal (THOMPSON;
CISMOWSKI; TRASK; LALLIER et al., 2016). Em camundongos, 0 consumo
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materno de dieta hiperlipidica gera na prole adulta intolerancia a glicose, resisténcia
a insulina, aumento da adiposidade e inflamacdo no tecido adiposo, bem como
prejudica a funcdo das células beta-pancreaticas (YOKOMIZO; INOGUCHI;
SONODA; SAKAKI et al., 2014). No estudo de Gregorio e colaboradores (2013), o
consumo materno de dieta hiperlipidica durante a gestacédo e/ou lactacdo ou ainda
continuacdo da exposicao apdés desmame é associado a alteracdes na morfologia
pancreatica na prole adulta de camundongos (GREGORIO; SOUZA-MELLO;
MANDARIM-DE-LACERDA; AGUILA, 2013).

Outros estudos chegaram a investigar qual periodo critico de
desenvolvimento € mais vulnerdvel aos impactos provocados pela exposicdo
perinatal a dieta hiperlipidica. Desai e colaboradores (2014) estudaram os efeitos da
obesidade materna e o consumo perinatal de dieta hiperlipidica observando
aumento do peso corporal e da adiposidade, distarbios metabdlicos e hiperglicemia;
mas, essas alteracbes variam em funcdo do periodo de exposicdo (DESAI;
JELLYMAN; HAN; BEALL et al, 2014). Gregorio e demais autores (2013)
demonstraram que a exposicado gestacional a dieta hiperlipidica aumentou o0s niveis
de insulina prejudicando o metabolismo dos carboidratos (GREGORIO; SOUZA-
MELLO; MANDARIM-DE-LACERDA; AGUILA, 2013). No entanto, a hipertrofia das
ilhotas pancreaticas foi observada quando o periodo de exposicdo ocorreu na
gestacdo apenas ou associada a outro periodo (GREGORIO; SOUZA-MELLO;
MANDARIM-DE-LACERDA; AGUILA, 2013). A partir desses resultados os autores
defendem que a exposicdo gestacional é mais prejudicial (GREGORIO; SOUZA-
MELLO; MANDARIM-DE-LACERDA; AGUILA, 2013). No entanto, vale destacar
também que, mesmo antes da concepc¢ao e gestacdo, o consumo materno de dieta
hiperlipidica também foi capaz de aumentar a susceptibilidade ao fendtipo de
sindrome metabdlica e obesidade na prole adulta (Srinivasan et al, 2006; Picone et
al, 2011).

Alguns achados de Sullivan e colaboradores (2015) apontam que as diversas
alteracdes na prole de mées alimentadas com dieta hiperlipidica durante a gestagéo
e lactacdo, dentre elas as alteracdes no balanco energético e metabolismo, séao
resultado de alteracbes maternas e consequentemente do meio intrauterino
(SULLIVAN; RIPER; LOCKARD; VALLEAU, 2015). O metabolismo materno sofre o

impacto da dieta hiperlipidica com aumento de fatores inflamatérios, hormdnios
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(leptina e insulina) e nutrientes (glicose e triglicerideos) os quais se estendem ao
feto (SULLIVAN; RIPER; LOCKARD; VALLEAU, 2015). Murabayashi e demais
autores (2013) investigaram, no 17° dia de gestacdo, a expressdo de marcadores
inflamatorios e adipocinas no tecido adiposo branco subcutaneo (MURABAYASHI,
SUGIYAMA; ZHANG; KAMIMOTO et al., 2013). Observou-se aumento dos niveis
plasmaticos de insulina e glicose, hipertrofia dos adipdcitos, aumento dos niveis de
MRNA do fator de necrose tumoral alfa, ou seja, ha a presenca de um processo
inflamatorio j4 na fase fetal (MURABAYASHI; SUGIYAMA; ZHANG; KAMIMOTO et
al., 2013). Estas disfuncdes metabdlicas (materna e fetal) ocorrem em consequéncia
de processo inflamatério sistémico que abrange também o tecido adiposo fetal
(MURABAYASHI; SUGIYAMA; ZHANG; KAMIMOTO et al., 2013). Outras alteragbes
maternas também podem ser observadas como resposta ao consumo de dieta rica
em gorduras (HERNANDEZ; GRAYSON; YADAV; SEELEY et al., 2012). Por
exemplo, estudos em animais apontam que a lactacdo atrasa, ha alteracdo
morfolégica dos alvéolos mamaéarios (caracterizados como poucos e pequenos) e
subsequente alteracdo da composicao do leite com reducdo da expressao génica de
proteinas do leite materno (HERNANDEZ; GRAYSON; YADAV; SEELEY et al.,
2012).

N&o obstante, Dunn e Bale (2009) investigaram os efeitos da obesidade e
exposicao materna a dieta hiperlipidica durante a gestacdo e observou reducédo da
sensibilidade a insulina (DUNN; BALE, 2009). Apontando o nivel de gravidade dessa
exposicdo nutricional durante o desenvolvimento, esse estudo mostrou que esse
efeito persiste por pelo menos duas geracdes (DUNN; BALE, 2009). Dessa forma,
esse fendtipo ndo é atribuido apenas a alteracdes intrauterinas e maternas, mas

envolve, provavelmente, um mecanismo epigenético (DUNN; BALE, 2009).

Apesar de nao ter gerado obesidade materna nem na prole, foram achados
alguns efeitos metabdlicos em camundongos (UMEKAWA; SUGIYAMA; DU;
MURABAYASHI et al., 2015). Observou-se que a exposicdo materna a dieta
moderada em gordura desenvolveu intolerancia a glicose, maiores niveis de
triglicerideos, aumento do tamanho das células adiposas mesentéricas e maior
expressdo génica de marcadores pro-inflamatérios no tecido adiposo mesentérico
(UMEKAWA; SUGIYAMA; DU; MURABAYASHI et al., 2015). Isso ocorreu mesmo 0

modelo experimental consistindo em destinar os neonatos (de maes expostas a
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dieta hiperlipidica ou controle) para maes alimentadas com dieta controle
(UMEKAWA; SUGIYAMA; DU; MURABAYASHI et al.,, 2015). Dessa forma, este
estudo corrobora com o estudo de Dunn e Bale (2009), apontando que os efeitos do
consumo materno de dieta hiperlipidica sobre a prole ocorrem independentes das
complicagbes maternas durante a lactagdo (DUNN; BALE, 2009; UMEKAWA,;
SUGIYAMA; DU; MURABAYASHI et al., 2015).

Diversos estudos em primatas nao-humanos indicam que a exposicao
perinatal a dieta hiperlipidica promove adaptacdes fenotipicas no balanco energético
e metabolismo da prole em curto e longo prazo (SULLIVAN; SMITH; GROVE, 2011).
Os diversos estudos neste campo teméatico explicam o0s possiveis mecanismos
subjacentes, ou seja, quais as alteracbes morfofuncionais responsaveis pela
alteracdo do balanco energético e do metabolismo da prole exposta a dieta com alto
teor de gorduras durante o desenvolvimento. Os mecanismos através dos quais
esses efeitos ocorrem podem estar subjacentes a alteracdes em sistemas centrais
cruciais para o balanco energético como o sistema serotoninérgico (SULLIVAN;
SMITH; GROVE, 2011).

24  SISTEMA DE NEUROTRANSMISSAO SEROTONINERGICA:
NEURODESENVOLVIMENTO E REGULACAO HIPOTALAMICA DO
BALANCO ENERGETICO E METABOLISMO

2.4.1 Serotonina e Neurodesenvolvimento

No contexto do desenvolvimento encefélico, a serotonina (5-hidroxitriptamina
ou 5-HT) exerce funcéo determinante (DAUBERT; CONDRON, 2010). A 5-HT inicia
sua acao sobre o desenvolvimento precocemente. Antes do aparecimento das
células serotoninérgicas embrionérias, a formacao encefalica € modulada pela 5-HT
exdgena produzida pela placenta (BONNIN; GOEDEN; CHEN; WILSON et al.,
2011). Somente por volta do 15° dia de embriogénese, a serotonina endogena
produzida pelo sistema serotoninérgico comecga a substituir a serotonina placentéaria
(BONNIN; GOEDEN; CHEN; WILSON et al.,, 2011; BONNIN; LEVITT, 2011). Ha
também a influéncia dos niveis maternos da enzima triptofano hidroxilase sobre a
atividade dessa enzima no encéfalo do embrido (LAUDER; SZE; KREBS, 1981).

Em camundongos, as células serotoninérgicas embrionarias séo identificaveis
a partir do 12° dia gestacional (HENDRICKS; FYODOROV; WEGMAN; LELUTIU et
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al., 2003). Lauder e colaboradores demonstraram, através de estudos em ratos, que
dois grupos de nucleos na medula primitiva originam o sistema serotoninérgico. O
grupo caudal (B1-5) emite projecdes axonais descendentes para a medula espinhal
e correspondem aos nucleos pallidus, magnus, pontis e obscurus da rafe no tronco
encefalico. O grupo rostral (B6-8) origina as projecdes ascendentes para o encéfalo
e correspondem aos nucleos dorsal e mediano da rafe no tronco encefalico
(LAUDER, 1990; LAUDER; KREBS, 1978; LAUDER; PETRUSZ; WALLACE;
DINOME et al., 1982). Até o nascimento, 0os axdnios serotoninérgicos alcancam as
regibes-alvo, mas a sinaptogénese, assim como o pico dos niveis de 5-HT, ocorre
durante a lactacao (Whitaker-Azmitia, 2010).

Nas fases embriondria e fetal, a 5-HT acumula diversas funcdes. Essa
monoamina regula a neurogénese, indiretamente, estimulando a diferenciacdo e
inibindo a divisdo celular (Whitaker-Azmitia, 2010). Além disso, essa molécula
sinalizadora tem efeito autorregulatério, controlando o crescimento do proprio
sistema serotoninérgico, e neuroprotetor, controlando a apoptose (AHLEMEYER,;
BEIER; SEMKOVA; SCHAPER et al., 2000; GOLDBERG, 1998; VITALIS; CASES;
PASSEMARD; CALLEBERT et al., 2007). Esses efeitos sdo mediados pelo fator
trofico S100B liberado pelas células astrogliais, as quais apresentam o receptor 5-
HT1a (AHLEMEYER; BEIER; SEMKOVA; SCHAPER et al., 2000). Ja no periodo de
lactacdo em ratos (trés primeiras semanas de vida), ocorrem 0S processos de
maturacdo dos sistemas de neurotransmissao influenciados pela serotonina. Na
primeira semana pdés-natal ocorre o alongamento axonal (Whitaker-Azmitia, 2010).
Nas 22 e 32 semanas seguintes ocorrem a sinaptogénese e a elaboracao dendritica
(Whitaker-Azmitia, 2010). Em humanos, essas etapas correspondem ao ultimo
trimestre de gestacdo e dois primeiros anos de vida (Whitaker-Azmitia, 2010). A 5-
HT modula esses processos de maturacdo também pela ativacdo dos receptores 5-
HT.;a presentes nas células astrogliais que por sua vez liberam fatores de
crescimento como o S100B (AZMITIA; DOLAN; WHITAKER-AZMITIA, 1990;
WHITAKER-AZMITIA; AZMITIA, 1994; WHITAKER-AZMITIA; MURPHY; AZMITIA,
1990).

A diversidade de funcbes desempenhadas pela 5-HT demanda de seus niveis
ideais para o desenvolvimento encefalico normal. Dessa forma, sugere-se que

fatores ambientais que promovam a alteracdo da atividade serotoninérgica nessa
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fase da vida podem gerar adaptacdes fenotipicas e modificacbes em funcdes
reguladas pela 5-HT.

2.4.2 Serotonina e Balanc¢o Energético via Arc no Hipotalamo

O hipotalamo € um importante centro da regulacdo homeostatica do
comportamento alimentar, sendo o nucleo arqueado (Arc) a principal éarea
hipotalamica envolvida neste controle (VALASSI et al., 2008; LEITE; BRANDAO-
NETO, 2009). O Arc localiza-se em posicdo adjacente ao terceiro ventriculo e a
eminéncia mediana, e esta sujeito a influéncia de sinais circulantes na corrente
sanguinea (CONE, 2005). Funcionalmente, o ARC é constituido por dois grupos de
neurdnios, 0s que expressam 0s neuropeptideos orexigenos NPY (neuropeptideo Y)
e AgRP (peptideo relacionado ao agouti) e estimulam a fome, e os que produzem 0s
neuropeptideos anorexigenos POMC (pré-opiomelanocortina) e CART (transcrito
relacionado a cocaina e anfetamina) e induzem a saciedade (VALASSI et al., 2008;
LEITE; BRANDAO-NETO, 2009).

A regulacdo homeostatica da ingestdo alimentar através do Arc é feita por
fatores periféricos que consistem em horménios e peptideos produzidos pelo tecido
adiposo, pancreas e trato gastrintestinal (VALASSI et al., 2008; LEITE; BRANDAO-
NETO, 2009). Os fatores centrais, por sua vez, sdo representados por
neurotransmissores e neuropeptideos (VALASSI et al., 2008; LEITE; BRANDAO-
NETO, 2009). Dessa forma, fome e saciedade sao resultantes da atividade das vias
hipotalamicas orexigenas e anorexigenas, em funcdo do balanco energético do

organismo e dos sinais que convergem ao Arc.

Os fatores periféricos chegam ao sistema nervoso central (SNC) através da
corrente sanguinea ou de vias aferentes onde séo integrados para a regulacédo da
ingestdo alimentar (VALASSI et al., 2008; LEITE; BRANDAO-NETO, 2009). A leptina
(e outras adipocinas) produzida pelo tecido adiposo e a insulina, produzida pelas
células beta-pancreaticas, sao liberadas constantemente em funcéo da adiposidade
e da glicemia, constituindo sinais de longo prazo na regulagéo da ingestéo alimentar
(CONE, 2005; MORTON; CUMMINGS; BASKIN; BARSH et al., 2006). Juntos, estes
dois hormonios agem diretamente em receptores localizados no hipotdlamo e no

nacleo do trato solitario (NTS) inibindo os neurbnios orexigenos (NPY/AgRP) e
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estimulando os anorexigenos (POMC), com efeito saciogénico (VALASSI et al.,
2008; LEITE; BRANDAO-NETO, 2009).

Por outro lado, os fatores de saciedade gerados no trato gastrointestinal (TGI)
durante a ingestao de alimentos consistem em sinalizacao de curto prazo, regulando
o consumo alimentar em cada refeicdo (VALASSI et al., 2008; LEITE; BRANDAO-
NETO, 2009). A grelina € produzida pelo estbmago em estado de balango
energético negativo (hipoglicemia) e induz a fome estimulando o0s neurdnios
orexigenos e inibindo os anorexigenos (VALASSI et al., 2008; LEITE; BRANDAO-
NETO, 2009). Ja os outros peptideos gastrointestinais, como a colecistocinina, o
peptideo YY e o GLP-1, levam a saciedade estimulando os neurénios anorexigenos
e inibindo os orexigenos (VALASSI et al., 2008; LEITE; BRANDAO-NETO, 2009).
Estes sinais gastrointestinais, além de outros provenientes da cavidade oral e do
figado ativam vias aferentes vagais e simpéticas que chegam ao NTS. Este, por sua
vez, estabelece conexdes bidirecionais com o Arc (CONE, 2005; MORTON;
CUMMINGS; BASKIN; BARSH et al., 2006). Dessa forma, direta e/ou indiretamente,
0 nucleo arqueado consiste em importante centro de integracdo para a regulacdo do

comportamento alimentar.

Dentre os fatores centrais que regulam o comportamento alimentar, destaca-
se 0 papel do sistema serotoninérgico sobre os receptores 5-HT1g € 5-HT,c € suas
interacBes com o sistema melanocortinérgico. Os neurdnios serotoninérgicos emitem
projecbes para diversas regides encefalias envolvidas no controle do balanco
energético, a saber, os nlcleos arqueado, paraventricular, ventromedial e
dorsomedial do hipotadlamo, a area lateral hipotalamica, o ndcleo do trato solitario e o
nacleo parabraquial (MARSTON; GARFIELD; HEISLER, 2011; XU; JONES;
KOHNO; WILLIAMS et al., 2008). No entanto, o Arc parece ser o sitio chave de acéo
da 5-HT sobre o apetite (MARSTON; GARFIELD; HEISLER, 2011). Estudos
utilizando a eliminacdo sistematica de receptores serotoninérgicos indicaram que 0s
receptores 5-HTi5 € 5-HT,c sdo os mais criticamente envolvidos na modulagcéo da
homeostase energética pela 5-HT (HEISLER; COWLEY; TECOTT; FAN et al., 2002;
HEISLER; JOBST; SUTTON; ZHOU et al., 2006). Heisler e colaboradores, através
de varios estudos anatdmicos, eletrofisiolégicos e comportamentais, demonstraram
como ocorre o efeito hipofagico da serotonina através dos receptores 5-HTig € 5-
HT,c.
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O receptor 5-HT1g € expresso nos neurénios NPY/AgRP do ARC. Através
deste receptor, a serotonina hiperpolariza e reduz a atividade das células
orexigenas, inibindo a liberacdo de AgRP (HEISLER; JOBST; SUTTON; ZHOU et
al., 2006). Ao mesmo tempo, através dos mesmos receptores presentes nhas
projecdes GABAEérgicas inibitorias dos neurdnios NPY/AgRP para as células POMC,
a 5-HT hiperpolariza essas projecoes e facilita a liberacdo do hormoénio alfa-
melandcito estimulante (a-MSH) (HEISLER; JOBST; SUTTON; ZHOU et al., 2006).
Por sua vez, o receptor 5-HT,c € co-expresso nas células que produzem a POMC,
precursora do a-MSH (HEISLER; COWLEY; TECOTT; FAN et al., 2002; LAM,;
PRZYDZIAL; RIDLEY; YEO et al.,, 2008). Através deste receptor, a serotonina
estimula as células anorexigenas e a sintese da POMC (HEISLER; COWLEY;
TECOTT,; FAN et al., 2002; HEISLER; JOBST; SUTTON; ZHOU et al., 2006). Assim,
via ativagcdo dos receptores 5-HT;g e 5-HT,c, a 5-HT reduz liberagdo de
neuropeptideos orexigenos e aumenta a expressdao de neuropeptideos

anorexigenos, levando a saciedade.

Camundongos com deficiéncia global do receptor 5-HT,c (“6-HT2c null mice”)
desenvolvem um fenétipo de hiperfagia, obesidade (com aumento da massa gorda,
reducdo da massa magra e aumento da leptina sérica) e resposta atenuada a acao
de agentes 5-HT anorexigenos sobre e ingestdo alimentar. Contudo, estes efeitos
sdo normalizados em camundongos 5-HT,c/POMC, demonstrando que a expressao
dos receptores 2C apenas nas células POMC é suficiente para mediar o efeito
saciogénico da serotonina (XU; JONES; KOHNO; WILLIAMS et al.,, 2008). O
receptor 5-HT,c tem uma relagdo direta com o tamanho da refeicdo. Xu e
colaboradores (2008) também demonstraram que camundongos com deficiéncia
global do receptor 5-HT,c apresentam o tamanho da refeicdo maior em relacdo aos
animais controle, enquanto a frequéncia alimentar € semelhante entre os grupos
(XU; JONES; KOHNO; WILLIAMS et al., 2008). Este efeito também foi normalizado
em camundongos 5-HT,c/POMC, ou seja, a hiperfagia foi revertida com a

antecipac¢ao do ponto de saciedade.

O sistema melanocortinérgico central é o sitio chave de acdo da 5-HT na
estimulacdo da hipofagia (HEISLER; JOBST; SUTTON; ZHOU et al., 2006). Em
camundongos, foi observado que a obesidade pode resultar da delecdo do gene

POMC ou de receptores melanocortinérgicos (MC) (CONE, 2005). Da mesma forma,
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em humanos, evidéncias genéticas demonstraram que a disfuncdo do sistema das
melanocortinas induz hiperfagia e obesidade precoce (MARSTON; GARFIELD,;
HEISLER, 2011). Este sistema € constituido pelos neurdnios de primeira ordem
POMC e NPY/AgRP do nucleo arqueado, pelos neurénios de segunda ordem que
expressam receptores MC localizados nas regibes-alvo e por uma pequena
quantidade de neurdnios POMC do NTS. Entretanto, a maior expressdo de POMC
no SNC ocorre no Arc (CONE, 2005).

Os neurdnios POMC e AgRP projetam seus axodnios para varias regides
encefalicas (hipotdlamo, talamo, amigdala, tronco encefalico) que expressam
receptores MC. Estes receptores relacionam-se ao controle da homeostase
energética, no entanto, o nucleo paraventricular do hipotalamo esta particularmente
relacionado ao comportamento alimentar (CONE, 2005; MARSTON; GARFIELD;
HEISLER, 2011). Especificamente, o receptor MC4 protagoniza 0 mecanismo
através do qual a 5-HT afeta o comportamento alimentar reduzindo a ingestao
alimentar, tendo como agonista o a-MSH, derivado da POMC, e como antagonista o
AgRP (CONE, 2005; HEISLER; JOBST; SUTTON; ZHOU et al., 2006; LAM;
PRZYDZIAL; RIDLEY; YEO et al., 2008; MARSTON; GARFIELD; HEISLER, 2011).
Assim, acdo simultanea da 5-HT sobre os receptores 5-HT;g e 5-HT,c promove a
expressdo de POMC no nucleo arqueado e a ativagdo da via das melanocortinas,

tendo como consequéncia a saciedade (Heisler, 2006).

Jé estad bem estabelecida na literatura a necessidade da serotonina encefalica
para a manutencdo do balangco energético e sua relagdo inversa com 0 consumo
alimentar (MARSTON; GARFIELD; HEISLER, 2011). Vérios estudos ja associaram a
alteracdo da funcdo serotoninérgica com desordens alimentares (BREWERTON,;
JIMERSON, 1996; MONTELEONE; BRAMBILLA; BORTOLOTTI; MAJ, 2000). Por
exemplo, pacientes com bulimia nervosa apresentam diminuicdo da
sensibilidade/responsividade do sistema serotoninérgico e reducdo da concentracao
plasmatica de triptofano (JIMERSON; WOLFE; METZGER; FINKELSTEIN et al.,
1997; PIJL; COHEN; VERKES; KOPPESCHAAR et al., 1995). A partir disso, a
manipulagdo farmacologica do sistema serotoninérgico tem sido apontada para
perda de peso na obesidade e tratamento de distarbios alimentares (HILL;
BLUNDELL, 1990). Muitos ensaios clinicos demonstraram a eficacia do tratamento

da obesidade, bulimia e anorexia nervosa com farmacos serotoninérgicos
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(fluoxetina, escitalopram, sibutramina, d-fenfluramina), sublinhando a importancia da
regulacdo serotoninérgica no controle da ingestdo alimentar (FAHY; RUSSELL,
1993; GRUDELL; SWEETSER; CAMILLERI; ECKERT et al.,, 2008; LEOMBRUNI;
AMIANTO; DELSEDIME; GRAMAGLIA et al., 2006; LEOMBRUNI; PIERO;
LAVAGNINO; BRUSTOLIN et al., 2008; PIJL; KOPPESCHAAR; WILLEKENS; OP
DE KAMP et al.,, 1991). Assim, levando em consideracdo o papel sofisticado da
serotonina na regulacdo do comportamento alimentar e na sinalizacdo do
neurodesenvolvimento, deve-se considerar segundo a teoria da plasticidade
fenotipica, que a alterag@o dos niveis desta monoamina durante o periodo neonatal

pode modificar a expressédo do comportamento alimentar na vida adulta.

2.5 ALTERACOES NO SISTEMA SEROTONINERGICO CENTRAL: RELACAO
ENTRE A EXPOSICAO PERINATAL A DIETAS HIPERLIPIDICAS E OS
DISTURBIOS METABOLICOS E NO BALANCO ENERGETICO

Na década de 90, com o estudo das causas biologicas da obesidade e dos
distarbios alimentares, identificou-se que alteracbes no sistema serotoninérgico
podem ser a causa dessas desordens alimentares. Dessa forma, muitos
medicamentos serotoninérgicos foram indicados para tratamento dessas desordens.
Hoje ja se discute que a exposi¢do a obesidade materna e ao consumo de dieta com
alto teor de gordura pode ser a causa de alteragdes no sistema serotoninérgico e,
subsequentemente, essas alteracfes podem desregular o balanco energético e o
metabolismo gerando obesidade e doencas crénicas associadas (SULLIVAN;
NOUSEN; CHAMLOU, 2014).

