[~
e
e

UFPE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

CENTRO ACADEMICO DA VITORIA

CYNTHYA MYLLENA MARTINS SILVA

ESTUDO DOS PARAMETROS SOMATICOS, MASTIGATORIOS E
IMUNORREATIVIDADE DO SERT NOS NUCLEOS TRIGEMINAIS
MASTIGATORIOS EM MODELO EXPERIMENTAL DE OBESIDADE

VITORIA DE SANTO ANTAO

2023



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO ACADEMICO DA VITORIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO, ATIVIDADE FISICA E
PLASTICIDADE FENOTIPICA

CYNTHYA MYLLENA MARTINS SILVA

ESTUDO DOS PARAMETROS SOMATICOS, MASTIGATORIOS E
IMUNORREATIVIDADE DO SERT NOS NUCLEOS TRIGEMINAIS
MASTIGATORIOS EM MODELO EXPERIMENTAL DE OBESIDADE

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Nutricdo, Atividade fisica e
Plasticidade Fenotipica da Universidade
Federal de Pernambuco, Centro Académico de
Vitoria, como requisito para a obtencdo do
titulo de Mestre em Nutricao, Atividade fisica e
Plasticidade Fenotipica.

Orientadora: Kelli Nogueira Ferraz
Pereira Althoff
Coorientadora: Isabeli Lins Pinheiro

VITORIA DE SANTO ANTAO

2023



Catalogacao na Fonte

Sistema Integrado de Bibliotecas da UFPE. Biblioteca Setorial do CAV.

Bibliotecaria Jaciane Freire Santana CRB-4/2018

S586e

Silva, Cynthya Myllena Martins.

Estudo dos parametros somaticos, mastigatorios e
imunorreatividade do SERT nos nlcleos trigeminais mastigatorios em

modelo experimental de obesidade/ Cynthya Myllena Martins Silva-
Vitoria de Santo Antao, 2023.

55 f.; il.

Orientadora: Kelli Nogueira Ferraz Pereira Althoff.
Coorientadora: Isabeli Lins Pinheiro.
Dissertacao (Mestrado) - Universidade Federal de Pernambuco,

CAV, Poés-graduacdo em Nutricdo, Atividade Fisica e Plasticidade
Fenotipica - PPGNAFPF, 2024.

Inclui referéncias e anexo.

1. Obesidade. 2. Serotonina. 3. Mastigacao. I. Althoff, Kelli

Nogueira Ferraz Pereira (Orientadora). Il. Pinheiro, Isabeli Lins
(Coorientadora). lll. Titulo.

616.398 CDD (23. ed.) BIBCAV/UFPE - 09/2024




CYNTHYA MYLLENA MARTINS SILVA

ESTUDO DOS PARAMETROS SOMATICOS, MASTIGATORIOS E
IMUNORREATIVIDADE DO SERT NOS NUCLEOS TRIGEMINAIS
MASTIGATORIOS EM MODELO EXPERIMENTAL DE OBESIDADE

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo Nutricdo, Atividade fisica e
Plasticidade Fenotipica da Universidade
Federal de Pernambuco, Centro Académico de
Vitéria, como requisito para a obtencdo do
titulo de Mestre em Nutri¢&@o, Atividade fisica
e Plasticidade Fenotipica.

Aprovado em: 28/04/2023

BANCA EXAMINADORA

Ligia Cristina Monteiro Galindo (Presidente)
Universidade Federal de Pernambuco

Raquel da Silva Aragao (Examinadora Interna)
Universidade Federal de Pernambuco

Diego Cabral Lacerda
Prof°. Dr. Em Nutricdo (Examinador Externo)
Universidade Federal da Paraiba