Estudos utilizando como modelo animal primatas n&o-humanos vém
demonstrando que a exposicdo perinatal a dietas hiperlipidicas em véarias fases do
desenvolvimento promovem alteracdes persistentes no sistema serotoninérgico.
Sullivan e colaboradores (2010) observaram que o consumo materno de dieta
hiperlipidica provoca aumento da expressao génica da enzima triptofano hidroxilase
2 (TPH-2) bem como “upregulation” do receptor 5-HT1a na regido rostral do nucleo
dorsal da rafe em fetos de primatas nao-humanos (SULLIVAN; GRAYSON;
TAKAHASHI; ROBERTSON et al, 2010). Essas alteragbes ocorreram
independentemente das méaes serem obesas ou apresentarem alteracbes
metabolicas (SULLIVAN; GRAYSON; TAKAHASHI; ROBERTSON et al., 2010).

Apesar disso, as projecdes serotoninérgicas para o hipotdlamo ndo foram
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prejudicadas pela exposicdo (SULLIVAN; GRAYSON; TAKAHASHI; ROBERTSON
et al., 2010). Em camundongos, a exposicdo materna a dieta hiperlipidica antes,
durante e ap0s a gestacdo (na fase de lactacdo) também promoveu aumento do
receptor 5-HT1a na regido ventral do hipocampo na vida adulta (PELEG-RAIBSTEIN;
LUCA; WOLFRUM, 2012). Associado a isso, esses animais apresentaram
comportamentos emocionais anormais relacionados a ansiedade (PELEG-
RAIBSTEIN; LUCA; WOLFRUM, 2012).

Outro estudo realizado em primatas ndo-humanos, mostrou que a exposi¢cao
perinatal & dieta hiperlipidica e & obesidade materna ndo gera apenas riscos
metabdlicos, mas também prejudicam o desenvolvimento sistema serotoninérgico
central em longo prazo (THOMPSON; VALLEAU; BARLING; FRANCO et al., 2017).
Algumas das alteracbes observadas incluem a reducdo da expressdo génica da
enzima TPH-2 no ndcleo dorsal da rafe e prejuizo no desenvolvimento da sintese
central de serotonina em animais jovens (THOMPSON; VALLEAU; BARLING,;
FRANCO et al., 2017). Além disso, a exposicao a dieta hiperlipidica apdés desmame
reduziu a imunoreatividade serotoninérgica no cortex pré-frontal (THOMPSON;
VALLEAU; BARLING; FRANCO et al., 2017). Apesar da normalizacao da dieta apos
desmame, nado foi possivel melhorar muitas das alteragcbes comportamentais
observadas, como o aumento de ansiedade (THOMPSON; VALLEAU; BARLING;
FRANCO et al., 2017).

Koopman e colaboradores (2013) apontam que existe uma relacdo entre o
sistema serotoninérgico encefalico e a obesidade e refletem se mudancas neste
sistema de neurotransmissdo sao causa ou consequéncia da obesidade
(KOOPMAN; BOOIJ; FLIERS; SERLIE et al., 2013). Para isso, esses pesquisadores
investigaram se habitos alimentares obesogénicos reduziram a afinidade do
transportador de serotonina (SERT) no hipotadlamo em 25 homens (normopeso)
expostos a uma dieta rica em gordura e acucares por 6 semanas (KOOPMAN;
BOOIJ; FLIERS; SERLIE et al., 2013). Como resultado, obteve-se aumento do peso
corporal e reducéo da afinidade do SERT (KOOPMAN; BOOIJ; FLIERS; SERLIE et
al., 2013).

Em conjunto, diversos estudos em roedores e primatas n&o-humanos
indicaram que exposi¢cdo perinatal a dieta hiperlipidica promoveu adaptagfes

fenotipicas no balanco energético e metabolismo da prole em longo prazo
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(SULLIVAN; SMITH; GROVE, 2011). Os resultados incluem hiperfagia e maior
consumo de acucar e gordura, fatores que contribuem para o desenvolvimento de
disfuncbes metabdlicas e obesidade (SULLIVAN; SMITH; GROVE, 2011). Os
mecanismos através dos quais esses efeitos ocorrem podem estar subjacentes a
alteracdes em sistemas centrais cruciais para o balanco energético como o sistema
serotoninérgico e melanocortinérgico (SULLIVAN; SMITH; GROVE, 2011).

Perifericamente, a alteracdo da atividade serotoninérgica também foi
associada a menor atividade termogénica no tecido adiposo marrom (TAM) (LIANG;
YANG; ZHANG; MARICELLI et al., 2016). Este estudo demonstrou gque 0 consumo
materno de dieta hiperlipidica durante a lactacdo reduz a termogénese no TAM e
aumenta a quantidade de serotonina periférica em camundongos ao desmame
(LIANG; YANG; ZHANG; MARICELLI et al., 2016). Sabe-se que a inibicdo da sintese
periférica de serotonina melhora a termogénese reduzindo a obesidade e disfuncéo
metabdlica (CRANE; PALANIVEL; MOTTILLO; BUJAK et al., 2015). Dessa forma, o
aumento dos niveis periféricos de 5-HT pode ser subjacente a reducdo da
termogénese, reduzindo a sensibilidade do TAM ao estimulo simpatico e levando a
desordens metabdlicas persistentes (LIANG; YANG; ZHANG; MARICELLI et al.,
2016).

A exposicdo perinatal a dieta hiperlipidica programa o balangco energético, o
metabolismo e o comportamento da prole na vida adulta (SULLIVAN; RIPER;
LOCKARD; VALLEAU, 2015; SULLIVAN; SMITH; GROVE, 2011). Neste contexto, a
dieta materna e, consequentemente, o0 metabolismo materno durante o
desenvolvimento inicial tem longo impacto sobre vias centrais de neurotransmissao
em modelos animais, como por exemplo, o sistema serotoninérgico (SULLIVAN;
NOUSEN; CHAMLOU; GROVE, 2012; SULLIVAN; SMITH; GROVE, 2011). A causa
dessas alteracfes em sistemas neurais pode estar associada ao aumento de fatores
inflamatorios (citocinas), nutrientes (glicose, triglicerideos) e hormonios (leptina,
insulina) na circulacdo bem como a disfuncdo placentaria subsequente ao consumo
materno de dieta com alto teor de gordura (RIVERA; CHRISTIANSEN; SULLIVAN,
2015; SULLIVAN; NOUSEN; CHAMLOU; GROVE, 2012; SULLIVAN; RIPER;
LOCKARD; VALLEAU, 2015; SULLIVAN; SMITH; GROVE, 2011). Esse
contexto/ambiente materno gera, por exemplo, inflamacao encefalica e alteragcées no

sistema serotoninérgico, o que implica em mudangas no desenvolvimento encefalico
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(SULLIVAN; RIPER; LOCKARD; VALLEAU, 2015). Evidéncias de estudos com
primatas ndo-humanos e roedores mostram que a exposi¢do ao consumo materno
de dieta hiperlipidica aumenta o risco de obesidade e desordens metabdlicas na vida
adulta (SULLIVAN; SMITH; GROVE, 2011). Hiperfagia e aumento da preferéncia por
alimentos gordurosos e agucarados também contribuem para aumentar o risco de
obesidade (SULLIVAN; SMITH; GROVE, 2011).

2.6 REPERCUSSOES PRECOCES E TARDIAS DA INIBICAO NEONATAL DA
RECAPTACAO DE SEROTONINA SOBRE O BALANCO ENERGETICO E
PERFIL METABOLICO DA PROLE

Poucos estudos avaliam os efeitos da inibicdo neonatal da receptacdo de
serotonina (INRS) sobre o comportamento alimentar ao longo da vida. Foi observado
gue a INRS promove aumento da laténcia para comer em testes de hiponeofagia em
camundongos adultos (ANSORGE; MORELLI; GINGRICH, 2008; ANSORGE;
ZHOU; LIRA; HEN et al., 2004). Neste contexto, nosso grupo de pesquisa tem se
concentrado em investigar os efeitos do aumento neonatal dos niveis de serotonina
utilizando-se ISRS sobre o comportamento alimentar (balanco energético) e

metabolismo em ratos na vida adulta.

Dados nédo publicados de nosso grupo de pesquisa demonstraram que a
ISNRS altera o comportamento alimentar (sequéncia comportamental de saciedade)
com antecipacao da saciedade e reducdo da ingestao alimentar relativa, bem como
do tempo de alimentacdo em ratos aos 180 dias de vida. Esses animais também
apresentaram aumento da quantidade de serotonina no hipotdlamo e do nimero de
neurdnios ativos no Arc apés estimulo alimentar. Ou seja, a INRS parece modificar o
fendtipo alimentar caracterizado por hipofagia. Além disso, a INRS promoveu maior
expressao do receptor 5-HT,c no hipotalamo associada a menor acumulo de tecido
adiposo abdominal ap0s exposicdo prolongada a dieta hiperlipidica/hipercalérica
(GALINDO; BARROS MDA; PINHEIRO; SANTANA et al., 2015). N6s acreditamos
gue isso ocorre devido ao aumento da atividade da via anorexigena no Arc. Assim,
nds propusemos investigar a responsividade das vias anorexigenas e orexigenas no
Arc do hipotalamo frente a estimulo agudo com os agonistas serotoninérgicos dos

receptores 5-HT,c e 5-HT 5.
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Em relacdo ao gasto energético, diversos estudos de nosso grupo de
pesquisa apontam que a INSR promove um fendtipo caracterizado como “lean
phenotype”. Ratos submetidos ao tratamento neonatal com fluoxetina apresentam,
na vida adulta, menor peso e gordura corporal, maior capacidade termogénica
associada ao aumento da atividade da proteina UCP-1 no TAM e maior consumo de
oxigénio em tecidos chave para o metabolismo como o musculo esquelético e o
TAM (DA SILVA; BRAZ; PEDROZA; NASCIMENTO et al., 2015; DA SILVA; BRAZ,
SILVA-FILHO; PEDROZA et al., 2015; DA SILVA; MONTEIRO GALINDO;
NASCIMENTO; MOURA FREITAS et al., 2014). A regido encefalica responsavel
pela regulacdo homeostatica do balangco energético, o hipotalamo, também
apresentou menor estresse oxidativo (DA SILVA; MONTEIRO GALINDO;
NASCIMENTO; MOURA FREITAS et al., 2014).

Ademais, nenhum estudo até agora investigou os efeitos da inibicdo neonatal
da recaptacédo da serotonina sobre os efeitos do maior aporte nutricional perinatal
sobre o balanco energético e metabolismo em prole. Mas, alguns artigos apontam a
funcdo da maior disponibilidade de serotonina, através de farmacos que inibem sua
recaptacdo, sobre as consequéncias metabdlicas do consumo desse tipo de dieta.
Watanabe e colaboradores demonstraram que a administracdo periférica de
serotonina em camundongos expostos a dieta hiperlipidica atenua a obesidade e
desordens metabdlicas via aumento do gasto energético no musculo esquelético
(WATANABE; NAKANO; SAITO; AKASAKA et al., 2016). Outro estudo mostra que a
obesidade induzida por dieta hiperlipidica em camundongos prejudica a
neurotransmissao serotoninérgica (KURHE; MAHESH, 2015). No entanto, o
tratamento com escitalopram recupera a neurotransmissao serotoninérgica
melhorando alteracdes emocionais (ansiedade/depressao) associadas a obesidade
(KURHE; MAHESH, 2015). O tratamento crénico com escitalopram também reduziu
significativamente os niveis séricos de colesterol total, triglicerideos, lipoproteinas de
baixa densidade, assim como aumentou 0s niveis de lipoproteinas de alta densidade
e regrediu de alteracdes aterosclerdticas em ratos alimentados com dieta com alto
teor de gordura (UNIS; ABDELBARY; HAMZA, 2014). Dessa forma, também nos
propusemos a investigar se a INRS seria capaz de atenuar ou mesmo reverter as
repercussdes da exposicdo perinatal a dieta hiperlipidica/hipercalérica sobre

indicadores do balanco energético.
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3 JUSTIFICATIVA

Influéncias ambientais no inicio da vida podem promover consequéncias em
longo prazo, especialmente se acontecem durante os periodos criticos de
desenvolvimento (fetal, neonatal ou infancia) (STEARNS; DE JONG; NEWMAN,
1991; WEST-EBERHARD, 1986a; 2005a). Baseadas na teoria da plasticidade
fenotipica, muitas publicacbes nacionais e internacionais, inclusive do nosso grupo
de pesquisa, visam o0 esclarecimento das possiveis alteracbes promovidas por
agravos ambientais durante o periodo perinatal (DEIRO; MANHAES-DE-CASTRO;
CABRAL-FILHO; BARRETO-MEDEIROS et al., 2006; DEIRO; MANHAES-DE-
CASTRO; CABRAL-FILHO; SOUZA et al., 2004; MENDES-DA-SILVA; DE SOUZA;
BARRETO-MEDEIROS; DE FREITAS-SILVA et al.,, 2002; SILVA; GONCALVES;
MANHAES-DE-CASTRO; NOGUEIRA, 2010).

Devido a importdncia da serotonina para o desenvolvimento do sistema
nervoso central e para a modulacdo do comportamento alimentar e da utilizacao de
energia, nosso grupo de pesquisa tem se concentrado em estudar os efeitos da
alteracdo perinatal dos niveis encefalicos desta monoamina sobre o controle do
comportamento alimentar e as repercussfes metabdlicas tardias em animais
experimentais. Através da inibicdo neonatal da recaptacdo de serotonina (INRS),
demonstramos que o0 aumento de serotonina na lactagdo promove menor peso
corporal, hipofagia, reducdo da expressdo de NPY em ratos adultos (DA SILVA;
MONTEIRO GALINDO; NASCIMENTO; MOURA FREITAS et al., 2014; GALINDO;
BARROS MDA, PINHEIRO; SANTANA et al., 2015). Além disso, a INRS reduziu o
acumulo de gordura abdominal em ratos adultos frente ao consumo de dieta
hiperlipidica/hipercalérica (GALINDO; BARROS MDA; PINHEIRO; SANTANA et al.,
2015). Outros estudos ainda apontaram que a INRS promove um estado
hipermetabdlico e aumento da fungdo mitocondrial em ratos, aumentando sua
capacidade respiratoria (DA SILVA; BRAZ; PEDROZA; NASCIMENTO et al., 2015;
DA SILVA; BRAZ; SILVA-FILHO; PEDROZA et al., 2015; KUMMET; HASKELL;
HERMANN; NI et al., 2012). Esses resultados sugerem que a maior disponibilidade
sinptica de serotonina estd intimamente relacionada a modulacdo do

comportamento alimentar e seus desdobramentos metabdlicos.

Por outro lado, o0 ambiente nutricional materno também é determinante para o

desenvolvimento da prole durante o periodo inicial da vida. Dessa forma, a
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adequada alimentacdo durante a gestacdo e lactacdo é imprescindivel (DESAI,
HALES, 1997). No entanto, a alimentacdo da sociedade atual € caracterizada por
consumo elevado de &cidos graxos saturados e acidos graxos trans (SHARMA,
ZHUANG; GOMEZ-PINILLA, 2012). Neste contexto, 0 consumo materno perinatal de
dieta rica em gorduras tem sido associada a alteracdo do balanco energético
(sobrepeso, maior consumo alimentar e alteracbes metabdlicas) e maior
susceptibilidade dos descendentes a obesidade (BAYOL; SIMBI; STICKLAND, 2005;
MELO; BENATTI; IGNACIO-SOUZA; OKINO et al., 2014) (OLIVEIRA et al., 2011).
Ha ainda uma interagcdo deste tipo de dieta sobre a dindmica do sistema
serotoninérgico (SULLIVAN; GRAYSON; TAKAHASHI; ROBERTSON et al., 2010;
ZEMDEGS; QUESSEVEUR; JARRIAULT; PENICAUD et al., 2016).

A alimentacdo da sociedade atual € marcada por um consumo de dieta rica
em gorduras (SHARMA; ZHUANG; GOMEZ-PINILLA, 2012). Além disso, disturbios
no comportamento alimentar e alteragcdes metabdlicas estdo presentes na sociedade
atual e aumentam a susceptibilidade a doencas metabdlicas e crénicas como a
obesidade. Dados recentes da organizacdo mundial de Saude (OMS) mostram que
mais de 1,4 bilhdes de adultos apresentam sobrepeso, destes 500 milhdes séo
obesos (OMS, 2013). Essa doenca impacta de forma negativa a qualidade de vida
do individuo podendo evoluir associada a outras doencas crénico-degenerativas e
alteracdes psicossocioeconbmicas (OMS, 2013). Dessa forma, este projeto visa
investigar se a inibicdo neonatal da recaptacdo de serotonina pode atenuar 0S
efeitos de uma dieta hiperlipidica/hipercal6rica, administrada perinatalmente, em
ratos jovens e aumentar a sensibilidade das vias anorexigenas no Arc do hipotalamo

em ratos adultos.
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4 HIPOTESE

A inibicAo neonatal da recaptacdo de serotonina reverte os efeitos da
exposicao perinatal a dieta hiperlipidica/hipercaldrica sobre o balanco energético e
perfil metabdlico em ratos jovens e aumenta a atividade neuronal em resposta a
estimulo agudo com agonista do receptor 5-HT,c e/ou reduz a atividade neuronal
frente ao agonista do receptor 5-HT1g no nucleo arqueado do hipotalamo na idade

adulta.
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5 OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os efeitos da inibicdo neonatal da recaptacdo de serotonina sobre o
balanco energético e perfil metabdlico em prole jovem provinda de nutrizes

alimentadas com hiperlipidica/hipercaldrica durante a gestagéo e lactagéo.

Estudar os efeitos da inibicdo neonatal da recaptacdo de serotonina sobre o
fendtipo alimentar e a atividade neuronal no nucleo arqueado do hipotalamo em
resposta a estimulo agudo com agonistas dos receptores 5-HT,c e 5-HT1g em ratos

adultos.
5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar em prole jovem submetida a dieta hiperlipidica/hipercal6rica

perinatalmente e a inibicdo neonatal da recaptacao da serotonina:

e Evolucao ponderal;

¢ Indicadores de desenvolvimento somatico;

e Comportamento alimentar;

e Componentes do gasto energeético;

¢ Indicadores do metabolismo de lipideos e carboidratos;

e Atividade neuronal no hipotalamo em resposta a estimulo alimentar.

Avaliar em ratos adultos submetidos a inibicdo neonatal da receptacdo da

serotonina:

e Peso corporal;
e Comportamento alimentar;
e Atividade neuronal no nucleo arqueado do hipotalamo em resposta a estimulo

agudo com agonistas dos receptores 5-HT,c e 5-HT .
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6 METODO
6.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar provenientes da col6nia do
departamento de nutricdo, biotério José Paulino Ventura Ramos, da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Desde o periodo de adaptacdo até a eutanasia, 0s
animais foram mantidos em biotério de experimentacédo do departamento de nutricdo
da UFPE com temperatura controlada (22+1°C), sistema de exaustéo, ciclo invertido
de 12/12h (escuro: 08h-20h; claro: 20h-08h) e livre acesso a agua e a alimentacao
(Presence®). O manejo dos animais, 0s experimentos e os métodos de eutanasia
seguiram as recomendacoes da “DIRETRIZ BRASILEIRA PARA O CUIDADO E A
UTILIZACAO DE ANIMAIS PARA FINS CIENTIFICOS E DIDATICOS - DBCA” e as
“DIRETRIZES PARA PRATICA DE EUTANASIA DO CONCEA” (CONCEA, 2013).
Os experimentos realizados para esta tese foram aprovados pela Comiss&o de Etica
em Uso de Animais (CEUA) da UFPE (Experimento 1: Oficio n°® 119/16 e Processo
n° 0045/2016; Experimento 1: Oficio n°44/15 e Processo n° 23076.010005/2015-57).

6.2 EXPERIMENTO 1

Ratas Wistar (n=12) foram selecionadas aleatoriamente para constituir dois
grupos experimentais segundo a manipulacdo dietética: Dieta Controle (CTRL, n=8)
e Dieta Hiperlipidica/Hipercalérica (DHH, n=4). O grupo CTRL continuou recebendo
dieta padréo de biotério (Presence®). Ja o grupo DHH comecou a receber uma dieta
Hiperlipidica/Hipercalérica trés dias antes do acasalamento, como forma de
adaptacdo (CADENA-BURBANO et al., 2017) (Tabelas 1 e 2). Apés constatacdo da
prenhez através da evolucdo ponderal, as ratas foram dispostas em gaiolas
individuais. As dietas foram administradas até o 21° dia de lactacdo. O desmame
ocorreu ao 22° dia pos-natal dos filhotes (22° DPN). Do dia do desmame até o final

dos experimentos, a prole recebeu dieta padréo de biotério (Presence®).

No 1°DPN, as ninhadas pertencentes aos grupos CTRL e DHH foram
ajustadas para conter 8 filhotes machos/ninhada (fémeas foram utilizadas para
completar as ninhadas) que foram mantidos com a nutriz até o desmame (22° DPN) .
De cada ninhada (n=8), metade dos filhotes foi tratado com solucdo salina estéril
(NaCl 0.9%, 10 pul/g, n=4/ninhada) e outra metade com solugdo de fluoxetina
(10mg/Kg; 10 ul/g, n=4/ninhada).
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Tabela 1 - Composicao centesimal da dieta experimental hiperlipidica e

hipercaldrica.

Dieta Hiperlipidica/

Ingredientes Hipercalérica (DHH)
(g/100g)
Caseina (>85% proteina) 25,2
Amido de milho (87% carboidrato) 24,50
Amido dextrinizado (92% carboidrato) 8,0
Sacarose 6,17
Oleo de soja 7,00
Banha animal (100% lipideo) 19,00
Celulose 5,00
Mix mineral (AIN-93G) 3,50
Mix vitaminico 1,00
L-Metionina 0,30
Bitartarato de colina 0,25
TBHQ 0,0014
TOTAL (g) 100
Valor Energético Kcall/g 4,62

Fonte: Adaptado de (CADENA-BURBANO; CAVALCANTI; LAGO; BENJAMIM et al., 2017;
REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). Os calculos da composi¢éo centesimal foram baseados
nas informag¢des nutricionais enviadas pela empresa fornecedora dos produtos.

Tabela 2 - Composicao percentual de macronutrientes da dieta hiperlipidica e

hipercalorica segundo o Valor Energético Total (VET).

Dieta Hiperlipidica

VET por Macronutrientes Hipercalérica (DHH)

Proteina 18,7
Carboidrato 30,3
Lipideo 51

Fonte: Adaptado de (CADENA-BURBANO; CAVALCANTI; LAGO; BENJAMIM et al., 2017,
REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). Os célculos da composicao centesimal foram baseados
nas informagdes nutricionais enviadas pela empresa fornecedora dos produtos.

A fluoxetina (Roval®) foi diluida em salina estéril para uma concentragéo de
1mg/ml. Os tratamentos foram realizados por via subcutanea (s.c.), diariamente,
entre 09:00h e 10:00h, uma hora apdés o inicio do ciclo escuro (MATEOS;
SANCHEZ; PAREDES; BARRIGA et al.,, 2009), do 1° ao 21° dia de lactacao.

Seguem os grupos formados a partir desta manipulagéo farmacolégica (Figura 1):

1- Grupo CTRL+SAL: filhotes provenientes do grupo CTRL e tratados com salina

estéril durante a lactacéo (SAL, n=4/ninhada);
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2- Grupo CTRL+FLX: filhotes provenientes do grupo CTRL e tratados com
fluoxetina durante a lactacao (FLX, n=4/ninhada);

3- Grupo DHH+SAL: filhotes provenientes do grupo DHH e tratados com solucéo
salina durante a lactacdo (SAL, n=4/ninhada);

4- Grupo DHH+FLX: filhotes provenientes do grupo DHH e tratados com fluoxetina
durante a lactacao (FLX, n=4/ninhada).

Figura 1 - Organograma dos grupos experimentais 1.

CTRL DHH

CTRL+SAL CTRL+FLX DHH+SAL DHH+FLX

Fonte: BARROS (2019).

Durante a intervencado farmacolégica, os neonatos foram pesados todos o0s
dias. Ja as medidas murinométricas foram obtidas no 2°, 7°, 14° e 21° DPN. Apés o
desmame, os animais foram avaliados na fase jovem. O peso corporal também foi
avaliado aos 30 dias de vida em todos os animais. Uma parte dos animais de cada
grupo experimental foi avaliada quanto ao Consumo Alimentar Diario (CAD) do 29°
ao 32° DPN. Aos 30 dias de vida, a temperatura corporal e as medidas
murinométricas foram mensuradas nestes mesmos animais. Ao final do CAD, no 32°
DPN, foi realizada a analise da Sequéncia Comportamental de Saciedade. Em
seguida, os animais foram anestesiados e perfundidos para coleta dos encéfalos os
quais foram utilizados para imunofluorescéncia contra proteina c-fos. A outra parte
dos animais de cada grupo experimental foi submetida a analise da atividade
locomotora, através do campo aberto, aos 28 dias de vida. Ja o teste de tolerancia a
glicose foi realizado no 29° DPN. Os animais que passaram por estes testes foram
eutanasiados por decapitacdo para coleta de sangue utilizado para analises
bioquimicas. Neste mesmo procedimento, foi realizada a dissecacao e pesagem de

coxins do tecido adiposo branco, do tecido adiposo marrom e de orgaos. (Figura 2).
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Para cada experimento foram utilizados apenas dois animais de cada ninhada, para

diminuir a interferéncia do padrdo genético nos resultados a serem obtidos.

Figura 2 - Desenho experimental 1.

Avaliagdes: Avaliagdes: Avaliagdes:
- Consumo - Temperatura - Sequéncia
alimentar corporal Comportamental de
diario - Peso corporal Saciedade
- Medidas - Eutanésia para
murinométricas coleta de encéfalos
para
imunofluorescéncia
Acasalamento Inicio da Fim da )
administracéo administragcéo 29°-32°DPN 30°DPN 32°DPN
de salina (SAL) de salina (SAL)
ou fluoxetina ou fluoxetina
(FLX) (FLX) | | | >
»
~ 1°DPN N 21°DPN | | |
| Gestacéo | Lactacéo /
| 28°DPN 29°DPN 30°DPN
| Nutrizes alimentadas com dieta controle
(CTRL) ou hiperlipidica/ hipercalérica | | | _
(DHH) | | | »
| Avaliagdes:
- Peso corporal Avaliagdes: Avaliacdes: Avaliacoes:
(1°-21°DPN) - Atividade - Teste de - Peso corporal
- Medidas locomotora tolerancia a - Eutanésia para
murinométricas glicose coleta de sangue para
(2°,7°, 14° e 21°) andlises bioquimicas
e pesagem de TAM,
TAB e 6rgéos.

Fonte: BARROS (2019).

6.2.1 Peso corporal

Os animais foram pesados durante toda a lactagcdo do 1° ao 21° DPN,
diariamente, e aos 30 dias de vida. Para isto, utilizou-se balanca de precisdo
(Marte®).

6.2.2 Medidas murinométricas

As medidas murinométricas foram realizadas no 2°, 7°, 14°, 21° e 30° DPN. A
obtencéo foi realizada utilizando-se paquimetro digital com acuracia de 0,01lmm e
uma fita inelastica antropométrica de acordo com Da Silva e colaboradores em 2005
(DA SILVA et al., 2005).

6.2.3 Consumo Alimentar Diario (CAD)

O consumo alimentar diario (CAD) foi avaliado do 29° ao 32° DPN. O CAD foi
calculado pela média aritmética do consumo alimentar em cada dia, o qual foi
mensurado através da diferenca entre a quantidade de dieta oferecida e a

guantidade rejeitada a cada 24 horas durante trés dias consecutivos.
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6.2.4 Temperatura

A temperatura corporal foi verificada, aos 30 dias de vida, em °C. Utilizou-se
termémetro de infra-vermelho. Durante a avaliacdo, a luz infra-vermelha do
equipamento foi apontada para a regido do dorso anterior do animal onde fica

localizado, abaixo das camadas dérmicas, o tecido adiposo marrom.
6.2.5 Sequéncia Comportamental de Saciedade

A avaliacdo do comportamento alimentar foi feita através da analise da
Sequéncia Comportamental de Saciedade (SCS), método descrito por Halford e
colaboradores (1998) (HALFORD et al., 1998). Para realizacdo da SCS, animais aos
32 dias de vida foram submetidos a jejum de trés horas. O jejum foi iniciado as 08
horas, inicio da fase escura do ciclo de luz (SANCHEZ et al., 2008). A filmagem para

0 estudo da SCS foi iniciada as 11 horas.

O estudo da SCS teve inicio com a oferta de 30 gramas de dieta padréo de
biotério. A partir desse momento, o animal foi filmado durante 60 minutos por
camera com sistema de infravermelho. O video foi armazenado em computador para
posterior andlise dos comportamentos de alimentacédo, limpeza e descanso. Apos 60
minutos de exposi¢cdo ao alimento, foram realizadas as medidas de consumo. O
consumo alimentar foi obtido pela diferenca entre a quantidade de rac&o oferecida e
a quantidade de racao restante no final da SCS. A partir dessa medida, foi calculado
o Consumo Alimentar Relativo [razdo entre o consumo alimentar (g) e 0 peso
corporal (g)] e a Taxa Alimentar [razdo entre o consumo alimentar relativo (g) e o

tempo de alimentagao (segundos)].

Posteriormente, apenas um avaliador treinado, sem prévio conhecimento dos
grupos experimentais, analisou os filmes e gquantificou os Tempos de Alimentacéo,
Limpeza e Descanso. Para a determinacdo desses tempos, o tempo total da SCS
(60 minutos) foi fracionado em 12 periodos de 5 minutos (300 segundos). Ao
observar o video, o avaliador cronometrou o0 tempo gasto em cada um dos
comportamentos (Alimentacdo, Limpeza e Descanso) em cada periodo. Ao final da
analise, os tempos de cada comportamento foram somados (em segundos). O Ponto
de Saciedade foi determinado pela intersec¢do das linhas que representam as
meédias dos tempos dos comportamentos de alimentacdo e de descanso, ou seja, é

0 ponto onde ha o declinio da alimentacao e o inicio descanso.
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6.2.6 Imunofluorescéncia contra proteina c-fos

Varios estudos tém detectado padrbes uUnicos de expressdo de c-fos em
resposta a estimulos especificos, inclusive, estimulos alimentares (LOPES-DE-
SOUZA et al., 2008; CHEN et al., 2011). Aos 32 dias de vida, a reatividade neuronal
no Arc foi avaliada através de imunofluorescéncia contra proteina c-fos. Apos a SCS
(duracdo de uma hora), o alimento continuou disponivel por mais trinta minutos,
somando noventa minutos de exposicdo alimentar, tempo necessario para

expressao da referida proteina (SAGAR et al., 1988).

Em seguida, os animais foram anestesiados e submetidos a perfuséo
transcardiaca com 200 ml de soluc¢éo fisiologica (NaCl, 0,9%) e 400 ml de solucéo
fixadora (4% de paraformoaldeido em 4% de PBS, pH 7.4, a 4°C) (NOGUEIRA et al.,
1997). Apo6s perfusdo, os encéfalos foram retirados do cranio, pés-fixados na
mesma solucao fixadora por quatro horas e armazenados em solucdo de sacarose
(30%).

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

gelatinizadas.

As reacdes de imunofluorescéncia ocorreram em dois dias. No primeiro dia (a
tarde), foi realizada a reacdo primaria que compreendeu 5 etapas: 1) lavagem dos
cortes com PBS-T (solucao a 0.1% de Triton X-100 em PBS 10 mM) por 15 minutos;
2) os cortes foram incubados em solucdo a 1% de H,O, em Metanol) durante 5
minutos; 3) lavagem dos cortes, por 5 minutos, em PBS 10 mM gelado; 4) os cortes
foram incubados em solucdo de blocagem a 1% feita com BSA (albumina bovina -
Sigma®) diluida em PBS-T (0.1%) por 1 hora; e, 5) os cortes foram incubados com o
anticorpo primario (coelho anti-c-fos — Santa Cruz Biotechnology®), na proporcao de

1:1000, em solugéo de blocagem “overnight”.

No dia seguinte (de manha), foi realizada a reac&o secundaria constituida por
mais 6 etapas: 6) 4 lavagens com PBS-T (0.1%) por 5 minutos cada; 7) incubacao

do anticorpo secundario (burro anti-coelho, Alexa flior 488 — Life Technologies®), na
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proporcao de 1:500, em PBS-T (0.1%); 8) 5 lavagens de 5 minutos (cada) com PBS-
T (0.1%); 9) incubacdo do DAPI (4',6-Diamidine-2'-phenylindole dihydrochloride,
Sigma-Aldrich/Merk®) durante 5 minutos; 10) 3 lavagens com PBS 10 mM por 5
minutos cada; e, 11) montagem das laminas com Prolong-Gold®. As etapas 1, 3, 6,
8 e 10 ocorreram em cubas de 8 ml com capacidade para 8 laminas. J4 as etapas 2,
4,5, 7 e 9 foram realizadas com as laminas posicionadas na horizontal em cuba de
acrilico escura contendo agua para manutencédo da umidade. Para estas etapas, foi
utilizado um volume total de 700 pl por lamina que era aplicado diretamente sobre a
propria lamina/cortes. Ap6s montagem, as laminas secaram em temperatura
ambiente por 24-48 e armazenadas a 4°C (geladeira) para posterior captura das

imagens.

A visualizacdo das laminas e a captura das imagens foram feitas em
microscépio de fluorescéncia (Zeiss®) acoplado a camera, em aumento de 5x.
Posteriormente, as imagens adquiridas foram processadas no programa ImageJ®
para quantificacdo dos neurénios reativos contra c-fos no Arc. Foram considerados
0S seguintes bregmas segundo as diretrizes do atlas estereotaxico de Paxinos e
Watson (2005): -1.92 mm, -2.52 mm e -3.12 mm. O numero de neurdnios reativos
por animal foi determinado pela média aritmética das quantidades de neurdnios

reativos em cada bregma.
6.2.7 Atividade locomotora (Campo aberto)

A atividade locomotora foi avaliada através do método do campo aberto aos
28 dias de vida. As filmagens ocorreram em sala escura anexa ao biotério entre as
12-13 horas, no ciclo escuro, momento que o animal se encontra em estado de
vigilia. Foi utilizado um sistema de monitoramento em campo aberto circular (d1m)
ja instalado, delimitado por paredes de 30 cm de altura, com superficies internas de
cor preta e em sua base uma superficie de EVA (etil vinil acetato) também preta, de
forma que seja obtido um maior contraste entre o animal e o campo. Uma camera
digital (VTR® 6638 — CCTV System) com sensor de infravermelho e LED de
iluminacdo conectada a um computador é fixa ao teto e posicionada de forma
vertical no centro do campo a fim de filmar o animal enquanto 0 mesmo se
movimentar. A camera encontrava-se a uma distancia de 2.65m do solo. Para as
filmagens foi utilizado o software Pico2000® (ARAGAO RDA; RODRIGUES; DE
BARROS; SILVA et al., 2011). A livre movimentacdo do animal foi registrada (5
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minutos) e o filme foi convertido em quadros (454 quadros para cada filmagem de 5
minutos, com intervalo de tempo de aproximadamente 0,661s entre os quadros)
utilizando o software CapturaSegAVI®. Com o uso do software MATLAB® vers&o 7.0,
foram realizadas as analises das imagens captadas, e posteriormente, a extracdo de
algumas grandezas fisicas para obtencéo de informac6es acerca do comportamento
do animal. Os parametros avaliados foram: Distancia Percorrida (m); Velocidade
Média de deslocamento (m/s); Poténcia Média (mW); Energia Cinética (Joules, J);
Numero de paradas (n); Tempo parado (seg); Relacdo de tempo total
parado/Numero de Paradas (seg); e, Tempo nas areas 1, 2 e 3 (s). O campo é
subdividido em 3 areas circulares, sendo a area 1 a central, a area 2 a intermediaria
e a area 3 a periférica, cada area com o mesmo valor de raio (raio total do campo, R,

de 50 cm, dividido em 3 partes, r).
6.2.8 Teste de Tolerancia a Glicose

No teste de tolerancia a glicose (GTT), apds 12 horas de jejum, animais com
30 dias de vida foram submetidos a primeira coleta de sangue (tempo 0) através de
corte na extremidade da cauda, para retirada de uma aliquota de 10ul. Em seguida,
foi administrada por via intraperitoneal uma solugdo de glicose a 50% (Equiplex
Industria Farmacéutica Ltda., Aparecida de Goiania, GO, Brasil) na dose de 1mg/g
de peso do animal e outras amostras de sangue foram coletadas nos tempos de 30,
60, 90 e 120 minutos. A andlise da concentracdo de glicose foi realizada através de
aparelho comercial (Accutrend Check — Roche®). A glicemia em cada tempo foi
utilizada para o calculo da “area under the curve”. (LE FLOCH, ESCUYER et al.,
1990; FIDALGO, FALCAO-TEBAS et al., 2012).

6.2.9 Analises bioquimicas

Aos 30 dias de vida, logo ap6s eutanasia por decapitacdo, o sangue foi
coletado e utilizado para analise de triglicerideos e colesterol (totais) plasmaticos
através do teste colorimétrico Roche Diagnosis — Brazil®.

6.2.10 Peso de tecido adiposo branco, marrom e 6rgéaos.

Aos 30 dias de vida, logo ap06s eutanasia por decapitagéo e retirada do sague,
foram dissecados e quantificados através de balanca de precisao (Marte®): o tecido
adiposo branco, tecido adiposo marrom, encéfalo, rim (esquerdo), baco, figado,

coracdo e glandula supra-renal (esquerda). Os seguintes coxins adiposos foram
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dissecados e coletados para pesagem: inguinal, perirenal, retroperitoneal,
mesentérico e epididimal. Foi padronizado o lado esquerdo do animal para retirada
das amostras, exceto para a gordura mesentérica da qual sera retirada todo o coxim.
Além destes coxins adiposos, o restante da gordura abdominal também foi retirado e

pesado para quantificacdo do tecido adiposo branco total.
6.2.11 Estatistica

Para comparacdo entre os diferentes grupos, sera empregada a Analise de
Variancia, ANOVA two way, quando se tratar de dados paramétricos. Quando a
ANOVA revelar a existéncia de diferenca significativa, serd utilizado o pds-teste de
Bonferroni, a fim de identificar que grupos diferiram entre si. Para os dados nao
paramétricos, sera utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn’s. A
significAncia estatistica sera considerada, admitindo-se um nivel critico de 5% em
todos os casos. A analise dos dados serd realizada por meio do programa estatistico
GraphPad Prism 5®.

6.3 EXPERIMENTO 2

Ratas virgens (n=15), com 120 dias de vida e peso ideal para a idade (220
gramas) foram transportadas para o biotério de experimentacdo e alocadas na
proporcdo de duas fémeas por gaiola. Apds periodo de adaptacdo de 15 dias, as
ratas foram colocadas para acasalamento na propor¢cdo de duas fémeas para um
macho. A prenhez foi confirmada pelo aumento progressivo do peso corporal das

ratas, as quais foram alocadas individualmente até o nascimento dos filhotes.

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

Do 1° ao 21° DPN, foi realizada a inibicdo neonatal da recaptacdo de
serotonina. Para isso foi utilizado o farmaco fluoxetina, um inibidor seletivo da

recaptacédo de serotonina, obtido na forma de cloridrato de fluoxetina (Roval®) e
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dissolvido em solucdo fisiolégica (Salina Estéril: NaCl 0.9%) para uma concentracdo
de 1 mg/ml (SILVA et al., 2010). Os neonatos foram tratados com dose de 10 pl/g,
por via subcutanea, diariamente, uma hora apds o inicio do ciclo escuro (as 09
horas) (SILVA et al., 2010). Nesse horéario ocorre o pico de liberacdo de 5-HT no
hipotalamo, potencializando a agéo do farmaco (MATEOS et al., 2009). Durante toda
a intervencéo, o peso corporal dos neonatos foi aferido diariamente.

De cada ninhada (n=8 neonatos), quatro filhotes receberam solucédo salina e
quatro filhotes foram tratados com fluoxetina, gerando dois grupos experimentais:
Salina (SAL) e Fluoxetina (FLX). No 22° DPN foi realizado o desmame. Aos 80 dias
de vida, os animais foram submetidos a cirurgia de estereotaxia para implantacao de
canula no ventriculo lateral direito. Aos 90 dias de vida, os animais dos grupos SAL
e FLX foram pesados e subdivididos, aleatoriamente, em 10 grupos experimentais

de acordo com o tipo de injegao intracerebroventricular (ICV) (Figura 3):

1- Grupo SAL+ACSF: animais do grupo SAL receberam solucao fisiologica de
“Artificial Cerebrospinal Fluid” (ACSF) no volume de 5yl via ICV (FLETCHER
et al., 2009; CLISSOLD et al., 2013);

2- Grupo SAL+Ro(3pg): animais do grupo SAL receberam 3ug de agonista do
receptor 5-HT,c — Ro 60-0175 ((S)-2-(6-chloro-5- fluoroindol-1-yl)-1-
methylethylamine fumarate) (F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel®) — no volume
de 5ul via ICV (FLETCHER et al., 2009);

3- Grupo SAL+Ro(5ug): animais do grupo SAL receberam 5ug de agonista do
receptor 5-HT,c — Ro 60-0175 ((S)-2-(6-chloro-5- fluoroindol-1-yl)-1-
methylethylamine fumarate) (F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel®) — no volume
de 5ul via ICV (FLETCHER et al., 2009);

4- Grupo SAL+CP(3ug): animais do grupo SAL receberam 3ug de agonista do
receptor 5-HT.;5 — CP 93129 (Tocris Biosciences®) — no volume de 5ul via
ICV (CLISSOLD et al., 2013);

5- Grupo SAL+CP(5ug): animais do grupo SAL receberam 5ug de agonista do
receptor 5-HT;5 — CP 93129 (Tocris Biosciences®) — no volume de 5pl via
ICV (CLISSOLD et al., 2013);

6- Grupo FLX+ACSF: animais do grupo FLX receberam solucao fisioldgica de
“Artificial Cerebrospinal Fluid” (ACSF) no volume de 5yl via ICV (FLETCHER
et al., 2009; CLISSOLD et al., 2013);



55

7- Grupo FLX+Ro(3ug): animais do grupo FLX receberam 3ug de agonista do
receptor 5-HT,c — Ro 60-0175 ((S)-2-(6-chloro-5- fluoroindol-1-yl)-1-
methylethylamine fumarate) (F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel®) — no volume
de 5ul via ICV (FLETCHER et al., 2009);

8- Grupo FLX+Ro(5ug): animais do grupo FLX receberam 5ug de agonista do
receptor 5-HT,c - Ro 60-0175 ((S)-2-(6-chloro-5- fluoroindol-1-yl)-1-
methylethylamine fumarate) (F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel®) — no volume
de 5ul via ICV (FLETCHER et al., 2009);

9- Grupo FLX+CP(3ug): animais do grupo FLX receberam 3ug de agonista do
receptor 5-HT;5 — CP 93129 (Tocris Biosciences®) — no volume de 5ul via
ICV (CLISSOLD et al., 2013);

10-Grupo FLX+CP(5ug): animais do grupo FLX receberam 5ug de agonista do
receptor 5-HT,;5 — CP 93129 (Tocris Biosciences®) — no volume de 5pl via
ICV (CLISSOLD et al., 2013).

Figura 3 - Organograma dos grupos experimentais 2.

SAL
|
1 1 1 1 1
SAL+ACSF SAL+Ro(3pg) SAL+Ro(5pg) SAL+CP(3ug) SAL+CP(5ug)
FLX
|
1 1 1 1 1
FLX+ACSF FLX+Ro(3ug) FLX+Ro(5ug) FLX+CP(3pug) FLX+CP(5ug)

Fonte: BARROS (2019).

ApoOs 30 minutos da injecdo ICV, foi avaliado o comportamento alimentar
através da analise da Sequéncia Comportamental de Saciedade. Em seguida, os
animais foram anestesiados e eutanasiados através de perfusdo transcardiaca. Os
enceéfalos coletados apds estes procedimentos foram utilizados para realizacdo de

imunofluorescéncia contra proteina c-fos (Figura 4).
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Figura 4 - Desenho experimental 2.

Inicio da Fim da
administracdo administragéo Antes da _Apdsa
de fluoxetina de fluoxetina Estereotaxia injecdo ICV injecdo ICV
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| Lactacédo | | | |
Avaliagdes: Avaliacdes: Avaliacoes:
- Peso corporal (1°- - Peso corporal - Sequéncia Comportamental
21°DPN) . de Saciedade
- Eutanasia para coleta de
encéfalos para
imunofluorescéncia

Fonte: BARROS (2019).

6.3.1 Peso corporal

O peso corporal foi mensurado do 1° ao 21° DPN (diariamente) e aos 90 dias
de vida antes da injegdo ICV com agonistas 5-HT. Para esta avaliagao, foi utilizada

balanca de preciséo (Marte®).
6.3.2 Estereotaxia

No dia anterior a estereotaxia, foi adicionado analgésico na agua dos animais
(paracetamol em gotas, 1 gota/ml). Essa analgesia foi mantida até o 5° dia de poés-
operatoério. O procedimento cirtrgico foi realizado apds anestesia via intramuscular
com Ketamina (100mg/Kg) e Cloridrato de Xilazina (12mg/Kg). Em seguida a perda
do reflexo ciliar, os ratos foram colocados sobre placa de aquecimento (Insight®) a
37°C, fixados ao equipamento estereotaxico (Insight®) e submetidos a cirurgia para
canulacdo de acordo com método previamente descrito (PAXINOS et al., 1980;
CARVALHEIRA et al., 2001).

A perfuracdo do cranio para implantacdo da canula obedeceu as seguintes
coordenadas, a partir do bregma, segundo as diretrizes do atlas estereotaxico de
Paxinos e Watson (2005): -1 mm no eixo antero-posterior, -2 mm no eixo latero-
lateral e -5 mm no eixo cranio-caudal (Figura 2). Ao término do procedimento
cirdrgico, foi aplicada dose Unica de Pentabidtico via subcutanea (10ul/100g). Os
animais foram mantidos aquecidos com manta até completa recuperagcéo anestésica
(Figura 5).
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Para a realizagéo das inje¢des ICV, foi utilizada seringa de Hamilton (100 pl)
conectada a um tubo de prolipropileno fixado a uma agulha gengival (G30 — extra
curta) com resina acrilica (Vipiflash®). A ponta da agulha foi retirada e reduzida para
gue seu tamanho fosse exatamente igual ao da canula a ser implantada (evitando
perda de volume em espaco morto). No momento da injecdo ICV, as patas
anteriores do animal acordado foram gentilmente cruzadas e imobilizadas utilizando-
se uma flanela. Dessa forma, a regido dorsal da cabeca onde estava a canula
implantada na estereotaxia foi exposta para execucdo da injecdo ICV. Este
procedimento durou até um minuto. As injecbes de ACSF e dos agonistas

serotoninérgicos foram realizadas da mesma forma.

Figura 5 - Cirurgia de Estereotaxia.

Eixo antero-posterior

Eixo latero-lateral ‘ o

Eixo dorso-ventral - v —» Mandril
4 Ly— : \\
>Canula .

Figure 41

Fonte: BARROS (2019). As coordenadas -1 mm no eixo antero-posterior, -2 mm no eixo
latero-lateral e -5 mm no eixo cranio-caudal sdo seguidas de modo a ser encontrado o
ventriculo lateral direito para insercao de canula.

6.3.3 Sequéncia Comportamental de Saciedade com agonistas 5-HT

Para realizacdo da SCS no experimento 2, animais com 90 dias de vida
também foram submetidos a jejum de trés horas. O jejum foi iniciado as 14 horas

(seis horas ap6s o inicio da fase escura do ciclo de luz) horario que corresponde ao
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inicio do segundo pico circadiano de alimentagcédo dos ratos (SANCHEZ et al., 2008).
Trinta minutos antes da SCS (16h30min.), os animais foram pesados e submetidos
as injecbes ICV de ACSF, agonista 5-HT,5 ou agonista 5-HT,c de acordo com os
grupos previamente descritos. A filmagem para o estudo da SCS foi iniciada as 17
horas. A avaliagdo do comportamento alimentar foi realizada como descrito no
subcapitulo 6.2.5 (HALFORD et al., 1998).

6.3.4 Imunofluorescéncia contra proteina c-fos

No experimento 2, a reatividade neuronal no Arc foi avaliada aos 90 dias de
vida através de imunofluorescéncia contra proteina c-fos. Apds a SCS (duracéo de
uma hora), o alimento continuou disponivel por mais trinta minutos, somando
noventa minutos de exposicdo alimentar. A perfusdo transcardiaca assim como o
armazenamento e a criossecacao dos encéfalos foi realizada conforme descrito no

subcapitulo 6.2.6.

Ja4 em relacdo a reacdo de imunofluorescéncia contra proteina c-fos, as
reacdes primaria e secundaria para a marcacdo da proteina c-fos ocorreu como
descrito no subcapitulo 6.2.4. A visualizacdo das laminas e a captura das imagens

também foram realizadas conforme descrito no subcapitulo 6.2.6.
6.3.5 Estatistica

Os dados foram apresentados sob a forma de média + erro padrdo da média
(EPM). Para a andlise do peso corporal entre os grupos SAL e FLUO, foi realizado o
teste t student (p<0,05). Para a analise do consumo alimentar relativo, tempos de
alimentagdo, limpeza e descanso, taxa alimentar e quantidade de neurdnios
imunorreativos entre 0s grupos SAL+ACSF, SAL+Ro(3ug), SAL+Ro(5u0),
SAL+CP(3ug), SAL+CP(5ug), FLUO+ACSF, FLUO+Ro(3ug), FLUO+Ro(5ug),
FLUO+CP(3ug) e FLUO+CP(5ug), foi realizada analise de variancia (ANOVA one
way) e Tukey's Post Test (p<0,05). O programa GraphPad Prism 5® foi utilizado

para analise estatistica e obtencdo dos gréaficos representativos.
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7 RESULTADOS
7.1 EXPERIMENTO 1

Durante o periodo neonatal, o peso corporal dos filhotes foi mensurado
diariamente (Figura 6.A). O grupo CTRL+FLX apresentou menor peso corporal em
relacdo ao CTRL+SAL a partir do 14° DPN (p<0.05 no 14° DPN; p<0.01 no 15° e 16°
DPN; p<0.001 do 17°-21° DPN). J& os animais do grupo DHH+SAL tiveram maior
peso corporal, ja a partir do 13° DPN (p<0.05 no 13° DPN; p<0.01 no 14° DPN;
p<0.001 do 15°-21° DPN), quando comparado ao grupo CTRL+SAL. Assim como 0s
animais dos grupos CTRL, o grupo DHH+FLX apresentou menor peso corporal em
relacdo ao grupo DHH+SAL a partir do dia 11° DPN (p< 0.05 no 11° DPN; p<0.01 no
12° DPN; p<0.001 do 13°-21° DPN). Nao foi observada diferenca entre 0s grupos
DHH+FLX e CTRL+SAL. Os animais do grupo DHH+FLX apresentaram maior peso
corporal quando comparados aos do grupo CTRL+FLX apenas no final do periodo
neonatal (20° e 21° DPN; p<0.01 e p< 0.05). Desde o 10° DPN, o grupo DHH+SAL
ja apresentou maior peso corporal comparando-se com o grupo CTRL+FLX (p<0.05
no 10° DPN; p<0.01 no 11° DPN; p<0.001 do 12°-21° DPN).

Figura 6 - (A) Peso corporal neonatal (1°-21° DPN) e (B) no 30° DPN.
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Ratas Wistar receberam dieta controle (CTRL, n=12) ou dieta hiperlipidica/hipercalérica (DHH, n=8) 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%, 10 pl/g, n=4/ninhada) e outra metade com fluoxetina (10mg/Kg, 10 pl/g,
n=4/ninhada), constituindo os seguintes grupos experimentais: CTRL+SAL, CTRL+FLX, DHH+SAL e DHH+FLX.
Dados expressos em MD+DP: Two Way ANOVA, pos-teste de Bonferroni. (A): CTRL+SAL e CTRL+FLX (n=12
ninhadas); DHH+SAL e DHH+FLX (n=8 ninhadas). * representa as diferengas entre os grupos CTRL+SAL e
CTRL+FLX; # representa as diferengas entre os grupos CTRL+SAL e DHH+SAL; % representa as diferencas
entre os grupos DHH+SAL e DHH+FLX; $ representa as diferengas entre os grupos DHH+FLX e CTRL+FLX; &
representa as diferencas entre os grupos DHH+SAL e CTRL FLX. (B): CTRL+SAL e CTRL+FLX (n=12
animais/grupo); DHH+SAL e DHH+FLX (n=10 animais/grupo).
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Apo6s término do tratamento neonatal com fluoxetina, os animais também
foram avaliados quanto ao peso corporal no 30° DPN (Figura 6.B). No entanto, n&do
foi observado efeito da dieta perinatal ou da inibicdo neonatal da receptacdo de

serotonina sobre o peso corporal na prole jovem.

As medidas murinométricas mensuradas no periodo neonatal estdo
apresentadas na Tabela 3 sob a forma de média + desvio padrdo (Tabela 3). Nado
foram observados efeitos da exposicdo perinatal a dieta DHH nem da INRS sobre a
circunferéncia abdominal durante o periodo neonatal (p>0,5). No entanto, aos 30
dias de vida o grupo DHH+SAL (11,13 + 1,71) apresentou maior circunferéncia
abdominal em relacdo ao grupo CTRL+SAL (9,46 + 0,57) (p<0,01). O grupo
DHH+FLX (9,93 + 1,72) também apresentou essa medida maior em relacdo ao
grupo CTRL+FLX (8,71 + 0,48) (p<0,05).

Em relacdo a circunferéncia toracica, o grupo DHH+FLX obteve menor
medida quando comparado ao grupo CTRL+SAL, aos 14 e 21 dias de vida (p<0,01 e
p<0,001, respectivamente). O grupo DHH+FLX (6,39 + 0,30) também apresentou
menor circunferéncia toracica em relacdo ao DHH+SAL (6,83 + 0,25), apenas no
PND14 (p<0,05). Mas, nao foram observadas diferencas entre 0s grupos
experimentais na prole jovem. Aos 21 dias de vida, observou-se que o comprimento
naso-anal no grupo CTRL+FLX (104,25 + 8,18) foi menor em relacdo ao grupo
CTRL+SAL (114,10 + 8,18) (p<0,001).

Também foi demonstrado que o grupo DHH+FLX apresentou menor
comprimento naso-anal em relagdo ao CTRL+SAL tanto no 14° quanto no 21° dia de
vida (p<0,001 e p<0,01, respectivamente). Além disso, os animais DHH+SAL
(115,34 + 6,74) tiveram essa mesma medida maior que os animais CTRL+FLX
(104,25 + 8,18) no PND 21 (p<0,001). Por fim, o comprimento naso-anal no grupo
DHH+FLX foi menor em relagdo ao DHH+SAL, no 14° e 21° dia neonatal (p<0,01 e
p<0,001, respectivamente). No PND 30, ndo foram demonstratadas diferencas entre
os grupos. No gue diz respeito aos eixos antero-posterior e latero-lateral da cabeca,
nao foram observados efeitos da dieta DHH ou da INRS, no periodo neonatal ou na

vida jovem, entre os grupos experimentais estudados.
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Em relacdo ao comprimento da cauda, o grupo CTRL+FLX (61,40 + 6,31)
desenvolveu um menor comprimento quando comparado ao CTRL+SAL (68,53 +
8,41) no PND21 (p<0,01). O grupo DHH+FLX também teve menor comprimento em
relacdo ao CTRL+SAL, no PND 14 e 21 (p<0,05). O grupo DHH+SAL (70,01 + 6,38),
por outro lado, teve maior comprimento em relacdo aos animais CTRL+FLX (61,40 +
6,31) no PND21 (p<0,001). Ademais, os animais DHH+FLX (62,23 + 5,84)
desenvolveram menor tamanho de cauda em relacdo aos DHH+SAL (70,01 + 6,38)
(p<0,01). Aos 30 dias, ndo foram obervadas diferencas de comprimento de cauda

Nesses grupos.

Ainda com base nos parametros das medidas murinométricas, também foram
avaliados o IMC e indice de Lee. O grupo DHH+SAL apresentou maior IMC em
relacdo aos animais CTRL+SAL, no PND14 e 21 (p<0,05). Da mesma forma, o
grupo DHH+SAL também teve um maior IMC quando comparado ao CTRL+FLX
tanto no PND14 quanto no PND21 (p< 0,05 e p<0,01, respectivamente). J& 0 grupo
DHH+FLX (0,32 + 0,03) obteve menor IMC em comparagdo com DHH+SAL (0,37 +
0,01) (p<0,05) apenas no 21° dia de vida. No entanto, tais diferencas ndo se

mantiveram até a vida jovem (30 dias).

Quanto ao indice de Lee, esse parametro foi menor (p<0,05) no grupo
CTRL+FLX (1,48 + 0,03) em relacdo ao CTRL+SAL (1,54 + 0,04) no PND21. Ja no
grupo DHH+SAL, esse indice foi maior do que o CTRL+SAL aos 14 e 21 dias de
vida (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). Esse mesmo grupo (DHH+SAL) também
apresentou maior indice de Lee em relacdo ao CTRL+FLX aos 14 e 21 dias
(p<0,001, para ambas as idades). E, por fim, no grupo DHH+FLX esse parametro foi
menor do que no grupo DHH+SAL tanto no PND14 quanto no PND21 (p<0,001, para
ambas as idades). Essas caracteristicas murinométricas ndo foram observadas

também aos 30 dias de vida.

Para o estudo do comportamento alimentar em relagcdo as intervencodes
perinatais, foram avaliados o consumo alimentar diario (CAD) do 29°-32° DPN e a
Sequéncia Comportamental de Saciedade (SCS) no 32° DPN. N&ao houve efeito da
exposicao perinatal a dieta hiperlipidica/hipercalorica ou do tratamento neonatal com
fluoxetina sobre o CAD do 29° ao 32° dia de vida (Figura 7). Também n&o houve
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efeito da dieta perinatal ou da inibicdo neonatal da recaptacéo de serotonina sobre o

consumo alimentar na SCS aos 32 dias de vida (Figura 8).

Tabela 3 - Medidas murinométricas no 2°, 7°, 14°, 21° e 30° DPN.

Medida Idade CTRL+SAL CTRL+FLX DHH+SAL DHH+FLX
(n=9) (n=9) (n=10) (n=10)
Circunferéncia 2 4,61 + 0,26 4,65 + 0,22 4,64 + 0,39 4,55 + 0,44
Abdominal 7 5,53 + 0,26 5,33 + 0,06 5,80 + 0,34 5,65 + 0,48
(cm) 14 7,08 + 0,92 6,72 + 0,85 7,19 + 0,36 6,70 + 0,35
21 8,30 + 0,84 7,76 + 0,87 8,35+ 0,70 7,75 + 0,54
30 9,46 + 0,57 8,71 + 0,48 11,13 +1,71** 9,93 +1,72*
Circunferéncia 2 4,46 + 0,23 451 +0,17 4,28 + 0,40 4,28 + 0,24
Torécica (cm) 7 5,37 + 0,16 5,31+ 0,10 5,37 + 0,30 5,33+ 0,45
14 7,04 + 0,54 6,77 + 0,57 6,83 + 0,25 6,39 + 0,30**
21 7,78 + 0,65 7,32 + 0,63 7,41 + 0,34 7,05 + 0,22***
30 8,72 + 0,59 7,75 + 0,38 9,09+ 1,12 8,33 + 0,88
Comprimento 2 59,15 + 4,30 60,23 + 3,33 55,52 + 4,57 55,02 + 4,69
Naso-anal 7 72,76 + 4,84 71,62 + 4,05 69,71 + 5,15 67,47 + 4,06
(mm) 14 92,20 + 4,33 86,69 + 3,35 90,51 + 5,08 82,91 +
3,89***
21 114,10 + 8,18 104,25 + 8,18*** 115,34 + 6,74** 105,37 +
5,63**
30 136,01 + 7,22 124,38 + 6,98 136,39 + 13,10 124,78 + 14,89
Eixo 2 19,48 + 1,78 19,59 + 1,97 17,52 + 0,39 17,52 + 2,14
Antero- 7 24,76 + 1,86 24,73 + 1,40 22,84 + 2,00 22,63 + 2,33
Posterior 14 29,12 + 2,29 29,34 + 1,55 29,00 + 2,54 28,18 + 2,46
da Cabeca 21 33,42 + 1,90 32,46 + 2,18 33,40+ 1,42 31,93 + 1,53
(mm) 30 37,26 + 1,91 35,48 + 1,48 36,92 + 1,74 35,15 + 1,47
Eixo 2 11,87 + 0,90 11,88 + 0,73 11,20 + 0,66 11,31 + 1,07
Latero-lateral 7 14,64 + 0,55 14,52 + 0,48 14,25 + 0,76 13,70 + 0,96
da cabeca 14 17,63 + 0,78 16,58 + 0,46 17,15 + 1,36 16,34 + 1,07
(mm) 21 18,06 + 1,20 17,60 + 1,20 19,17 + 1,85 18,35+ 2,11
30 19,90 + 1,46 18,76 + 1,36 20,62 + 1,69 20,14 + 1,97
Comprimento 2 23,91 + 3,01 23,85 + 2,89 19,95 + 1,60 19,80 + 2,85
Cauda (mm) 7 34,74 + 3,64 34,39 + 2,56 30,78 + 3,17 29,82 + 3,54
14 51,29 + 7,05 48,56 + 4,65 48,32 + 3,58 45,28 + 3,79*
21 68,53 + 8,41 61,40 + 6,31** 70,01 + 6,38*** 62,23 + 5,84**
30 95,12 + 6,74 80,87 + 7,05 98,75 + 11,64 88,54 + 13,55
IMC ) 2 0,23 + 0,02 0,23 + 0,02 0,23 + 0,03 0,22 + 0,01
g/(CNA)? 7 0,29 + 0,04 0,3 +0,02 0,30 + 0,01 0,28 + 0,02
14 0,32 + 0,01 0,32 + 0,02 0,37 + 0,03* 0,34 + 0,03
21 0,32 + 0,03 0,31 + 0,03 0,37 + 0,01** 0,32 + 0,03*
30 0,43 + 0,04 0,41 + 0,05 0,45 + 0,06 0,42 + 0,02
Indice de Lee 2 1,09 + 0,03 1,10 + 0,03 1,10 + 0,05 1,08 + 0,02
7 1,27 + 0,05 1,27 + 0,03 1,31 + 0,03 1,25 + 0,03
14 1,43 + 0,02 1,39 + 0,03 1,52 + 0,04*** 1,42 + 0,04***
21 1,54 + 0,04 1,48 + 0,03* 1,66 + 0,02*** 1,52 + 0,05***
30 1,82 +0,06 1,74 + 0,07 1,89 + 0,05 1,81 + 0,03

Dados expressos em MD+DP: Two Way ANOVA medidas repetidas para as varidveis mensuradas do
periodo neonatal (PND2-21) e Two Way ANOVA para o 30° dia de vida, pos-teste de Bonferroni.
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Figura 7 - Consumo alimentar diario (CAD) do 29° ao 32° DPN.
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Ratas Wistar receberam dieta controle (CTRL, n=12) ou dieta hiperlipidica/hipercalérica (DHH, n=10)
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%, 10 pl/g, n=4/ninhada) e outra metade com
fluoxetina (10mg/Kg, 10 pl/g, n=4/ninhada), constituindo os seguintes grupos experimentais:
CTRL+SAL e CTRL+FLX (n=12 animais/grupo); DHH+SAL e DHH+FLX (n=10 animais/grupo). Dados
expressos em MD+DP: Two Way ANOVA, pos-teste de Bonferroni.

Figura 8 - Consumo alimentar na Sequéncia Comportamental de Saciedade (SCS)

no 32° DPN.
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Ratas Wistar receberam dieta controle (CTRL, n=12) ou dieta hiperlipidica/hipercalérica (DHH, n=10)
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%, 10 pl/g, n=4/ninhada) e outra metade com
fluoxetina (10mg/Kg, 10 pl/g, n=4/ninhada), constituindo 0s seguintes grupos experimentais:
CTRL+SAL e CTRL+FLX (n=12 animais/grupo); DHH+SAL e DHH+FLX (n=10 animais/grupo). Dados
expressos em MD+DP: Two Way ANOVA, pos-teste de Bonferroni.
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Para avaliacédo do efeito da dieta experimental perinatal e do tratamento com
fluoxetina sobre gasto energético na prole jovem, algumas variaveis relacionadas
foram analisadas no 28° e 30° DPN (Figuras 9 e 10). Nao foi observada diferenca
entre 0s grupos experimentais em relacdo as variaveis analisadas no campo aberto
aos 28 dias de vida (Figura 9.A, B, C e D). Da mesma forma, ndo houve efeito da
exposicdo perinatal & dieta hiperlipidica/hipercaldrica ou do tratamento neonatal com

fluoxetina sobre a temperatura corporal ou peso relativo do TAM no 30° DPN (Figura
10.A e B).

Figura 9 - (A) Gasto energético total, (B) velocidade média, (C) distancia total e (D)

real no campo aberto no 28° DPN.
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Ratas Wistar receberam dieta controle (CTRL, n=8) ou dieta hiperlipidica/hipercalérica (DHH, n=8) do
1° dia de gestacao até o 21° dia de lactacao. Do 1° ao 21° DPN, em cada ninhada (n=8), metade dos
filhotes foi tratada com salina estéril (NaCl 0.9%, 10 pl/g, n=4/ninhada) e outra metade com fluoxetina
(10mg/Kg, 10 pl/g, n=4/ninhada), constituindo os seguintes grupos experimentais: CTRL+SAL (n=8
animais), CTRL+FLX (n=8 animais), DHH+SAL (n=8 animais) e DHH+FLX (n=8 animais). Dados
expressos em MD+DP: Two Way ANOVA, pos-teste de Bonferroni.
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Figura 10 - (A) Temperatura corporal e (B) peso relativo do tecido adiposo marrom
(TAM) no 30° DPN.
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Ratas Wistar receberam dieta controle (CTRL, n=11) ou dieta hiperlipidica/hipercalérica (DHH, n=8)
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%, 10 pl/g, n=4/ninhada) e outra metade com
fluoxetina (10mg/Kg, 10 pl/g, n=4/ninhada), constituindo 0s seguintes grupos experimentais:
CTRL+SAL, CTRL+FLX, DHH+SAL e DHH+FLX. Dados expressos em MD+DP: Two Way ANOVA,
pos-teste de Bonferroni. (A): CTRL+SAL e CTRL+FLX (n=11 animais/grupo) e DHH+SAL e DHH+FLX
(n=8 animais/grupo). (B): CTRL+SAL e CTRL+FLX (n=8 animais/grupo) e DHH+SAL e DHH+FLX
(n=5 animal/grupo).

No 29° DPN, para avaliacdo do efeito da exposicdo perinatal a dieta
hiperlipidica/hipercalérica associada ao tratamento neonatal com fluoxetina sobre o
metabolismo dos carboidratos, foi realizado o teste de tolerancia a glicose (TTG)
(Figura 11). Nao houve diferenca entre os grupos experimentais em relacdo a
glicemia em jejum ou aos 30, 60, 90 e 120 minutos apds dose intraperitoneal de
glicose (Figura 11.A). Ja no que diz respeito a “area under the curve”, os animais do
grupo DHH+FLX apresentaram uma maior area quando comparados com 0s animais
CTRL+FLX (p<0,05) (Figura 11.B).

ApoOs eutanasia por decapitacdo no 30° DPN, os coxins do tecido adiposo
branco e alguns érgaos foram dissecados para pesagem e estdo apresentados na
forma de Média+Desvio Padrdo na Tabela 4. Nao foram observadas diferencas entre
0S grupos experimentais avaliados tanto em relacdo aos coxins adiposos
mensurados quanto ao tecido adiposo total. Da mesma forma, os pesos dos 6rgaos
avaliados apos dissecacao nao foram diferentes em fungéo da intervencéao perinatal,
dieta DHH ou ISRS (Tabela 4).



Figura 11 - (A) Curva glicémica e (B) “area under the curve” no 29° DPN.
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Ratas Wistar receberam dieta controle (CTRL, n=9) ou dieta hiperlipidica/hipercalérica (DHH, n=7) do
1° dia de gestacéo 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%, 10 pl/g, n=4/ninhada) e outra metade com fluoxetina
(10mg/Kg, 10 pl/g, n=4/ninhada), constituindo os seguintes grupos experimentais: CTRL+SAL (n=9),
CTRL+FLX (n=9), DHH+SAL (n=7) e DHH+FLX (n=7). Dados expressos em MD+DP: Two Way

ANOVA, pés-teste de Bonferroni.

Tabela 4 - Peso relativo de coxins do tecido adiposo branco e 6rgaos no 30° DPN.

CTRL DHH
SAL (n=8) FLX (n=8) SAL (n=5) FLX (n=5)
TAB inguinal (g/g*10% 35,41 + 14,68 25,02 + 34,89 + 14,84 27,11 +
14,83 11,44
TAB perirenal (g/g*10%) 6,15 + 2,07 4,27 + 2,34 4,44 + 2,48 3,24 +
1,13
TAB retroperitoneal 1291+289 8,78+3,16 15,37+ 4,65 10 + 2,52
(9/9*10%)
TAB mesentérico 53,82 + 32,54 58,89 + 44,17 + 5,57 31,29 +
(9/g*10% 31,97 20,76
TAB epididimal (g/g*10% 17,46 + 3,32 1354+4,19 19,48 + 3,75 15,89 +
4,81
TAB total (g/g*10°) 14,06 + 4,55 12,17 + 4,53 14,23 + 0,47 11,34 +
2,81
Encéfalo (g/g*10°) 18,72+255 21,95+3,39 18,74+ 1,78 21,55 +
1,96
Rim (g/g*10% 64,90 + 6,64 67,05+857 67,88+ 9,36 65,54 +
11,27
Baco (g/g*10%) 3555+6,72 38,75+4,69 40,64+ 15,74 36,67 +
8,34
Figado (g/g*10°) 58,12 +5,79 56,55+7,26 58,70 + 8,33 57,41 +
9,37
Corac&o (g/g*10% 58,99 +9,65 62,20+9,26 72,68 + 14,46 68,05 +
11,89
Supra-renal (g/g*10°) 14,11 + 3,72 21,87 +8,43 18,42 + 3,15 19,55 +

458
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7.2 EXPERIMENTO 2

No periodo neonatal, o grupo FLX apresentou menor peso corporal em
comparacao com o grupo SAL no 11° DPN (p<0.05). A partir do 12° dia de vida, a
diferenca entre estes grupos experimentais aumentou (p<0.001) e os animais FLX
mantiveram um menor peso corporal em relagdo aos animais SAL até o desmame
(Figura 12.A). Na vida adulta, o padrdo observado durante a lactagcdo também foi
mantido. O grupo FLX (283.7 + 7.906; n=22) apresentou menor peso corporal
quando comparado com o grupo SAL (333.4 £ 9.939; n=18) aos 90 dias de vida
(p=0.0003) (Figura 12.B).

Figura 12 - (A) Peso corporal neonatal (1°-21° DPN) e (B) no 90° DPN.
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Do 1° ao 21° DPN, em cada ninhada (n=8), metade dos filhotes foi tratada com salina estéril (NaCl
0.9%, 10 ul/g, n=4/ninhada) e outra metade com fluoxetina (10mg/Kg, 10 ul/g, n=4/ninhada),
constituindo os seguintes grupos experimentais: Salina (SAL, n=15 ninhadas) e Fluoxetina (FLX,
n=15 ninhadas). (A) Dados expressos em MD+DP: Two Way ANOVA, pés-teste de Bonferroni. *
representa as diferengas entre os grupos SAL e FLX. *p < 0.05; ***p < 0.001. (B) Dados expressos
em MD+DP: Teste t. * representa a diferenca entre os grupos SAL (n=18 animais) e FLX (n=22
animais); ***p=0.0003.

No 90° DPN, apos injecdo ICV de ACSF, agonista do receptor 5-HT,c (Ro-
600175) ou 5-HT;g (CP 93 129), o consumo alimentar na Sequéncia
Comportamental de Saciedade (SCS) foi quantificado. Nao foi observada diferenca
entre os animais dos grupos SAL e FLX que receberam injecdo ICV de ACSF ou
agonista R0-600175 nas doses de 3 ou 5 pg (Figura 13.A). Por outro lado, houve
reducdo do consumo alimentar em resposta a injecdo ICV do agonista CP 93 129
entre os animais SAL (Figura 13.B). O grupo SAL+CP(3ug) apresentou menor
consumo alimentar em comparagao com o grupo SAL+ACSF (p<0.01). Esta reducao

do consumo alimentar foi ainda maior entre os grupos SAL+CP(5ug) e SAL+ACSF
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(p<0.0001). N&o foi observado o mesmo efeito da injecdo ICV do agonista CP 93
129, nas doses de 3 ou 5 ug, entre os animais FLX. Consequentemente, 0S grupos
SAL+CP(3ug) e SAL+CP(5ug) apresentaram menor consumo alimentar em relacéo
aos grupos FLX+CP(3ug) e FLX+CP(5ug) (p<0.001 e p<0.0001), respectivamente.

Figura 13 - Consumo alimentar (g/g)*100 durante a sequéncia comportamental de
saciedade (SCS).
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Ratas Wistar (n=15) foram utilizadas. Do 1° ao 21° DPN, em cada ninhada (n=8), metade dos filhotes
foi tratada com salina estéril (NaCl 0.9%, 10 pl/g, n=4/ninhada) e outra metade com fluoxetina
(10mg/Kg, 10 pl/g, n=4/ninhada), constituindo os seguintes grupos experimentais: Salina (SAL, n=15
ninhadas) e Fluoxetina (FLX, n=15 ninhadas). Na vida adulta, estes grupos foram submetidos a
injecdo intracerebroventricular (ICV) de ACSF (artificial cerebrospinal fluid) e (A) Ro-600175 (agonista
do receptor 5-HT,c) ou (B) CP 93 129 (agonista do receptor 5-HT;g), nas doses de 3 ou 5 pg, 30
minutos antes da SCS. Dados expressos em MD+DP: One Way ANOVA, pés-teste de Tukey, p <
0,05. * representa o efeito da inje¢&o ICV entre os animais SAL. # representa o efeito da injecdo ICV
entre os animais SAL x FLX.

Os comportamentos de alimentacdo, limpeza e descanso também foram
analisados na SCS aos 90 dias de vida. Em relacdo ao tempo de alimentacéo, néo
houve diferenca entre os animais dos grupos SAL e FLX que receberam injecao ICV
de ACSF ou agonista Ro-600175 nas doses de 3 ou 5 pg (Figura 14.A). Por outro
lado, as analises demonstraram reducdo do tempo de alimentacdo em resposta a
injecdo ICV do agonista CP 93 129 entre os animais SAL (Figura 14.B). O grupo
SAL+CP(3ug) apresentou menor tempo de alimentacdo em comparagdo com O
grupo SAL+ACSF. Também houve reducdo do tempo de alimentagdo entre o0s
grupos SAL+CP(5pg) e SAL+ACSF (p=0.0002). Este mesmo efeito nao foi
observado entre os animais FLX apos injecdo ICV do agonista CP 93 129 nas doses
de 3 ou 5 pg. Quanto aos tempos de limpeza e descanso (Figuras 14.C, D, E e F)

também n&o foi identificada diferenca entre os animais dos grupos SAL e FLX em
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resposta a injecdo ICV de ACSF, agonista Ro-600175 ou CP 93 129 nas doses de 3
ou 5 ug.

Aos 90 dias de vida, o ponto de saciedade também foi analisado na SCS
(Figuras 15 e 16). O ponto de saciedade na SCS corresponde ao ponto de
interseccdo entre as linhas que representam os tempos de alimentacdo e descanso.
Foi observada antecipacdo do ponto de saciedade em resposta a injecao ICV de
agonista R0-600175 nas doses de 3 ou 5 ug entre os grupos SAL [SAL+ACSF,
SAL+ Ro(3ug) e SAL+ Ro(5ug)] e FLX [FLX+ACSF, FLX+ Ro(3ug) e FLX+ Ro(5ug)]
(Figura 9). Do mesmo modo, antecipacdo do ponto de saciedade em resposta a
injecdo ICV de agonista CP 93 129 nas doses de 3 ou 5 pg entre 0os grupos SAL
[SAL+ACSF, SAL+CP(3ug) e SAL+CP(5ug)] e FLX [FLX+ACSF, FLX+CP(3ug) e
FLX+CP(5ug)] (Figura 10). Dessa forma, foi possivel constatar o efeito da injecédo
ICV com os agonistas R0-600175 e CP 93 129 sobre o ponto de saciedade. No
entanto, ndo se pode afirmar um efeito da inibicdo neonatal da recaptacdo de
serotonina sobre o ponto de saciedade na SCS em resposta a inje¢cdo ICV com o0s

agonistas serotoninérgicos.

Ademais, também foi realizado o procedimento de imunofluorescéncia contra
proteina c-fos no tecido encefalico para quantificacdo do nimero de neurbnios ativos
para cada estimulo (agonistas serotoninérgicos) no nucleo arqueado do hipotalamo.
No entanto, ndo foram identificadas diferencas estatisticas entre os grupos
experimentais avaliados (p>0,05).



70

Figura 14 - (A e B) Tempos de alimentacgéao, (C e D) limpeza e (E e F) descanso
(segundos) durante a sequéncia comportamental de saciedade (SCS).
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(A e B) Tempos de alimentacéo, (C e D) limpeza e (E e F) descanso (segundos) durante a sequéncia
comportamental de saciedade (SCS). Ratas Wistar (n=15) foram utilizadas. Do 1° ao 21° DPN, em
cada ninhada (n=8), metade dos filhotes foi tratada com salina estéril (NaCl 0.9%, 10 ul/g,
n=4/ninhada) e outra metade com fluoxetina (10mg/Kg, 10 pl/g, n=4/ninhada), constituindo os
seguintes grupos experimentais: Salina (SAL, n=15 ninhadas) e Fluoxetina (FLX, n=15 ninhadas). Na
vida adulta, estes grupos foram submetidos a injecao intracerebroventricular (ICV) de ACSF (artificial
cerebrospinal fluid) e (A, C e E) Ro-600175 (agonista do receptor 5-HT,¢c) ou (B, D e F) CP 93 129
(agonista do receptor 5-HT,z), nas doses de 3 ou 5 pg, 30 minutos antes da SCS. Dados expressos
em MD+DP: One Way ANOVA, pos-teste de Tukey, p < 0,05. * representa o efeito da inje¢éo ICV
entre os animais SAL.
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Figura 15 - Ponto de saciedade durante a sequéncia comportamental de saciedade
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Ponto de saciedade durante a sequéncia comportamental de saciedade (SCS). Ratas Wistar (n=15)
foram utilizadas. Do 1° ao 21° DPN, em cada ninhada (n=8), metade dos filhotes foi tratada com
salina estéril (NaCl 0.9%, 10 ul/g, n=4/ninhada) e outra metade com fluoxetina (10mg/Kg, 10 ul/g,
n=4/ninhada), constituindo os seguintes grupos experimentais: Salina (SAL, n=15 ninhadas) e
Fluoxetina (FLX, n=15 ninhadas). Na vida adulta, estes grupos foram submetidos & injecao
intracerebroventricular (ICV) de ACSF (artificial cerebrospinal fluid) e Ro0-600175 (agonista do
receptor 5-HT,¢) nas doses de 3 ou 5 g, 30 minutos antes da SCS. Dados expressos em média.
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Figura 16 - Ponto de saciedade durante a sequéncia comportamental de saciedade
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Ponto de saciedade durante a sequéncia comportamental de saciedade (SCS). Ratas Wistar (n=15)
foram utilizadas. Do 1° ao 21° DPN, em cada ninhada (n=8), metade dos filhotes foi tratada com
salina estéril (NaCl 0.9%, 10 ul/g, n=4/ninhada) e outra metade com fluoxetina (10mg/Kg, 10 pl/g,
n=4/ninhada), constituindo os seguintes grupos experimentais: Salina (SAL, n=15 ninhadas) e
Fluoxetina (FLX, n=15 ninhadas). Na vida adulta, estes grupos foram submetidos & injecao
intracerebroventricular (ICV) de ACSF (artificial cerebrospinal fluid) e CP 93 129 (agonista do receptor
5-HT33), nas doses de 3 ou 5 pg, 30 minutos antes da SCS. Dados expressos em média.
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8 DISCUSSAO
8.1 EXPERIMENTO 1

No que diz respeito a evolucdo ponderal, a exposicdo perinatal a dieta
hiperlipidica/hipercaldrica (DHH) promoveu aumento do peso corporal, do IMC e do
indice de Lee durante a fase neonatal. Por outro lado, a inibicdo neonatal da
receptacdo de serotonina (INRS) causou reducdo do peso corporal, do IMC e do
indice de Lee tanto nos neonatos expostos a uma dieta padréo de biotério quanto na
prole provinda de maes alimentadas com dieta DHH durante a gestacao e lactacao.
Ou seja, em termos de peso corporal, IMC e incide de Lee, a INRS parece ter sido
capaz de reverter o efeito da exposi¢céo perinatal a dieta DHH durante o periodo de
intervencdo. Dessa forma, é possivel que o aumento neonatal da disponibilidade
sinaptica de serotonina possa compensar alguma “deficiéncia” no desenvolvimento
do sistema serotoninérgico causada pela dieta DHH. J& na idade jovem, ndo foram
observadas diferencas entre os grupos experimentais avaliados em relacdo a esses

trés parametros.

Corroborando com nossos achados, varios estudos tanto em humanos quanto
em animais apontam que a exposicdo materna a dietas hiperlipidicas e
hipercal6ricas causam sobrepeso ou obesidade na prole/descendentes em curto e
longo prazo (HERNANDEZ, GRAYSON et al., 2012; BENATTI, MELO et al., 2014;
LIANG, YANG et al, 2016). Através de uma revisdo sistematica, Barros e
colaboradores (2018) também apontam que os estudos que investigaram os efeitos
da INRS sobre o balanco energético observaram uma reducédo do peso corporal
durante o periodo de intervencdo (neonatal) bem como na vida jovem e adulta
(BARROS et al.,, 2018). Essa alteracdo do peso corporal pode estar associada a
varias caracteristicas fenotipicas relacionadas ao desenvolvimento somatico,
composicao corporal, comportamento alimentar, gasto e metabolismo energético.
Nesse sentido, estudos experimentais vém demonstrando que 0S mecanismos
adaptativos gerados pela exposicdo a dietas DHH e pela INRS que levam ao
aumento do peso corporal envolvem modificacbes fenotipicas no sistema

serotoninérgico.

No que diz respeito ao desenvolvimento somatico, essa variavel apresentou

BN

resultados semelhantes ao peso corporal. A exposicdo perinatal a dieta
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hiperlipidica/hipercalérica (DHH) gerou o aumento neonatal de medidas
murinométricas. J4 a inibicdo neonatal da receptacdo de serotonina (INRS)
promoveu reducdo do crescimento somatico neonatal tanto nos animais expostos a
uma dieta padrao de biotério quanto nos animais provindos de maes alimentadas
com dieta DHH durante a gestacdo e lactacdo. Ferro e colaboradores (2013)
corroboram com nossos achados demonstrando que a exposi¢cao perinatal a uma
dieta ocidentalizada promove maior crescimento somatico neonatal (comprimento
corporal) em ratos Wistar (FERRO CAVALCANTE; LIMA DA SILVA; DA
MARCELINO DA SILVA; MUNIZ et al., 2013). Por sua vez, varios estudos que
utilizaram diferentes farmacos inibidores seletivos da receptacdo de serotonina
(ISRS) também observaram reducdo do desenvolvimento somatico neonatal em
resposta a INRS (DEIRO et al., 2004; 2006).

Os mecanismos fisioldgicos subjacentes as adaptacbes fenotipicas citadas
acima envolvem o papel do sistema serotoninérgico sobre o desenvolvimento do
sistema esquelético. Niveis aumentados de 5-HT através de manipulacdes de
dietéticas durante periodos criticos de desenvolvimento reduzem os niveis do
hormonio do crescimento (GH) e a expresséo do fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF-1) no figado e musculo de neonatos (CASTROGIOVANNI et al.,
2014). Isso pode ocorrer pelo fato da 5-HT modular o hormonio liberador do
horménio do crescimento (GHRH) no hipotalamo e a secrecao hipofisaria do GH, um
efeito que depende do tipo de receptor serotoninérgico estimulado (VALVERDE et
al., 2000; PINILLA et al., 2001). Além disso, o aumento da atividade serotoninérgica
nos neurénios POMC e NPY durante a lactacdo através da INRS pode aumentar o
gasto energético bem como induzir hipofagia e gerar insuficiéncia energética que
impede o crescimento neonatal normal (HEISLER et al., 2006; MARSTON et al.,
2011).

Em nosso estudo, ndo observamos que a exposi¢cdo neonatal a fluoxetina
gera reducdo de medidas murinométricas também na vida jovem. J& na literatura
cientifica, ndo foram encontrados estudos que tivessem avaliado o efeito da INRS
sobre o crescimento soméatico apos o término do periodo de intervencéo (curto e
longo prazo). Dessa forma, 0 menor crescimento somatico observado nos neonatos
parece ser recuperado ap0s o término da intervencdo e ndo se mantém até a idade

jovem.
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Sobre a composicao corporal, ndo foram demonstrados efeitos da exposi¢ao
perinatal a dieta DHH ou da INRS sobre a adiposidade corporal na idade jovem
(pesos dos coxins adiposos ou adiposidade total). Por outro lado, foi observado que
a exposicdo perinatal a dieta DHH promove aumento da circunferéncia abdominal,
aos 30 dias de vida. Além disso, em relacdo a essa variavel, os animais jovens
expostos perinatalmente a dieta DHH associada a INRS foram semelhantes aos
controles, demonstrando um possivel efeito atenuador da fluoxetina. Via receptores
5-HT,c, a serotonina tem uma acdo lipolitica através da estimulacdo da via
melanocortinérgica que por sua vez ativa 0 gasto energético no tecido adiposo
branco por inervacdes simpaticas (WATANABE et al.,, 2011; OH et al.,, 2015;
ROZENBLIT-SUSAN et al., 2016). Muitos estudos experimentais vém demonstrando
a acdo anorexigena dos ISRS em animais adultos induzidos a obesidade por dietas
DHH. Porém, poucos estudos vém tentando compreender a possivel acdo

moduladora da serotonina durante os periodos criticos do desenvolvimento.

Foi observado que animais jovens expostos a INRS apresentam menor
quantidade de tecido adiposo branco relativo, denominado “lean phenotype”. Esse
fenétipo foi associado a maior expressao da proteina UPC-1 no tecido adiposo
marrom e termogénese assim como maior consumo de oxigénio em tecidos
periféricos (musculo esquelético) e centrais (hipotalamo e hipocampo) (DA SILVA et
al., 2014; DA SILVA et al., 2015; BRAZ et al., 2016). Galindo e colaboradores (2015)
observaram menor acumulo de gordura abdominal associada a maior expressao do
receptor 5-HT,c e a expressdo reduzida de NPY no hipotadlamo apds exposicao
cronica a dieta hipercalérica em ratos adultos tratados com fluoxetina durante a
lactacédo (GALINDO et al., 2015).

Em nosso estudo, o comportamento alimentar avaliado através do consumo
alimentar e da sequéncia comportamental de saciedade (SCS) na prole jovem nao
foi alterado pela exposicdo perinatal a dieta DHH ou pela INRS. Na literatura
cientifica, os estudos que vém investigando os efeitos da exposicdo perinatal a
dietas com alto teor de gorduras sobre o comportamento alimentar utilizam um vasto
espectro de dietas experimentais. Algumas dessas dietas sdo denominadas:
hiperlipidica (ou “high-fat diet”); hiperlipidica e hipercaldrica; dieta ocidentalizada
(“western diet” ou “westernized diet”); ou ainda, dieta de cafeteria. Tais dietas

apresentam diferentes percentuais de macronutrientes. Nao foi identificado nenhum
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estudo que tenha utilizado a dieta experimental do presente estudo e avaliado como
desfecho o comportamento alimentar da prole. No geral, os estudos demonstram
gque a exposicdo perinatal a dietas hiperlipidicas e hipercaloricas alteram o
comportamento alimentar. Ferro et al. (2014) e Speight et al. (2017) observaram que
a exposicdo materna (ratas Wistar) a uma dieta ocidentalizada e a uma dieta de
cafeteria (respectivamente) durante a gestacdo e lactacdo promove hiperfagia e
maior consumo de energia devido ao consumo excessivo de acUcares e gorduras
pela prole em longo prazo (FERRO CAVALCANTE; MARCELINO DA SILVA; LIRA;
DO AMARAL ALMEIDA et al., 2014; SPEIGHT; DAVEY; MCKENNA; VOIGT, 2017).

Em relagdo a microestrutura do comportamento alimentar, Wright e
colaboadores (2011) apontam que a exposicdo lactacional a uma dieta de cafeteria
gera periodos de alimentacdo mais curtos, frequéncia alimentar geral aumentada,
laténcia para o descanso adiada e atraso do ponto de saciedade, em longo prazo.
Além disso, 0s animais se alimentaram por mais tempo no inicio do teste e foram
mais ativos ao final, embora a ingestao total de alimentos durante o teste ndo tenha
sido afetada pela dieta lactacional (WRIGHT; FONE; LANGLEY-EVANS; VOIGT,
2011). Por fim, Perez e DiPatrizio (2018) observaram que camundongos
C57BL/6Tac provindos de mées alimentadas com uma dieta ocidentalizada néo
apresentaram alteragcbes acentuadas nos padroes de alimentacdo (PEREZ;
DIPATRIZIO, 2018).

Além disso, a INRS também pode ser apontada como modulador de
adaptacdes na expressdo do comportamento alimentar. Silva et al. (2014) né&o
observaram alteracdo do consumo alimentar ou da SCS em resposta a exposicao
neonatal a fluoxetina em ratos Wistar jovens (SILVA et al., 2014). No entanto,
utilizando o mesmo modelo experimental, Galindo et al. (2015) demonstraram
algumas adaptacdes moleculares no sistema serotoninérgico em animais adultos
submetidos a INRS. De acordo com esse estudo, a INRS promove maior expressao
do receptor 5-HT,c 0 qual é responsavel pela ativagdo da via das melanocortinas no
hipotalamo e indugéo da saciedade (HEISLER et al., 2006; GALINDO et al., 2015).
Dessa forma, por mais que néo haja alteracdes na expressao do fendtipo alimentar,

a INRS induz alteragdes moleculares no sistema serotoninérgico.

Em relacdo ao gasto energético, neste trabalho ndo foram observadas

diferencas entre os grupos avaliados quanto aos efeitos da dieta DHH ou da INRS.
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No entanto, Speight (2017) demonstrou que a exposicdo materna (ratas wistar) a
uma dieta de cafeteria gera aumento da atividade locomotora nos filhotes
submetidos ao campo aberto apdés o desmame (no inicio da adolescéncia)
(SPEIGHT; DAVEY; MCKENNA,; VOIGT, 2017). J4 em relacdo a INRS, muitos dos
estudos apontam que o aumento neonatal dos niveis de 5-HT causa alteracdes no
desenvolvimento neuromotor e nos comportamentos emocionais 0s quais podem
influenciar o desempenho motor e 0 gasto de energia. Nesses estudos, 0s animais
apresentaram reducdo da atividade locomotora e da atividade exploratoria
(ANSORGE et al., 2004; ANSORGE et al., 2008; KARPOVA et al., 2009; LEE, 2009;
LEE, 2012; KO et al., 2014).

Em relacdo ao metabolismo da glicose, neste estudo foi observado apenas um
aumento da “area under the curve” como efeito da dieta DHH sobre os animais
jovens expostos a INRS. Ferro et al. (2014) demonstrou que a exposicdo materna
(ratas wistar) a uma dieta ocidentalizada durante a gestacao e lactacdo promove, na
prole na vida adulta, hiperfagia, hiperinsulinismo, hipertrigliceridemia, maior peso
visceral de gordura, maior nivel de colesterol (lipoproteina de densidade muito
baixa), menor nivel de colesterol (lipoproteina de alta densidade) e teste de
tolerancia a glicose alterado, aumentando o risco de disturbios metabdlicos (FERRO
CAVALCANTE; MARCELINO DA SILVA; LIRA; DO AMARAL ALMEIDA et al., 2014).
Ja de acordo com Heng et al. (1990) seus resultados sugerem que a obesidade
materna resulta em estoques aumentados no tecido hepatico fetal de glicogénio e
triglicerideos. A hipoglicemia entre filhotes de maes excessivamente obesas pode
ser devida a mobilizacdo atenuada de glicogénio hepatico (HENG; KLIEGMAN,
1990).

8.2 EXPERIMENTO 2

Este estudo demonstrou que a inibicdo neonatal da recaptacéo da serotonina
no periodo neonatal sinalizou para efeitos tardios sobre o peso corporal e o
comportamento alimentar em resposta ao estimulo central com agonistas dos
receptores 5-HT,5. Adicionalmente, os animais submetidos a INRS apresentaram
menor sensibilidade quanto ao consumo alimentar apos estimulo ICV com agonista
do receptor 5-HTig. Sendo assim, esses achados sugerem que 0S animais
submetidos a INRS sdo menos sensiveis ao estimulo com o agonista do receptor 5-

HTg para o consumo alimentar na vida adulta.
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O peso corporal € a resultante do balangco entre o consumo alimentar e o
gasto energético (MORTON et al., 2006). Por conseguinte, um menor peso corporal
pode ser consequente de uma reducéo da ingestao alimentar e/ou aumento do gasto
energético (MORTON et al.,, 2006). Na literatura, varios estudos apontam que a
ISNRS reduz o peso corporal em curto e longo prazo. Por exemplo, a exposicéo
neonatal a farmacos antidepressivos, dentre eles a fluoxetina, promove menor
ganho de peso corporal durante a lactagdo associado a menor crescimento somatico
(MANHAES-DE-CASTRO et al, 2001; MENDES-DA-SILVA et al, 2002; DEIRO et al,
2004; 2006; 2008; TOSCANO et al, 2008; SILVA et al, 2010). Além disso, foi
observado menor peso corporal em ratos jovens e adultos, demonstrando que a
reducdo do peso corporal provocada pela INRS permanece ao longo da vida
(MANHAES-DE-CASTRO et al, 2001; DA SILVA et al, 2014; 2015% 2015
GALINDO et al, 2015).

Essa reducéo ponderal foi relacionada a menor ingestéo alimentar devido aos
efeitos anoréxicos da fluoxetina (DEIRO et al, 2004; 2006; 2008). Entretanto, a INRS
tem sido associada a um possivel estado hipermetabdlico na vida adulta
caracterizado por maior consumo de oxigénio (VO,;) e menor peso corporal
(KUMMET et al, 2012). Da Silva e colaboradores (2015) demonstraram em ratos que
este “lean phenotype” (menores peso corporal € massa gorda) frente ao aumento da
atividade serotoninérgica durante o desenvolvimento neonatal pode ser consequente
de adaptacdes na bioenergética mitocondrial e na “uncoupling protein” (UCP) em
tecidos chave para o balanco energético (DA SILVA et al, 2015% 2015°). Animais
jovens expostos a fluoxetina na fase neonatal apresentaram aumento do VO, e
menor producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), embora ndo tenha alterado
0 estresse oxidativo, no hipotadlamo bem como no muasculo esquelético (DA SILVA et
al, 2015%. Também foi observado aumento da respiracdo mitocondrial, menor
producdo de ERO e aumento da expressdo da UCP1 no tecido adiposo marrom
associado a maior capacidade de manter a temperatura corporal em ambiente frio
(DA SILVA et al, 2015P). Juntos, esses achados sugerem um fenétipo adaptado para

maior gasto energético.

De fato, atualmente € bem aceito que a regulacdo do peso corporal esta
estreitamente relacionada ao controle neural do gasto energético (MUNZBERG et
al.,, 2015). O Arc é altamente responsivo a mudancas no estado energético e
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nutricional (jejum, por exemplo) (MUNZBERG et al., 2015). Este nucleo hipotalamico
medeia mudancas no tecido adiposo marrom (BAT), via Sistema Nervoso Autbnomo
(SNA) (MUNZBERG et al., 2015). Os neurdnios POMC expressos no Arc s&o
anorexigenos e aumentam a termogénese do BAT (MUNZBERG et al., 2015). Tais
fendmenos (anorexia e termogénese) decorrem da secre¢cdo do Hormonio
Estimulado pelo Melandcito (MSH), um subproduto da via das melacortinas, capaz
de ativar os receptores MC4 no hipotalamo e, subsequentemente, aumentar o gasto
energético e a expressao de UCP1 no BAT, via SNA. (HAYNES et al, 1999; CHEN
et al, 2000; STE et al, 200).

Uma vez que a serotonina se liga aos receptores 5-HT,c, presentes nos
neurdnios que expressam POMC no nucleo arqueado do hipotalamo, ela é capaz de
ativar a via das melanocortinas promovendo reducdo da ingestdo alimentar e
aumento do gasto energético. J4 a ativacdo do receptor 5-HT,5 inibe essa via e
estimula a ingestéo alimentar (HEISLER, 2006). Desta forma, o aumento do gasto
energético em longo prazo como uma reposta adaptativa ao aumento da
disponibilidade de serotonina durante o periodo critico de desenvolvimento, poderia
explicar a persisténcia na reducdo do peso corporal em nosso modelo experimental,
embora os mecanismos associados a tal expressao fenotipica ndo tenham sido

objetivo do estudo em questéo.

A Sequéncia Comportamental de Saciedade (SCS) é o nome dado a
transicdo ordenada das atividades de alimentacéo, limpeza e descanso mensurados
durante o periodo pos-ingestivo (HALFORD et al.,, 1998). Como a SCS reflete
processos fisiol6gicos naturais relacionados a saciedade, ela pode ser influenciada
por farmacos que interfram em mecanismos relacionados a ingestdo alimentar
(Halford et al, 1998). Drogas que aumentem atividade sinaptica da 5-HT, como a
fluoxetina ou agonista do receptor 5-HTg e/ou 5-HT,c podem antecipar o ponto de
saciedade (HALFORD et al., 1998). Neste estudo, ndo houve alteracéo da ingestéao
alimentar relativa apds estimulo com o agonista do receptor 5-HT;g, quando nos

animais controles esse estimulo foi capaz de reduzir o consumo alimentar.

Dados prévios ndo publicados de nosso grupo de pesquisa indicaram que a
exposicdo neonatal a fluoxetina promove antecipacdo da saciedade e maior
atividade neuronal no Arc ap6s estimulo alimentar em ratos aos 180 dias,

caracterizando um fendtipo hipofagico (GALINDO, 2013, tese). Galindo e
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colaboradores (2015) também observaram menor consumo alimentar em ratos aos
180 dias (GALINDO et al, 2015). Entretanto, outro estudo que também utilizou
inibicdo neonatal da recaptacdo da serotonina com fluoxetina, ndo encontrou
modificacdo do comportamento alimentar (ingestdo ou saciedade) em ratos jovens
(DA SILVA et al, 2014). Ja camundongos tratados com sertralina na fase neonatal
apresentaram maior ingestado caldrica na vida adulta (KUMMET et al, 2012). Estes
diferentes resultados podem ser decorrentes a diferentes metodologias utilizadas
para a realizacdo dos estudos acima citados. Além disso, ndo foram encontrados na
literatura estudos sobre a resposta do comportamento alimentar frente ao estimulo
agudo central com agonistas serotoninérgicos em animais previamente tratados com

fluoxetina na lactacao.

O efeito anoréxico da fluoxetina, fora do periodo de desenvolvimento, sobre a
ingestdo e o gasto de energia é bem estabelecido na literatura, sendo esse farmaco
utilizado na clinica para perda de peso (HILL e BLUNDELL, 1990). No entanto, 0s
achados na literatura e neste estudo quanto as adaptacdes fenotipicas e expressao
do comportamento alimentar em animais adultos expostos a esses farmacos na vida
neonatal sdo divergentes. Isso reforca a ideia de “developmentally-depedent efects”
(ANSORGE et al, 2004; BORUE et al, 2007; ANSORGE et al, 2008; WHITAKER-
AZMITIA, 2010).

Por trds das modificacbes comportamentais, varios estudos apontam
alteracdes morfofuncionais permanentes em locais que modulam o comportamento
alimentar como o sistema serotoninérgico e o hipotalamo. A INRS promoveu
hipotrofia do sistema serotoninérgico, aumento da expressdo dos receptores 5-HTa
pés-sinapticos no hipotalamo e “dowmregulation” desses autorreceptores, bem como
do SERT, no nucleo dorsal da rafe (HANSEN e MIKKELSEN, 1998; SILVA et al,
2010; LIMON-MORALES et al, 2014). Também foi observado menor expressio de 5-
HT,c e NPY no hipotalamo, sem alteragcdo do receptor 5-HT;z (GALINDO et al,
2015). Essas alteragcbes podem compor 0S mecanismos subjacentes as
modificacdes no comportamento alimentar. Neste estudo, a INRS “impediu” o efeito
da injecéo ICV do agonista 5-HTg sobre o consumo alimentar. Esse achado indica
gue a via anorexigena no Arc (melanocortinas) pode ser menos inativa pela via

orexigena nos animais tratados com fluoxetina na lactacao.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lim%C3%B3n-Morales%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24211235
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Nossos resultados ndo corroboraram com a hipotese inicial de que a INRS
promove hipofagia em longo prazo. No entanto, a INRS promoveu menor peso
corporal. Dessa forma, os achados deste estudo podem justificar 0 menor peso
corporal em ratos adultos submetidos a INRS através do aumento da atividade da
via anorexigena no Arc e do inferido aumento do gasto energético. A possivel maior
atividade da via anorexigena no Arc em ratos submetidos a INRS, apds estimulo
com agonista do receptor 5-HT;g na vida adulta, reforca os achados de estudo
anterior (GALINDO et al, 2015) e a hipotese de que a maior disponibilidade sinaptica
neonatal de serotonina possivelmente sinaliza para a maior atividade da via da
melanocortinas em ratos adultos. Deste modo, estes organismos podem apresentar

maior capacidade de adaptacdo a demandas energético-caldricas ambientais.



82

9 CONCLUSAO

Como forma de demonstrar a originalidade do presente estudo, ndo foram
encontrados na literatura cientifica trabalhos que tenham avaliado a possivel
capacidade da INRS em reverter os efeitos de dietas DHH sobre o balanco e
metabolismo energético tanto no que diz respeito aos mecanismos fisioldgicos
subjacentes quanto em relacdo as caracteristicas fenotipicas expressas. Sendo
assim, de acordo com a literatura atual é possivel apenas descrever e entender 0s
efeitos da INRS e da exposicao perinatal a dietas DHH de forma isolada. A partir de
entdo, este trabalho péde apontar que a INRS pode reverter/atenuar os efeitos da
exposicao perinatal a dieta DHH sobre alguns parametros. Mas, as adaptacoes
morfofuncionais provocadas pela INRS associada concomitantemente a exposicao
perinatal a dieta DHH sobre o sistema serotoninérgico ainda precisam ser

elucidadas a fim de explicar seus efeitos sobre o balan¢co e metabolismo energético.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Serotonin exerts a modulating function on the development of the central nervous system, including hypotha-
Fluoxetine lamic circuits controlling feeding behavior and energy expenditure. Based on the developmental plasticity
Serotonin uptake inhibitors theory, early disturbances of synaptic availability of serotonin may promote phenotypic adaptations and late
Body weight

disorders of energy balance regulation leading to obesity and associated diseases. The aim of this systematic
review is to determine the effects of pharmacological neonatal inhibition of serotonin reuptake by fluoxetine, on
parameters related to feeding behavior and energy balance. Literature searches were performed in Medline/
PubMed and Lilacs databases, out of which 9726 studies were found. Using predefined protocol and registered
on CAMARADES website, 23 studies were included for qualitative synthesis. The internal validity was assessed
using the SYRCLE's risk of bias toll. Kappa index was also measured for analyzing the concordance between the
reviewers. In addition, the PRISMA statement was used for reporting this systematic review. Most of the included
studies demonstrated that neonatal serotonin reuptake inhibition is associated with long term reduced body
weight, lower fat mass and higher thermogenic capacity and mitochondrial oxygen consumption in key meta-
bolic tissues. Therefore, experimental fluoxetine exposure during neonatal development may promote long-term
changes related to energy balance associated with a lean phenotype.

Feeding behavior
Energy balance

1. Introduction

Developmental plasticity refers to the ability of organisms to gen-
erate different phenotypes in response to environmental variations
during early life (West-Eberhard, 2005). However, developmental
phenotypic adaptations may constitute the origin of long-term health
problems (Gluckman et al., 2007). Human and experimental studies
have demonstrated that perinatal maternal malnutrition disturbs off-
spring metabolism and energy balance, increasing the risk of obesity
and chronic degenerative diseases in adult life (Ravelli et al., 1976;
Hales and Barker, 1992; Orozco-S6lis et al., 2009; dos Santos Perez
et al., 2015). Perinatal exposure to several environmental factors such
as maternal stress, early weaning, maternal separation and drugs may
also alter energy balance (Oliveira Ldos et al., 2011; Kummet et al.,

2012; de Souza et al., 2018).

Serotonin (5-HT) plays a crucial role in brain development and acts
on the regulation of many behavioral and physiological functions
(Brummelte et al, 2017). In rodents, the emergence of the first ser-
otonin cells is seen as early as gestational day 12 (GD12) (Hendricks
et al., 2003) and the final maturation occurs until postnatal day 21
(PND21) (Hansson et al., 1998). Fluoxetine is a selective serotonin re-
uptake inhibitor (SSRI) frequently prescribed for the treatment of
postpartum depression (Sghendo and Mifsud, 2012). However, that
SSRI is not the first choice of antidepressant for postpartum depression,
since it promotes high relative infant dose/plasma concentrations be-
sides some adverse effects (Berle and Spigset, 2011; Chad et al., 2013).
What is more, as early life exposure to SSRI, including fluoxetine, may
cause neurobehavioral effects in the offspring, which is why the
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pharmacological treatment of maternal depression must consider bal-
ancing risks and benefits (Glover and Clinton, 2016).

Fluoxetine-induced serotonergic activity during early life causes
hypotrophy of 5-HT neurons, increased expression of S100B neuronal
growth factor and increased 5-HT, receptor expression in rats, mod-
ifying serotonergic development (Silva et al., 2010; Bock et al., 2013;
Galindo et al., 2015). Some studies have also observed that neonatal
exposure to fluoxetine promotes increased oxygen consumption and
reduced food intake and body weight in adult rats (da Silva etal. 2015a,
2015b; Galindo et al., 2015). Thus, it is reasonable to associate fluox-
etine-induced changes in the development of the serotonergic system
with long-term alterations in energy balance.

The balance between energy intake — EI (feeding behavior) and
energy expenditure - EE (energy needed to maintain basal metabolism,
to produce thermogenesis and to engage in physical activity) determine
body weight and body composition (Levine, 2005; Blasco Redondo,
2015; Rogers and Brunstrom, 2016). Serotonin regulates energy bal-
ance by inhibiting neurons expressing neuropeptide Y (NPY) and sti-
mulating neurons producing pro-opiomelanocortin (POMC) and o-
melanocyte-stimulating hormone (a-MSH) resulting in satiety (Heisler
et al.,, 2006; Lam et al, 2008). Central serotonin activation of the
melanocortinergic pathways also increases energy expenditure through
sympathetic neurons from the hypothalamus to target tissues such as
white and brown adipose tissues, stimulating lipolysis and thermo-
genesis (Steffens et al., 1988; Hoyer et al., 2002; Brito et al., 2007,
McGlashon et al., 2015). The role of serotonin on EI and EE is well
established; however, the effects of higher serotonin availability in-
duced by fluoxetine during lactation needs to be better explored being
the aim of this review.

2. Materials and methods

The protocol of this systematic review was published online in
(http://www.dcn.ed.ac.uk/camarades/research.html#protocols) on
the CAMARADES (Collaborative Approach to Meta Analysis and Review
of Animal Data from Experimental Studies) website, according to the
format for animal intervention studies determined by SYRCLE
(Systematic Review Center for Laboratory Animal Experimentation) (de
Vries et al., 2015). For reporting data, recommendations proposed by
the PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses) statement were followed (Liberati et al., 2009). Two
reviewers (Barros, MLD and Alves, DT) independently and concurrently
conducted this study by using the predefined protocol. A third appraiser
(Galindo, L) was consulted in case of disagreements between reviewers.
This systematic review was carried out in two phases: study selection
and data collection.

The study selection was performed in two steps. Firstly, searches
were conducted in the electronic databases Medline/PubMed (National
Library of Medicine/Medical Literature Analysis and Retrieve System
Online) and Lilacs (Latin American and Caribbean Health Sciences) in
May 2017. For the search filters, the following descriptors, surveyed in
MeSH and DeCS terms, were used: “fluoxetine”, “serotonin uptake in-
hibitors”, “antidepressants”, “body constitution”, “feeding behavior”,
“appetite regulation”, “eating”, “energy metabolism”, “body tempera-
ture”, “oxygen consumption” and “motor activity”. Studies were se-
lected based on titles and abstracts. In the second step of study selec-
tion, eligible texts were fully read to determine definitive inclusion or
exclusion. The reference lists of primary studies were also searched in
order to screen for further studies.

The selection criteria predefined in the protocol determined the
inclusion or exclusion of studies during selection. Articles that were
included had to satisfy the following conditions: 1) Original articles
from experimental studies using rats or mice as animal models; 2)
studies that used chronic administration of fluoxetine solely during the
neonatal period (between the 1st and 21st PND); 3) studies that eval-
uated body weight, fat mass, food intake, body temperature, oxygen
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consumption and physical activity as parameters related to energy
balance in young or adult life. No language or date of publication re-
strictions was established. However, a search filter was activated to
show only studies performed in animal models. Articles that used post-
stress diet consumption or food intake in hyponeophagia tests were
excluded.

Data collection from selected studies was carried out in three steps:
collection of study characteristics, collection of results and collection of
components used to assess the risk of bias. The following data regarding
study characteristics were collected: name of first author, year of
publication, study population, intervention period and time, dose and
route of administration. The results were collected for qualitative
synthesis such as the variables/parameters analyzed and the offspring
age at outcome evaluation. It is important to characterize the inter-
vention period, since different processes of central nervous system
maturation influenced by 5-HT occur during the neonatal period in rats
and mice. The axonal elongation is completed in the first postnatal
week, and in the second and third weeks of life synaptogenesis, den-
dritic elaboration and myelination occur more intensely (Whitaker-
Azmitia and Azmitia, 1986; Whitaker-Azmitia et al., 1996; Rice and
Barone, 2000). Intervention time may also influence outcomes, since
there is circadian variation in brain and plasma levels of 5-HT with
hypothalamic peaks occurring at the beginning of the dark phase
(Sanchez et al., 2008). In addition, drug administration requires the
separation of litters from their mothers for a few moments and it has
been shown that maternal separation has a long-term impact on the
feeding behavior of rats depending on the light cycle phase in which the
intervention is performed (da Silva et al., 2014a, 2014b). Moreover,
dose and route of administration may also modify the pharmacological
effects of fluoxetine, since, in pharmacokinetic terms, the half-life as
well as the bioavailability of fluoxetine and its metabolite norfluoxetine
depends on these factors (Caccia et al., 1990; Qu et al., 2009; Sawyer
and Howell, 2011).

Moreover, the quality of studies selected for review was evaluated
considering individual components that may interfere with internal
validity of animal experimental studies, according to the re-
commendations of SYRCLE's risk of bias tool by Hooijmans et al.
(2014). The following items were evaluated: randomization, blinding,
temperature, lighting, animal housing conditions (number of animals
per cage, environmental enrichment and management) and nutrition
(food access and type of food). Randomization and blinding are es-
sential components to minimize the risk of bias by ensuring the internal
quality of the research as well as the reliability of the results found
(Hooijmans et al., 2014). Therefore, it should be part of the methods of
experimental studies (Hooijmans et al., 2014). Since there is circadian
variation of hypothalamic levels of 5-HT, housing information
(lighting) is important to determine exactly the time of the circadian
cycle in which fluoxetine administration was performed (Sanchez et al.,
2008). Temperature, animal housing conditions and nutrition should
also be evaluated, since they may modify some outcomes such as body
temperature/thermogenesis, physical activity and feeding behavior
(Rodgers et al., 2010; Hooijmans et al., 2014).

The studies were also assessed for compliance and ethical approval
by an independent organization within the Research Center, and ad-
herence with National or International Regulatory Principles. These
aspects are important to ensure the implementation of bioethical laws
and principles, the environmental control of the vivarium to reduce the
risk of bias and the minimal use of experimental animals, obeying the
principles of the 3Rs (Replacement, Reduction and Refinement)
(Hooijmans et al., 2014). 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 performed for risk of bias
assessment (Viera and Garrett, 2005).
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Fig. 1. Flowchart of the literature search and study selection for the systematic
review, in accordance with the PRISMA statement (Liberati et al., 2009).

3. Results

A total of 9726 studies were identified in the literature search: 9716
in Medline/PubMed and 10 in Lilacs. Of these, 61 met the inclusion
criteria by title and summary, from which 8 pre-selected and identified
articles from PubMed could not be obtained. No duplicate was found.
Finally, after applying inclusion and exclusion criteria (as defined in the
Methods section) and fully reading the 53 eligible texts, 23 studies were
included in this review. (Fig. 1).

The main characteristics of the included studies are described in
Table 1. Of the 23 selected articles, 16 used only male rats or mice
(Mendes-da-Silva et al., 2002; Chang et al., 2006; Toscano et al., 2008;
Karpova et al., 2009; Rayen et al., 2011; Zheng et al., 2011; Lee, 2012;
Nagano et al., 2012; Rayen et al., 2013; da Silva et al., 2014a, 2014b;
Ko et al., 2014; Sarkar et al., 2014; da Silva et al.,, 2015a, 2015b;
Galindo et al., 2015; Braz et al., 2016a, 2016b), 5 evaluated males and
females (Dow-Edwards, 1998; Ansorge et al., 2004; Ansorge et al.,
2008; Lee, 2009; Altieri et al., 2015) and 2 used only females (Rayen
et al., 2014; Braz et al., 2016a, 2016b). The intervention period with
fluoxetine was heterogeneous among the selected studies. Eleven arti-
cles administered fluoxetine daily from the 1st to 21st PND (Mendes-da-
Silva et al., 2002; Toscano et al., 2008; Rayen et al., 2011; Rayen et al.,
2013; da Silva et al., 2014a, 2014b; Rayen et al., 2014; da Silva et al.,
2015a, 2015b; Galindo et al. 2015; Braz et al., 2016a, 2016b). The
others administered the drug at different periods and frequency during
the lactation phase (Dow-Edwards, 1998; Ansorge et al., 2004; Chang
et al, 2006; Ansorge et al, 2008; Karpova et al., 2009; Lee, 2009;
Zheng et al,, 2011; Lee, 2012; Nagano et al., 2012; Ko et al., 2014;
Sarkar et al., 2014; Altieri et al., 2015). Eleven studies did not report
the circadian time of administration of the drug (Dow-Edwards, 1998;
Mendes-da-Silva et al., 2002; Ansorge et al., 2004; Chang et al., 2006;
Ansorge et al., 2008; Toscano et al., 2008; Lee, 2009; Zheng et al., 2011;
Lee, 2012; Ko et al., 2014; Braz et al., 2016a, 2016b). Furthermore, in 1
study it was not possible to identify the moment of the light cycle in
which the intervention was performed, since the time of drug admin-
istration was not associated with the light cycle (Braz et al., 2016a,
2016b). Particularly, fluoxetine was delivered continuously through
osmotic minipump in 3 studies (Rayen et al., 2011; Rayen et al., 2013;
Rayen et al., 2014) and the circadian time of ingestion of the drug was
determined by the physiological consumption of water or food in 2
articles (Nagano et al., 2012; Sarkar et al., 2014). The chosen dose was
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Table 1

postnatal day. (-) = not described.

Characteristics of selected studies. PND

Route of administration

Dose

Circadian time of intervention

Period of intervention

Population

Author, year

Subcutaneous
Subcutaneous

25mg/kg
10 mg/kg
10 mg/kg
5mg/kg

PND 11-19 (on alternate days)

PND 1-21 (every day)
PND 4-21 (every day)
PND 1-7 (every day)

Sprague-Dawley COBS rats (Male and female)

Wistar rats (Male)

Dow-Edwards (1998)
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Osmotic minipumps implanted to the dam

Intraperitoneal
Intraperitoneal
Intraperitoneal
Subcutaneous
Intraperitoneal
Subcutaneous
Osmotic minipumps implanted to the dam
Intraperitoneal
Subcutaneous

Oral - drinking water
Subcutaneous

10 mg/kg
10 mg/kg
10 mg/kg
10 mg/kg
5mg/kg
10 mg/kg
20 mg/kg
0.1 mg/mL
5mg/kg

10:00-11:00 a.m.
Continuously

Depended on water intake
Continuously

PND 4-21 (every day)
PND 1-21 (every day)
PND 4-21 (every day)
PND 0-6 (every day)

PND 1-21 (every day)
PND 4-21 (every day)
PND 0-4 (every day)

PND2-21 (every Day)

PND 1-21 (every day)
PND 1-21 (every day)
PND 0-4 (twice a day)

Mice (Male and female wild-type and SERT-deficient mice)

Sprague-Dawley rats (Male)
Mice (Male and female wild-type and SERT-deficient mice)

Wistar rats (Male)
€57 mice (wild-type) (Male)

Wistar rats (Male and female)
Wistar rats (Male)

Sprague-Dawley rats (Male)
Sprague-Dawley rats (Male)

Sprague-Dawley rats (Male)
Wistar rats (Male)

C57BL/6J mice (Male)

lva et al. (2002)

(2004)

Toscano
Rayen et

10 mg/kg
20mg/kg

07:00-08:00 a.m.

. (2014a, 2014b)

Subcutaneous

Wistar rats (Male)

Osmotic minipumps implanted to the dam

Oral - feeding needle

Subcutaneous
Subcutaneous
Subcutaneous
Subcutaneous

5mg/kg

Continuously

PND 1-21 (every day)
PND 2-21 (every day)
PND 5-21 (every day)
PND 1-21 (every day)
PND 1-21 (every day)
PND 1-21 (every day)

Sprague-Dawley rats (Female)

10 mg/kg
10 mg/kg
10 mg/kg
10 mg/kg
10 mg/kg

Depended on the food intake

02:00 p.m.

Sprague-Dawley rats (Male)

Mice (Male and female wild-type SERT +/+)

Wistar rats (Male)
Wistar rats (Male)

07:00-08:00 a.m.

07:00-08:00 a.m.

07:00-08:00 a.m.

Wistar rats (Male)

2015b)

Subcutaneous
Subcutaneous

10 mg/kg
10 mg/kg

07:00-08:00 a.m.

PND 1-21 (every day)
PND 1-21 (every day)

Wistar rats (Male)
Wistar rats (Female)

Braz et al. (2016a, 2016b)
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Table 2
Risk of bias assessment using the SYRCLE’s tool (47). (+) = described; (-) = not described; (?) = described, but method not reported.
Checklist Randomizati lindi Lighting ing iti itutional ethics National or i 1
conditions i 1 y principl
Dow-Edwards (1998) - - - + + + + ~
Mendes-da-Silva et al.  ? - + + - + - -
(2002)
Ansorge et al. (2004)  ? - - N = 5 = &
Chang et al. (2006) - - - + + - + _
Ansorge etal. (2008)  ? - - + - + - +
Toscano et al. (2008)  ? - + + = + - &
Karpova et al. (2009)  ? - + + - + + +
Lee (2009) - - - + - + + _
Rayen et al. (2011) ? - - + - + + +
Zheng et al. (2011) ? + = + & = + +
Lee (2012) - - - 5 = + + =
Nagano et al. (2012) - - + + + + + +
Rayen et al. (2013) ? - - + + 0 + +
da Silva et al. (20142, - - + + - + + +
2014b)
Ko et al. (2014) - = 2 + = + + &
Rayen et al. (2014) - - - + " + + +
Sarkar et al. (2014) ? - - + + + + +
Altieri et al. (2015) - - - + - + + +
Galindo et al. (2015) - - + + + + + +
da Silva et al. (2015a, - - + + - + + 3
2015b)
da Silva et al. (20153, - - + + - + + +
2015b)
Braz et al. (2016a, ? - + + - + + +
2016b)
Braz et al. (2016a, ? - + + - + + =
2016b)

also a heterogeneous feature among the selected studies. Most studies
(15 out of 23) used a dose of 10 mg/kg of body weight, while others (7)
used doses of 5-25mg/kg (Dow-Edwards, 1998; Chang et al., 2006;
Rayen et al., 2011; Lee, 2012; Rayen et al., 2013; Ko et al., 2014; Rayen
et al, 2014). One study carried out the pharmacological exposure
through drinking water at a concentration of 0.1 mg/mL (Nagano et al.,
2012). In addition, routes of administration were either subcutaneous
or intraperitoneal. Only 3 studies used osmotic minipumps implanted
subcutaneously to the dam (Rayen et al., 2011; Rayen et al., 2013;
Rayen et al., 2014) and 2 articles added the drug to drinking water or
food (Nagano et al., 2012; Sarkar et al., 2014). Even though the drug
was administered to mothers, those studies were included because
fluoxetine and their metabolites can reach the neonate through breast
milk and were detectable both in the plasma and in the pups’ brains
where they can have potential effects on the developing serotonergic
system and hypothalamus (Kiryanova et al., 2016).

To assess the quality of the studies (internal validity), we used in-
dividual components recommended by SYRCLE's risk of bias tool pub-
lished by Hooijmans et al. (2014) (Table 2). Only one of the selected
studies reported the blinding of investigators for both the pharmaco-
logical intervention and the outcome assessments (Zheng et al., 2011).
Seven studies provided the necessary information to assess housing
conditions, for example, the number of animals kept per cage (Dow-
Edwards, 1998; Chang et al., 2006; Nagano et al., 2012; Rayen et al.,
2013; Rayen et al., 2014; Sarkar et al., 2014; Galindo et al., 2015). In
addition, although 11 studies had stated that they performed rando-
mization, none of them described how this was done (Mendes-da-Silva
et al., 2002; Ansorge et al., 2004; Ansorge et al., 2008; Toscano et al.,
2008; Karpova et al., 2009; Rayen et al, 2011; Zheng et al., 2011;
Rayen et al., 2013; Sarkar et al., 2014; Braz et al., 2016a, 2016b). Of the
23 studies selected, 10 did not mention submission of the research
project to the institutional ethics committee and/or the regulatory
principles that guided the practices and care for experimental animals
(Dow-Edwards, 1998; Mendes-da-Silva et al., 2002; Ansorge et al.,
2004; Chang et al., 2006; Ansorge et al., 2008; Toscano et al., 2008;
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Lee, 2009; Lee, 2012; Ko et al.,, 2014; Braz et al.,, 2016a, 2016b).
Thirteen studies did not report temperature conditions (Dow-Edwards,
1998; Ansorge et al., 2004; Chang et al.,, 2006; Ansorge et al., 2008;
Lee, 2009; Rayen et al, 2011; Zheng et al., 2011; Lee, 2012; Rayen
et al., 2013; Ko et al., 2014; Rayen et al., 2014; Sarkar et al., 2014;
Altieri et al., 2015) and only 1 did not describe lighting conditions
(Ansorge et al., 2004). Although they used light/dark cycle 12/12h, 7
studies did not report the time at which the lights were on (Dow-
Edwards, 1998; Chang et al., 2006; Lee, 2009; Zheng et al., 2011; Ko
et al., 2014; Sarkar et al., 2014; Braz et al., 2016a, 2016b). In addition,
3 articles included in this review did not mention access and/or type of
nutrition (Ansorge et al., 2004; Chang et al., 2006; Zheng et al., 2011).
For all these parameters, the Kappa index (concordance between re-
viewers) was equal to 1.

This systematic review presents studies that evaluated body weight,
fat mass, food intake, body temperature, oxygen consumption or phy-
sical activity in young and/or adult life after neonatal exposure to
fluoxetine. The results from selected articles are described in three
subgroups: body constitution, feeding behavior and energy expenditure
(Table 3).

Besides exercising broad function during neurodevelopment, ser-
otonin participates in the central control of feeding behavior and en-
ergy expenditure during adult life (Whitaker-Azmitia et al., 1996;
Donovan and Tecott, 2013). Therefore, based on the developmental
plasticity theory, manipulation of the serotonergic system during lac-
tation could modify energy balance and, consequently, body weight in
the long term (West-Eberhard, 2005; Gluckman et al., 2007). Taking
this into account, fifteen of the included studies evaluated the effects of
fluoxetine treatment during nursing on body weight at a young and/or
an adult age (Dow-Edwards, 1998; Mendes-da-Silva et al., 2002;
Toscano et al.,, 2008; Karpova et al., 2009; Rayen et al., 2011; Lee,
2012; Nagano et al, 2012; Rayen et al., 2013; da Silva et al. 2014a,
2014b; Rayen et al., 2014; Altieri et al., 2015; da Silva et al., 2015a,
2015b; Galindo et al., 2015; Braz et al., 2016a, 2016b) and most of
these studies (10 out of 15) found a body weight reduction in both
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Table 3
Effects of neonatal exposure to fluoxetine on the variables analyzed related to energy balance. PND = postnatal day; ND = no difference.
Author, year Outcomes analyzed Age of the samples to outcomes Results
BODY CONSTITUTION
Dow-Edwards (1998) Body weight 60 days of age ND
Mendes-da-Silva et al.  Body weight 60 days of age ND
(2002)
Toscano et al. (2008) Body weight 30 days of age Reduction
71 days of age ND
Karpova et al. (2009) Body weight 90 and 110 days of age Reduction
Rayen et al. (2011) Percentage in weight gain From PND29 to PND42 (rats were weighed once Reduction
between PND 29-31 and once between PND 39-42)
Lee (2012) Body weight 30 days of age ND
Nagano et al. (2012) Body weight 7 weeks of age ND
10 weeks of age Reduction
Rayen et al. (2013) Body weight Between PND 7076 ND
da Silva et al. (2014a,  Body weight 60 days of age Reduction
2014b)
Rayen et al. (2014) Body weight Between PND 108-116 ND
Altieri et al. (2015) Body weight 3 or 10 months of age (adulthood) Reduction
Galindo et al. (2015) Body weight 30, 60, 90, 120, 150, 180 and 215 days of age Reduction
Abdominal fat gain 215 days of age (after 5 weeks of a hypercaloric ND
diet)
215 days of age (after 5 weeks of a hypercaloric Reduction
diet)
da Silva et al. (2015a,  Body weight 40 and 60 days of age Reduction
2015b) White adipose tissue 60 days of age Reduction
da Silva et al. (2015a,  Body weight 60 days of age Reduction
2015b)
Braz et al. (20164, Body weight 40 and 60 days of age Reduction
2016b)
FEEDING BEHAVIOR
da Silva et al. (2014a,  Chow food intake 40 days of age ND
2014b)
Galindo et al. (2015) Chow food intake 180 days of age Reduction
Hypercaloric food intake From PND 180 to PND 215 (during 5 weeks of a ND
hypercaloric diet)
da Silva et al, (2015a,  Chow food intake 40 days of age ND

2015b)

Dow-Edwards (1998)

Ansorge et al. (2004)

Chang et al. (2006)

Ansorge et al. (2008)

Karpova et al. (2009)
Lee (2009)

Rayen et al. (2011)
Zheng et al. (2011)
Lee (2012)

Nagano et al. (2012)
Rayen et al. (2013)
Ko et al. (2014)
Rayen et al. (2014)
Sarkar et al. (2014)

Altieri et al. (2015)

Motor activity”
(Similar to OFT)

Motor activity

Motor activity
(Open field test)
Motor activity
(Open field test)

Motor activity
(Open field test)
Motor activity
(Open field test)
Motor activity
(Open field test)
Motor activity
(Open field test)
Motor activity
(Open field test)
Motor activity
(Open field test)
Motor activity
(Similar to OFT)
Motor activity
(Open field test)
Motor activity
(Similar to OFT)
Motor activity
(Open field test)
Motor activity

ENERGY EXPENDITURE
60 days of age

Starting at 12 weeks of age

45 days of age

2 months of age

3 months of age

16 months of age

110 days of age

30-35 days of age

Once between PND 32-34
100 days of age

30 days of age

11-13 weeks of age

Once between PND 70-76
> 8 weeks of age

Once between PND 92-103

90 days of age

3 or 10 months of age (adulthood)
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Male: ND in distance traveled and vertical activity, but loss of
sensitivity to the depressive effects of quipazine on distance
traveled and vertical activity.

Female: Reduction in distance traveled and ND in vertical activity,
but loss of quipazine sensitivity on vertical activity.

Home-cage activity: ND

Open field test: Reduction in distance traveled, ambulatory time
and vertical activity

ND

ND

Reduction in ambulatory time and vertical activity
Reduction in ambulatory time

Reduction in rearing time

Reduction in total ambulation and rearing

ND

Reduction in total distance traveled and moving time
Reduction in travel distance and entrance times
ND

ND

Reduction in distance traveled

ND

ND

Reduction in exploration (total arm entries and rears in the
elevated plus maze and total distance traveled in the open field)

(continued on next page)
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Author, year Outcomes analyzed Age of the samples to outcomes Results
da Silva et al. (2015a,  Motor activity 40 days of age Home cage voluntary locomotor activity for 24h: ND
2015b) Body temperature 60 days of age Basal: ND
(Rectal temperature) After cold exposure (15°C): Lower A temperature
Basal mitochondrial oxygen Increase
consumption
(Brown adipose tissue)
da Silva et al. (2015a,  Basal mitochondrial oxygen 60 days of age Increase

2015b) consumption
(Skeletal muscle)
Braz et al. (20164, Basal mitochondrial oxygen 60 days of age
2016b) consumption

(Heart)

Reduction, but increase in respiratory control ratio

young and/or adult life (Toscano et al., 2008; Karpova et al., 2009;
Rayen et al., 2011; Nagano et al., 2012; da Silva et al., 2014a, 2014b;
Altieri et al., 2015; da Silva et al. 2015a, 2015b; Galindo et al., 2015;
Braz et al.,, 2016a, 2016b). Interestingly, two studies observed body
weight reduction and no difference at different ages of evaluation
(Toscano et al., 2008; Nagano et al., 2012).

To elucidate whether reduction of body weight was maintained
throughout life, and if it was accompanied by reduction of body adip-
osity, this review investigated the repercussions of neonatal exposure to
fluoxetine on white adipose tissue (WAT). da Silva et al. (2015a, 2015b)
observed a reduction in total body adiposity (mesenteric and epidi-
dymal) and in body adiposity relative to body weight in 60-day old
male rats treated with fluoxetine during lactation and fed a standard
diet (da Silva et al., 2015a, 2015b). Although Galindo et al. (2015) did
not identify any alterations in abdominal adiposity in 180-day old male
rats after neonatal fluoxetine treatment, they found a lower accumu-
lation of abdominal fat when the fluoxetine-treated rats were fed a
hypercaloric diet for five weeks (from 180 to 215 days of age) (Galindo
et al., 2015). This was observed even though the hypercaloric diet
consumption was similar between control and fluoxetine groups
(Galindo et al.,, 2015). In addition, triglyceride levels as well as plasma
cholesterol levels did not differ between fluoxetine-treated and un-
treated groups either before or after the exposure to a hypercaloric diet
(Galindo et al., 2015).

Body weight is directly related to energy balance and its reduction
may be associated with lower EI and/or higher EE (Rogers and
Brunstrom, 2016). In terms of food intake, Galindo et al. (2015) iden-
tified that increased neonatal serotonergic activity reduces standard
diet consumption in 180-day old rats (Galindo et al., 2015). However,
da Silva et al. (2014a, 2014b, 2015a, 2015b) did not observe any al-
terations in standard diet consumption in young rats of 40 days of age
(da Silva et al., 2014a, 2014b; da Silva et al., 2015a, 2015b). Although
fluoxetine has anorexic effects on caloric intake, in the study by da Silva
etal. (2015a, 2015b), milk consumption was also not altered in rats at
the 7th, 14th and 21st postnatal days using fluoxetine administration
(Lauzurica et al., 2013; da Silva et al., 2015a, 2015b).

This review also aims at clarifying if a reduction of body weight and
body fat is associated with an increase in EE. Hence, some parameters
related to basal metabolism, thermogenesis and physical activity were
investigated. Although there are several ways for evaluating the basal
metabolic rate (or resting EE), measuring oxygen consumption is con-
sidered the most precise method (Blasco Redondo, 2015). Two of the
studies selected for qualitative synthesis pointed to higher basal mi-
tochondrial O, consumption in brown adipose tissue (BAT) (da Silva
etal., 2015a, 2015b) and skeletal muscle (da Silva et al., 2015a, 2015b)
in 60-day old rats submitted to neonatal treatment with fluoxetine. In
these studies, higher ADP-stimulation, resting and uncoupling mi-
tochondrial oxygen consumption were also verified (da Silva et al.,
2015a,2015b). In addition, another study by Braz et al. (2016a, 2016b)
observed increased mitochondrial respiratory capacity in heart tissue
(Braz et al., 2016a, 2016b).
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In this systematic review, we found only one article that studied the
effects of neonatal exposure to fluoxetine on body temperature (the
outcome chosen to indicate thermogenesis) (da Silva et al., 2015a,
2015b). da Silva et al. (2015a, 2015b) observed that the basal tem-
perature of 40-day old rats exposed to fluoxetine during lactation was
not altered (da Silva et al. 2015a, 2015b). However, when exposed to
cold, these animals presented a lower body temperature drop, in-
dicating a greater thermogenic capacity (da Silva et al., 2015a, 2015b).
This study also reported that neonatal exposure to fluoxetine increased
the amount of BAT, BAT/body weight as well BAT/WAT ratio (da Silva
et al., 2015a, 2015b). In addition, there was an increase in the protein
expression of mitochondrial uncoupling protein 1 (UCP-1) in the BAT
(da Silva et al., 2015a, 2015b).

In addition to oxygen consumption and thermogenesis, physical
activity contributes to delineating EE. The database search returned
studies that evaluated physical activity using many methodologies. To
better delineate outcomes, we only considered papers that evaluated
“home-cage activity” or open field test - OFT (including similar appa-
ratus/methodology) in terms of distance traveled, total ambulation
(quantified in time, space or counts) and vertical activity. These criteria
returned 2 studies that analyzed the effects of neonatal exposure to
fluoxetine on home-cage activity in 12-week old mice (Ansorge et al.,
2004) and 40-day old rats (da Silva et al., 2015a, 2015b). Despite
methodological differences, the studies by Ansorge et al. (2004) and da
Silva et al. (2015a, 2015b) did not find effects of early life fluoxetine
exposure on time of free locomotor activities or activity counts in both
young and adult animals (Ansorge et al., 2004; da Silva et al., 2015a,
2015b). Fifteen studies assessed the effects of neonatal exposure to
fluoxetine on locomotor activity using the OFT or a similar apparatus/
methodology (Dow-Edwards, 1998; Ansorge et al., 2004; Chang et al.,
2006; Ansorge et al., 2008; Karpova et al., 2009; Lee, 2009; Rayen
et al., 2011; Zheng et al., 2011; Lee, 2012; Nagano et al., 2012; Rayen
et al.,, 2013; Ko et al., 2014; Rayen et al., 2014; Sarkar et al., 2014;
Altieri et al., 2015). Some studies reported reduction of locomotor ac-
tivity (Dow-Edwards, 1998; Ansorge et al., 2004; Ansorge et al., 2008;
Karpova et al., 2009; Lee, 2009; Zheng et al., 2011; Lee, 2012; Ko et al.,
2014; Altieri et al., 2015), while others showed no difference between
treated and untreated animals (Dow-Edwards, 1998; Chang et al., 2006;
Ansorge et al., 2008; Rayen et al., 2011; Nagano et al., 2012; Rayen
et al., 2013; Rayen et al., 2014; Sarkar et al., 2014), depending for
example on the sex and the age of animals that were analyzed.

4. Discussion

Overall, the results suggest that neonatal exposure to fluoxetine may
affect early and long term body weight, even though route, dose and
period of administration were different among the studies analyzed.
The neonatal reduction of body weight during SSRI administration is
accompanied by reduced somatic growth and cranio-encephalic devel-
opment, also starting in the first postnatal week (Deiro et al., 2004;
Deiro et al., 2006). Studies using pre-osteoblast cell culture reveal that
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SSRI treatment inhibits bone development by decreasing cell pro-
liferation and maturation (Cray et al., 2014; Fraher et al., 2016). In
addition, increased 5-HT levels through diet manipulations during cri-
tical developmental periods reduce growth hormone (GH) levels and
insulin-like growth factor 1 (IGF-1) expression in the liver and muscle
of neonates (Castrogiovanni et al., 2014). This may occur because 5-HT
modulates hypothalamic growth hormone-releasing hormone (GHRH)
and pituitary GH secretion, an effect that may depend on the type of 5-
HT receptor stimulated (Valverde et al., 2000; Pinilla et al., 2001).
Furthermore, through the 5-HT, and 5-HT,; receptors, serotonin in-
creases EE by stimulating POMC neurons to produce anorexigenic
neuropeptides and inhibiting NPY neurons that express orexigenic
neuropeptides, respectively (Heisler et al., 2006; Lam et al., 2008; Xu
et al., 2008; Marston et al., 2011). Increased serotonergic activity on
POMC and NPY neurons during lactation could increase EE and gen-
erate energy insufficiency that impedes normal neonatal growth.
Therefore, the lower body weight phenotype of animals exposed to
fluoxetine during lactation may also be a consequence of impaired so-
matic development in early postnatal life. Even though the adult phe-
notype could be modified during pubertal growth in the absence of SSRI
exposure (Phillip et al., 2001; Takano et al., 2008), no studies evaluated
the long-term repercussions of exposure to fluoxetine during nursing on
murine measurements besides body weight in adulthood.

In terms of WAT, increased expression of the 5-HT, receptor and
reduced expression of NPY in the hypothalamus were measured after
chronic exposure to the hypercaloric diet in adult rats treated with
fluoxetine during lactation (Galindo et al., 2015). Although it was re-
cently shown that 5-HT induces lipogenesis and fat accumulation lo-
cally in the WAT, this neurotransmitter exerts a lipolytic action cen-
trally (Watanabe et al., 2011; Oh et al., 2015; Rozenblit-Susan et al.,
2016). This occurs via 5-HT»¢ hypothalamic receptors, since 5-HT in-
duces the production of the anorexygenic neuropeptide a-MSH that acts
on the melanocortinergic receptors (Heisler et al., 2006; Marston et al.,
2011). In turn, activation of these receptors stimulates EE and lipolysis
in WAT through sympathetic innervations, reducing adiposity (Heisler
et al., 2006; Brito et al., 2007). Chronic exposure to SSRI observed
decreased retroperitoneal fat and plasma leptin levels (Dryden et al.,
1999; Lauzurica et al., 2013). Thus, lower abdominal fat accumulation
may result from an increase in lipid oxidation favored by increased
expression of 5-HT,¢ (Galindo et al., 2015).

Indeed, neonatal exposure to fluoxetine promotes structural changes
and modifies homeostatic control mechanisms that regulate feeding
behavior (Hansen and Mikkelsen, 1998; Silva et al., 2010; Limon-
Morales et al., 2014; Galindo et al., 2015). For example, exposure to
fluoxetine during lactation causes hypotrophy of the serotonergic
system; increases 5-HT1a post-synaptic receptor expression in the hy-
pothalamus and down regulates these autoreceptors and SERT in the
dorsal raphe nucleus (Hansen and Mikkelsen, 1998; Silva et al., 2010;
Limon-Morales et al., 2014). It was also observed lower 5-HT,. and
NPY gene expression in the hypothalamus of 180-day old rats (Galindo
et al., 2015). However, it wasn’t verified any alteration in diet con-
sumption in rats at 40 days of age (da Silva et al., 2014a, 2014b; da
Silva et al., 2015a, 2015b). Aging alters the activity of orexigenic/an-
orexigenic factors, and consequently, feeding behavior (Kmiec, 2011).
For example, older rats are more sensitive to the hypophagic effect of
fenfluramine (Jourdan et al., 2003). In addition, the response to peri-
natal exposure to fluoxetine in the novelty-suppressed feeding test is
age-dependent and a reduction in latency for feeding was observed only
in adolescent rats (Francis-Oliveira et al., 2013). Nevertheless, it is in-
teresting to note that alterations in the behavioral satiety sequence
were observed (increased cleaning and resting times) (da Silva et al.,
2014a, 2014b). In sum, neonatal increases in 5-HT levels modified
central control mechanisms as well as the microstructure of feeding
behavior.

Neonatal exposure to sertraline is related to higher resting oxygen
consumption associated to a leaner body composition and lower BW,
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featuring a hypermetabolic state, in adult mice (Kummet et al., 2012). It
has been recently demonstrated that serotonin, through 5-HT,: re-
ceptors, increases the expression of mitochondrial genes associated
with oxidative metabolism (Harmon et al., 2016). However, the me-
chanisms by which neonatal exposure to SSRI promotes increased mi-
tochondrial respiration are still unclear. Some studies indicate that
fluoxetine (either acutely or chronically administered at different stages
of development) increases the activity of citrate synthase; a key enzyme
of the Krebs cycle (Abelaira et al., 2011; Agostinho et al., 2011; da Silva
et al., 2015a, 2015b), which may be implicated in, increased re-
spiratory activity (Groen et al., 1982; da Silva et al., 2015a, 2015b).
Thus, body weight reduction could be associated with increased mi-
tochondrial respiration in several tissues (da Silva et al., 2015a, 2015b;
Braz et al., 2016a, 2016b). In addition, mitochondrial function mod-
ification in encephalic regions involved in the control of EE (e.g. hy-
pothalamus) may also explain the phenotype of lower body weight (da
Silva et al., 2015a, 2015b).

Oxygen consumption is also implicated in the production of reactive
oxygen species, oxidative stress and, consequently, mitochondrial and
tissue function (Sies, 1991). Therefore, some studies show that the in-
crease of mitochondrial oxygen consumption in response to neonatal
exposure to fluoxetine is accompanied by an increased activity of an-
tioxidant enzymes and reduced reactive oxygen species production in
the long-term (da Silva et al., 2014a, 2014b; da Silva et al. 2015a,
2015b; Braz et al., 2016a, 2016b). These results were observed in
peripheral tissues, such as BAT, skeletal muscle and heart, but also in
central nervous system regions such as the hippocampus and hy-
pothalamus (da Silva et al., 2014a, 2014b; da Silva et al., 2015a, 2015b;
Braz et al., 2016a, 2016b). Accordingly, an increase in serotonergic
activity during lactation could promote higher O, consumption com-
pensated with better antioxidant capacity and lower reactive oxygen
species production.

The development of BAT as well as UCP-1 regulation was probably a
determinant factor for the evolutionary success of mammals, since this
tissue works by producing heat from food and promoting thermo-
regulation (Cannon and Nedergaard, 2004). Thermogenesis in BAT is
activated whenever the body needs extra heat, but also by food intake
(Cannon and Nedergaard, 2004). This process occurs especially in BAT
through proton escape regulated by UCP-1 (Adams, 2000; Krauss et al.,
2005). Centrally, the rate of thermogenesis is controlled via a neuronal
pathway initiated in the hypothalamus (Cannon and Nedergaard,
2004). 5-HT that is released into the hypothalamus modulates the ac-
tivity of hypothalamic POMC neurons and, consequently, regulates
sympathetic flow to the BAT (Heisler et al., 2006; Brito et al., 2007).
Thus, it seems that a higher amount of BAT associated with increased
UCP-1 protein expression improves the thermogenic capacity in re-
sponse to cold and may favor increased EE in animals exposed to
fluoxetine during neonatal period (da Silva et al., 2015a, 2015b;
Galindo et al., 2015).

Despite the variable results reported in OFT, many of the selected
studies point out that the neonatal increase in 5-HT levels using
fluoxetine causes alterations in neuromotor development and emotional
behaviors, which can influence motor performance and consequently,
EE (Ansorge et al., 2004; Ansorge et al., 2008; Karpova et al., 2009; Lee,
2009; Lee, 2012; Ko et al., 2014). Animals exposed to fluoxetine during
neonatal period presented impairment of the structure and function of
the somatosensory, motor and limbic systems associated with hypolo-
comoton (Lee, 2009; Lee, 2012; Ko et al., 2014). Since there was no
difference in home-cage activity, it was suggested that a reduction of
exploratory activity in mice was related to emotional aspects expressed
in response to a novel environment (Ansorge et al., 2004). Accordingly,
neonatal fluoxetine-treated animals had altered adult emotional beha-
vior, having a tendency towards anxiety and depression-related phe-
notypes (Ansorge et al., 2004; Ansorge et al., 2008).

The studies analyzed in this review indicate that neonatal exposure
to fluoxetine promotes reduction in body weight and adiposity
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throughout life. This phenotype could not be directly associated with a
reduction in food intake due to the heterogeneity in the methods and
results of included studies. Nevertheless, results suggest that an increase
of extracellular 5-HT levels during lactation induces permanent changes
in central homeostatic control as well as in the microstructure of
feeding behavior. Results also suggest that offspring weight reduction
could result from increased EE characterized by higher O, consumption
and increased thermogenic capacity in key metabolic tissues. Therefore,
increased neonatal extracellular 5-HT levels may support an adaptive
increase in EE, promoting a lean phenotype. In metabolic terms, a
phenotype that increases EE and promotes a lower body weight could
be considered a positive effect of neonatal exposure to fluoxetine.
However, this point should be the subject of further research, since the
serotonergic system has a prominent role in the mechanisms underlying
phenotypic plasticity. Lastly, early pharmacological changes in synaptic
5-HT availability might improve the metabolic plasticity, instead of
acting as a disadvantageous factor.

Acknowledgments

The authors are grateful to Ashley Castellanos-Jankiewicz for the
language review.

Author information

M. da L.D.B. conducted the search, analyzed the results, and wrote
the manuscript; D.T.A. was the second reviewer for database searches;
0.G.Q and A.E.T analyzed the results and helped with discussion of
outcomes; A.B. contributed to the final review and edition of the
manuscript; L.C.M.G and R.M.C designed the study, analyzed the results
and wrote the manuscript.

Funding sources

This work was supported by CNPq (National Counsel of
Technological and Scientific Development) #446675/2014-8 by
L.C.M.G; FACEPE (Foundation of Support to Science and Technology of
Pernambuco) by RM.C and M. da L.D.B; L.C.M.G was also supported by
CAPES Foundation Fellowship#BEX- 99999.000824/2015-01. A.B.
was supported by NIMH Grant #1R01MH106806.

Conflicts of interest
The funding sources had no involvement in study design, collection,
analysis, data interpretation, writing of the report, nor in the decision to

submit the article for publication.

References

cited by

Abelaira, H.M., Reus, G.Z., et al., 2011. Effects of acute and chronic treatment el
i ing cascades in

lamotrigine on behavior, energy L hins and si;
rats. Neurochem. Int. 59 (8), 1163-1174.

Adams, S.H., 2000. Uncoupling protein homologs: emerging views of physiological
function. J. Nutr. 130 (4), 711-714.

Agostinho, F.R., Reus, GZ,, et al., 2011. Treatment with olanzapine, fluoxetine and
olanzapine/fluoxetine alters citrate synthase activity in rat brain. Neurosci. Lett. 487
(3), 278-281.

Altieri, S.C,, Yang, H,, et al,, 2015. Perinatal vs genetic programming of serotonin states
associated with anxiety. Neuropsychopharmacology 40 (6), 1456-1470.

Ansorge, M.S., Morelli, E., et al., 2008. Inhibition of serotonin but not norepinephrine
transport during development produces delayed, persistent perturbations of emo-
tional behaviors in mice. J. Neurosci. 28 (1), 199-207.

Ansorge, M.S., Zhou, M., et al., 2004. Early-life blockade of the 5-HT transporter alters
emotional behavior in adult mice. Science 306 (5697), 879-881.

Berle, J.O., Spigset, O., 2011. Antidepressant use during breastfeeding. Curr. Women's
Health Rev. 7 (1), 28-34.

Blasco Redondo, R., 2015. Resting energy expenditure; assessment methods and appli-
cations. Nutr. Hosp. 31 (Suppl. 3), 245-254,

Bock, N., Koc et al., 2013. Chronic fluoxetine treatment changes S100B expression
during postnatal rat brain development. J. Child Adolesc. Psychopharmacol. 23 (7),
481-489.

305

103

ypean Journal of gy 833 (2018) 298-306

Braz, G.R., Freitas, CM,, et al., 2016. N 1 SSRI exp: improves chondrial
function and antioxidant defense in rat heart. Appl. Physiol. Nutr. Metab. 41 (4),
362-369.

Braz, G.R., Pedroza, A.A,, et al., 2016. Serotonin modulation in neonatal age does not

pair cardiovascular physiology in adult female rats: hemodynamics and oxidative
stress analysis. Life Sci. 145, 42-50.

Brito, M.N., Brito, N.A., et al., 2007. Differential activation of the sympathetic innervation
of adipose tissues by melanocortin receptor stimulation. Endocrinology 148 (11),
5339-5347.

Brummelte, S., Glanaghy, E.Mc., Bonnin, A., Oberlander, T.F., 2017. Developmental
changes in serotonin Signaling: Implications for early Brain function, Behavior and
Adaptation. Neurosci. 7 (342), 212-231. http://dx.doi.org/10.1016/j.neuroscience.
2016.02.037.

Caccia, S., Cappi, M., et al., 1990. Influence of dose and route of administration on the
kinetics of fluoxetine and its metabolite norfluoxetine in the rat.
Psychopharmacology (Berl.) 100 (4), 509-514.

Cannon, B., Nedergaard, J., 2004. Brown adipose tissue: function and physiological sig-
nificance. Physiol. Rev. 84 (1), 277-359.

Castrogiovanni, P., Musumeci, G., et al, 2014, Effects of high-tryptophan diet on pre- and
postnatal development in rats: a morphological study. Eur. J. Nutr. 53 (1), 207-308.

Chad, L., Pupco, A., et al., 2013. Update on antidepressant use during breastfeeding. Can.
Fam. Ph n 59 (6), 633-634.

Chang, Y.C., Tzeng, S.F., et al., 2006. Early-life fluoxetine exposure reduced functional
deficits after hypoxic-ischemia brain injury in rat pups. Neurobiol. Dis. 24 (1),
101-113.

Cray Jr., J.J., Weinberg, S.M., et al., 2014, Selective serotonin reuptake inhibitor ex-
posure alters osteoblast gene expression and craniofacial development in mice. Birth
Defects Res. A Clin. Mol. Teratol. 100 (12), 912-923.

Deiro, T.C., Manhaes-de-Castro, R, et al., 2004. N 1 ation of ci
delays somatic maturation in rats. Braz. J. Med. Biol. Res. 37 (10), 1503-1509.

Deiro, T.C., Manhaes-de-Castro, R., et al., 2006. Sertraline delays the somatic growth and
reflex ontogeny in neonate rats. Physiol. Behav. 87 (2), 338-344.

Donovan, M.H., Tecott, L.H., 2013. Serotonin and the regulation of mammalian energy
balance. Front. Neurosci. 7, 36.

Dow-Edwards, D.L., 1998. Preweaning cocaine administration alters the adult response to
quipazine: comparison with fluoxetine. Neurotoxicol. Teratol. 20 (2), 133-142,

Dryden, S., Brown, M., et al., 1999, Decreased plasma leptin levels in lean and obese
Zucker rats after treatment with the serotonin reuptake inhibitor fluoxetine. Horm.
Metab. Res. 31 (6), 363-366.

Fraher, D., Hodge, J.M., et al., 2016. Citalopram and sertraline exposure compromises
embryonic bone development. Mol. Psychiatry 21 (5), 722.

Francis-Oliveira, J., Ponte, B., et al., 2013. Fluoxetine exposure during pregnancy and
lactation: effects on acute stress response and behavior in the novelty-suppressed
feeding are age and gender-dependent in rats. Behav. Bmm Res. 252, 195-203.

Galindo, L.C., Baros Mda, L., et al,, 2015. 1 ake inhibi reduces
hypercaloric diet effects on fat mass and hypothalamic gene expression in adult rats.
Int. J. Dev. Neurosci. 46, 76-81.

Glover, M.E,, Clinton, S.M., 2016. Of rodents and humans: a comparative review of the
neurobehavioral effects of early life SSRI exposure in preclinical and clinical research.
Int J. Dev. Neurosci. 51, 50-72.

Gluckman, P.D., Hanson, M.A., et al., 2007. Early life events and their consequences for
later disease: a life history and evolutionary perspective. Am. J. Hum. Biol. 19 (1),
1-19.

Groen, A.K., Wanders, R.J., et al., 1982. Quantification of the contribution of various
steps to the control of mitochondrial respiration. J. Biol. Chem. 257 (6), 2754-2757.

Hales, C.N., Barker, D.J., 1992. Type 2 (non-insulin-dependent) diabetes mellitus: the
thrifty phenotype hypothesis. Diabetologia 35 (7), 595-601.

Hansen, H.H., Mikkelsen, J.D., 1998. Long-term effects on serotonin transporter mRNA
expression of chronic neonatal exposure to a serotonin reuptake inhibitor. Eur. J.
Pharmacol. 352 (2-3), 307-315.

Harmon, J.L., Wills, LP., et al., 2016. 5-HT2 receptor regulation of mitochondrial genes:
unexpected pharmacological effects of agonists and antagonists. J. Pharmacol. Exp.
Ther. 357 (1), 1-9.

Heisler, LK., Jobst, EE., etal., 2006. Serotonin reciprocally regulates melanocortin
neurons to modulate food intake. Neuron 51 (2), 239-249.

Hendricks, T.J., Fyodorov, Dmitry V., Wegman, Lauren J., Lelutiu, Nadia B., Pehek,
Elizabeth A., Yamamoto, Bryan, Silver, Jerry, Weeber, Edwin J., Sweatt, J.David,
Deneris, Evan S., 2003. Pet-1 ETS Gene Plays a Critical Role in 5-HT Neuron
Development and Is Required for Normal Anxiety-like and Aggressive Behavior
Timothy. Neuron 37 (2), 233-247.

Hooijmans, C.R., Rovers, M.M., et al, 2014. SYRCLE's risk of bias tool for animal studies.
BMC Med. Res. Methodol. 14, 43.

Hoyer, D., Hannon, J.P., et al., 2002. Molecular, pharmacological and functional diversity

f 5-HT receptors. Pharmacol. Biochem. Behav. 71 (4), 533-554.

Jourdan, D., Piec, 1, et al., 2003. Effect of fenfluramine on caloric intake and macro-
nutrient selection in Lou/c rats during aging. Neurobiol. Aging 24 (1), 67-76.

Karpova, N.N., Lindholm, J., et al., 2009. Long-lasting behavioural and molecular al-
terations induced by early postnatal fluoxetine exposure are restored by chronic
fluoxetine treatment in adult mice. Eur. Neuropsychopharmacol. 19 (2), 97-108.

Kiryanova, V., Meunier, S.J., et al., 2016. Effects of maternal stress and perinatal fluox-
etine exposure on behavioral outcomes of adult male offspring. Neuroscience 320,
281-296.

Kmiec, Z., 2011. Aging and peptide control of food intake. Curr. Protein Pept. Sci. 12 (4),
271-279.

Ko, M.C,, Lee, L.J,, et al,, 2014, Long-term
in adult rats. Dev. Neurobiol. 74 (10), 1038~ 10:;1

of I fluoxetine




M. da L.D. Barros et al.

Krauss, S., Zhang, C.Y., et al, 2005. The mitochondrial ling-protein h k
Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 6 (3), 248-261.

ypean Journal of Ph logy 833 (2018) 298-306

Rogers, P.J., Brunstrom, J.M., 2016. Appetite and energy balancing. Physiol. Behav. 164
(Pt B), 465-471.

Kummet, G.J., Haskell, S.E., et al., 2012. i SSRI exp
tabolic state in adult mice. J. Nutr. Metab. 2012, 431574,

Lam, D.D., Przydzial, M.J,, et al., 2008. Serotonin 5-HT2C receptor agonist promotes
hypophagia via downstream activation of melanocortin 4 receptors. Endocrinology
149 (3), 1323-1328.

Lauzurica, N., Garcia-Garcia, L., et al., 2013. Hypophagia and i of
transporter gene expression in raphe nuclei of male and female rats after short-term
fluoxetine treatment. J. Physiol. Biochem. 69 (1), 69-74.

Lee, LJ., 2009. Neonatal fluoxetine exposure affects the neuronal structure in the so-

y cortex and y-related behaviors in adolescent rats.

Neurotox. Res. 15 (3), 212-223.

programs a hype

blit-S , S., Chapnik, N., et al., 2016. Metabolic effect of fluvoxamine in mouse
peripheral tissues. Mol. Cell Endocrinol. 424, 12-22,
dos Santos Perez, G., Santana dos Santos, L., et al., 2015. Maternal and post-weaning
exposure to a high fat diet promotes visceral obesity and hepatic steatosis in adult
rats. Nutr. Hosp. 32 (4), 1653-1658.
Sanchez, 8., Sanchez, C., et al., 2008. Circadian variations of serotonin in plasma and
different brain regions of rats. Mol. Cell Biochem 317 (1-2), 105-111.

Sarkar, A., Chachra, P., et al., 2014. 1 fluoxeti ked anxiety is p by
concomitant 5-HT2A/C receptor bl de and mimicked by 5-HT2A/C
receptor stimulation. Biol. Psychmtry 76 (ll), 858-868.

Sawyer, E.K., Howell, L.L., 2011. Ph k of fl in rhesus

Lee, LJ., 2012. Neonatal fluoxetine exposure alters motor perfc of adol
rats. Dev. Neurobiol. 72 (8), 1122-1132.

Levine, J.A., 2005. of energy di Public Health Nutr. 8 (7A),
1123-1132,

Liberati, A., Altman, D.G., et al., 2009. The PRISMA for rep g
reviews and 1} of studies that evaluate health care inter ions: ex-

planation and elaboration. J. Clin. Epidemiol. 62 (10), e1-34.

Limon-Morales, O., Soria-Fregozo, C., etal., 2014. Altered expression of 5-HT1A receptors
in adult rats induced by neonatal treatment with clomipramine. Physiol. Behav. 124,
37-44.

Marston, 0.J., Garfield, A.S., et al., 2011. Role of central serotonin and melanocortin
systems in the control of energy balance. Eur. J. Pharmacol. 660 (1), 70-79.

McGlashon, J.M., Gorecki, M.C., et al., 2015. Central serotonergic neurons activate and
recruit thermogenic brown and beige fat and regulate glucose and lipid homeostasis.
Cell Metab. 21 (5), 692-705.

Mendes-da-Silva, C., de Souza, S.L., et al., 2002. 1 with fl ine re-
duces depressive behavior induced by forced swim in adult rats. Arq. Neuropsiquiatr.
60 (4), 928-931.

Nagano, M., Liu, M., et al., 2012, Early intervention with fluoxetine reverses abnormal-
ities m lhe serotonergu system and behavior of rats exposed prenatally to dex-

1 63 (2), 292-300.

Oh, C.M., Namkung, J., et al., 2015. Regulation of systemic energy homeostasis by ser-
otonin in adipose tissues. Nat. Commun. 6, 6794.

Oliveira Ldos, S., da Silva, LP., et al., 2011, Effects of early weaning on the circadian
rhythm and behavioral satiety sequence in rats. Behav. Process. 86 (1), 119-124.

Orozco- Séhs R., Lopes de Souza, S., et al 2009. Perinatal undernutrition-induced obesity

11 multiple routes of administration. Pharmacology 88 (1-2), 44-49.
da Silva, A, Braz, G.R,, et al., 2015a. Fluoxetine induces lean phenotype in rat by in-
creasing the brown/white adipose tissue ratio and UCP1 expression. J. Bioenerg.
Biomembr. 47 (4), 309-318.
da Silva, AL, Braz, G.R., et al., 2015b. Effect of fl i on mitochondrial
biocenergetics in central and peripheral rat tissues. Appl. Physiol. Nutr. Metab. 40 (6),
565-574.
da S|lva AI Galindo, L.C. etal, 2014a. Fl ine t
ly reduces oxid: stress in the h and in b
of anxiety later in postnatal life. Can. J. Physnol Phan-na«.ol 92 (4), 330-337.
da Silva, M.C., de Souza, J.A., et al., 2014b. Effects of maternal separation on the dietary
preference and behavioral satiety sequence in rats. J. Dev. Orig. Health Dis. 5 (3),
219-228.
de Souza, J.A., da Silva, M.C,, et al., 2018. Pre- weamng maternal separanon mcreases
eating later in life in male and female , but i
receptor 1a and 2a only in males. Appeme 123 114—119
Sghendo, L., Mifsud, J., 2012 Und the h 1 of the ser-
ic system: using fl as a model. J. Pharm. Pharmacol 64 (3), 317-325.
Sies, H., 1991. Role of reactive oxygen species in biological processes. Klin. Wochenschr.
69 (21-23), 965-968.
Silva, C.M., Goncalves, L., et al., 2010. Postnatal fluoxetine treatment affects the devel-
opment of serotonergic neurons in rats. Neurosci. Lett. 483 (3), 179-183.
Steffens, A.B., Scheurink, A.J., etal., 1988. Hypothalamic food intake regulating areas are
involved in the homeostasis of blood glucose and plasma FFA levels. Physiol. Behav.
44 (4-5), 581-589.
Takano, H., Aizawa, T., et al., 2008. Normal bone growth requires optimal estrogen le-

ofral

isi dent of the devel I pr of feeding. Physiol. Behav. 96 (3), vels: negative effects of both high and low dose estrogen on the number of growth
481-492. plate chondrocytes. Tohoku J. Exp. Med. 214 (3), 269-280.

Phillip, M., Maor, G., et al., 2001. Testosterone stimulates growth of ublal ep)physeal Toscano, A.E., Amorim, M.A., et al., 2008. Do malnutrition and fluoxetine neonatal
growth plate and msulm-hke growth factor-1 receptor abund; in hypop program all in heart hology? Life Sci. 82 (21-22),
mized and castrated rats. Endocrine 16 (1), 1-6. 1131-1136.

Pinilla, L., Gonzalez, L.C,, et al., 2001 5-HT1 and 5-HT2 receptor agonists blunt + /-
Iph: ino-3-hydroxy-5 le-4-propionic acid (AMPA)-stimulated GH
secrennn in prepubertal male rats. Eur J. Endocnnol 144 (5), 535-541.

Qu, Y., Aluisio, L., et al., 2009. Phar and ics of nor-
fluoxetine in rats: increasing extracellular serotonin level in the frontal cortex.
Pharmacol. Biochem. Behav. 92 (3), 469-473.

Ravelli, G.P., Stein, ZA., et al., 1976. Obesity in young men after famine exposure in
utero and early infancy. N. Engl. J. Med. 295 (7), 349-353.

Rayen, L, van den Hove, D.L, et al., 2011. Fluoxetine during development reverses the
effects of prenatal stress on depressive-like behavior and hippocampal neurogenesis
in adolescence. PLoS One 6 (9), €24003.

Rayen, L, Steinbusch, HW., et al., 2013. Di 1 P and prenatal
stress alter sexual differentiation of the brain and reproductive behavior in male rat
offspring. Psychoneuroendocrinology 38 (9), 1618-1629.

Rayen, 1, Steinbusch, H.W., et al., 2014. Devel | fl i ili
sexual behavior in female offspring. Psychopharmacology (Berl.) 231 (1), 123-133.

Rice, D., Barone Jr., S., 2000. Critical periods of vulnerability for the developing nervous
system: evidence from humans and animal models. Environ. Health Perspect. 108
(Suppl. 3), 511-533.

Rodgers, R.J., Holch, P., et al,, 2010. Behavioural satiety sequence (BSS): separating
wheat from chaff in the behavioural pharmacology of appetite. Pharmacol. Biochem.
Behav. 97 (1), 3-14.

306

Valverde, L, Penalva, A., et al., 2000. Influence of different serotonin receptor subtypes
on growth hormone secretion. Neuroendocrinology 71 (2), 145-153.
de Vnm R.B M., Hom)rnans, C.R,, et al., 2015. A protocol format for the preparation,

and of reviews of animal intervention studies.
Evid.-Based Preclin. Med. 2 (1), 1-9.
Viera, AJ., Garrett, J.M., 2005. Und ding i bserver ag the kappa sta-

tistic. Fam. Med. 37 (5), 360-363.

‘Watanabe, H., Rose, M.T,, et al., 2011. Role of peripheral serotonin in glucose and lipid
metabolism. Curr. Opin. Lipidol. 22 (3), 186-191.

West-Eberhard, M.J., 2005. Devel I plasticity and the origin of species differences.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102 (Suppl. 1), 6543-6549.

Whitaker-Azmitia, P.M., Azmitia, E.C., 1986. L of fetal ser ic neu-
ronal development: role of high affinity serotonin receptors. Neurosci. Lett. 67 (3),
307-312.

Whitaker-Azmitia, P.M., Druse, M., et al.,
Behav. Brain Res. 73 (1-2), 19-29.

Xu, Y., Jones, J.E,, et al,, 2008. 5-HT2CRs d by i ;
regulate energy homeostasis. Neuron 60 (4), 582-589

Zheng, J., Xu, D.F., et al.,, 201 1. Neonatal exposure to fluoxetine and fluvoxamine alteres
spine density in mouse hippocampal CA1 pyramidal neurons. Int. J. Clin. Exp. Pathol.
4(2), 162-168.

1996. Serotonin as a developmental signal.

in neurons

104



105

ANEXO A - PARECER DA COMISSAO DE ETICA EM USO DE ANIMAIS (CEUA-
UFPE) — EXPERIMENTO 1.

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife — PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

\ fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br
Recife, 14 de maio de 2015.
Oficio n°® 44/15

Da Comiss3o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof® Ligia Galindo

Departamento de anatomia - CCB

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.010005/2015-57

Os membros da Comiss3o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Desnutri¢cdo protéica e inibicdo da recaptacdo da
serotonina neonatais: estudo das possiveis alteragcdes fenotipicas no
comportamento alimentar e no gasto energético em ratos adultos™.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagao experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o
adotadas como critérios de avaliagao e julgamento pela CEUA-UFPE.

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

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a

serem realizados.

Origem dos animais: biotério; Animais: ratos Atenciosamente, |
heterogénico; Linhagem: Wistar; Idade: 180 dias; Sexo:
machos; N° total de animais: 96.

T1ULs LY, FE0T V. Lare
Presidentz da CEUA / CCB - UFPE
ure  SIAPE 1801584

CCB: Integrar para desenvolver
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ANEXO B - PARECER DA COMISSAO DE ETICA EM USO DE ANIMAIS (CEUA-
UFPE) — EXPERIMENTO 2.

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

1\ fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 27 de dezembro de 2016.
Oficio n® 119/16

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Raul Manhies de Castro

Departamento de Nutricdo

Centro de Ciéncias da Saude

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 0045/2016

Certificamos que a proposta intitulada “Uso perinatal de dieta
hiperlipidica/hipercalérica: repercussées precoces e tardias da inibigdo neonatal
da recaptacdo de serotonina sobre o comportamento alimentar e o perfil
metabdlico em ratos”, registrada com o n° 0045/2016, sob a responsabilidade de
Prof. Dr. Raul Manhdes de Castro - que envolve a produgdo, manutengdo ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE
CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL
DE PERNAMBUCO (UFPE), em reuni&o de 07/12/2016.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacéo 16/01/2017 - 29/02/2020

Espécie/linhagem/raca Ratos Wistar

N° de animais s 160

Peso/ldade 220 gramas / 120 dias

Sexo Machos e fémeas

Origem Biotério do Depto de Nutricdo da UFPE
Atenciosamente

Frol. Sebastido R, F. Silva
Vice-Presidente CE UAIUFPE
h SIAPE 2345691
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