RESUMO

O aumento do peso corporal pode ser associado a alteracdes da funcéo mastigatoria.
Em condicdes de sobrepeso e obesidade, o controle do balanco energético é
claramente desregulado e a modulacdo serotonérgica parece contribuir
significativamente para o ganho de peso. Este estudo visa avaliar o efeito da
obesidade induzida pela reducao do tamanho da ninhada nos parametros somaticos,
mastigatorios e imunorreatividade do transportador de serotonina (SERT) nos nucleos
trigeminais mastigatérios. O estudo, realizado com ratos da linhagem Wistar, foi
submetido e aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Pernambuco (0026/2019). Ratas foram acasaladas na
proporcédo de 2 fémeas para 1 macho e mantidas em condi¢cdes padrdo de biotério.
Foram utilizados 48 ratos machos Wistar albinos (Rattus Norvegicus) provenientes de
ratas progenitoras da coldnia do Biotério de criagdo do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco. Setenta e duas horas ap6s o nascimento, 0s
animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: Controle (C; 9 filhotes por
nutriz; n=24) ou superalimentado (SA; 3 animais por nutriz; n=24). Foi realizada a
afericdo do peso corporal no 3°, 7°, 14°, 21° e 30° dia de vida pos- natal. O consumo
alimentar durante a mastigacao foi realizado a partir da diferenca do peso inicial e final
da racdo ofertada. A andlise da mastigacéo através da filmagem foi realizada nos 22°
e 29° dias de vida pés-natal. No 30° dia de vida, animais (C; n=16; SA, n=16) foram
sacrificados através da decapitacdo, onde foi dissecado e pesado tecido adiposo
branco. E depois também aos 30 dias de vida, foi feita a perfuséo transcardiaca em
outros animais (C; n=8; SA, n=8), onde foi retirado o encéfalo do animal para
realizacdo da imunohistoquimica com o objetivo da quantificacdo de neurénios SERT
no nudcleo trigeminal mesencefélico mais adiante. Em nossos resultados, o grupo
superalimentado apresentou maior peso corporal, a partir do décimo quarto dia de
vida (mediana=33,18, 11Q=34,73-30,92. p<0,001), maiores quantidades de gorduras
inguinal (média+dp=0,855+0,158, p<0,001), epididimal (médiax dp= 0,120+0,046,
p<0,001), mesentérica (mediana= 0,879, 11Q=1,142-0,722, p<0,001) e retroperitoneal
(médiax dp=0,106+0,05, p=0,017), assim como maior consumo alimentar durante a
mastigacdo aos 22 dias pos-natal (mediana=0,665, 11Q=0,825-0,490, p=0,018). O
grupo superalimentado também apresentou menor numero de sequéncias
mastigatorias, bem como menor quantidade de ciclos mastigatérios e menor taxa
mastigatéria. Além disso, houve menor expressao de neurénios SERT-IR no ndcleo
trigeminal mesencefalico, quando comparado com o grupo controle. Deste modo,
concluimos que ratos com obesidade induzida pela supernutricdo neonatal
apresentam maior peso corporal, maiores quantidades de tecido adiposo branco,
maior consumo alimentar durante a mastigacédo, menor atividade ritmica mastigatoria
e menor expressdo de SERT. Esperamos que os achados deste estudo auxiliem no
desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes para o controle e reducdo da
obesidade.

Palavras- chave: obesidade; transportador de serotonina; mastigacéo; reducdo da
ninhada; plasticidade do desenvolvimento



ABSTRACT

The increase in body weight can be associated with changes in masticatory function.
Under overweight and obese conditions, the control of energy balance is clearly
deregulated and serotonergic modulation appears to contribute significantly to weight
gain. This study aims to evaluate the effect of obesity induced by litter size reduction
on somatic and masticatory parameters and serotonin transporter immunoreactivity
(SERT) in masticatory trigeminal nuclei. The study, carried out with Wistar rats, was
submitted and approved by the Ethics Committee on Animal Experimentation of the
Federal University of Pernambuco (0026/2019). Rats were mated at a ratio of 2
females to 1 male and kept under standard vivarium conditions. Forty-eight male
Wistar albino rats (Rattus Norvegicus) from progenitor rats from the vivarium colony of
the Nutrition Department of the Federal University of Pernambuco were used. Seventy-
two hours after birth, the animals were randomly distributed into two groups: Control
(C; 9 pups per nursing mother; n=24) or overfed (SA; 3 animals per nursing mother;
n=24). Body weight was measured on the 3rd, 7th, 14th, 21st and 30th day of postnatal
life. Food consumption during mastication was performed based on the difference in
the initial and final weight of the feed offered. The analysis of chewing through filming
was performed on the 22nd and 29th days of postnatal life. On the 30th day of life,
animals (C; n=16; SA, n=16) were sacrificed by decapitation, where white adipose
tissue was dissected and weighed. And then also at 30 days of life, transcardial
perfusion was performed in other animals (C; n=8; SA, n=8), where the animal's brain
was removed to perform immunohistochemistry in order to quantify SERT neurons in
the mesencephalic trigeminal nucleus later on. In our results, the overfed group
presented higher body weight, from the fourteenth day of life onwards (median=33.18,
[1Q=34.73-30.92. p<0.001), higher amounts of inguinal fat (meant sd=0.855+0.158,
p<0.001), epididymal (mean % sd= 0.120+0.046, p<0.001), mesenteric (median=
0.879, 11Q=1.142-0.722, p<0.001) and retroperitoneal (mean + sd=0.106 +0.05,
p=0.017), as well as higher food consumption during mastication at 22 postnatal days
(median=0.665, 11Q=0.825-0.490, p=0.018). The overfed group also had a lower
number of chewing sequences, as well as fewer chewing cycles and a lower chewing
rate. In addition, there was a lower expression of SERT-IR neurons in the
mesencephalic trigeminal nucleus, when compared to the control group. Thus, we
conclude that rats with obesity induced by neonatal supernutrition have higher body
weight, higher amounts of white adipose tissue, higher food consumption during
mastication, lower rhythmic masticatory activity and lower SERT expression. We hope
that the findings of this study will help in the development of effective therapeutic
strategies for the control and reduction of obesity.

Keywords: obesity; serotonin transporter; chewing; litter size; development plasticity
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1. INTRODUCAO

1.1 Delimitagdo do Problema

A plasticidade fenotipica consiste na capacidade de um organismo de reagir
aos desafios impostos pelo ambiente, modificando a sua forma, estado, movimento
ou padrao de atividade (Wells et al., 2011, 2014). Diante disso, alguns estudos tém
demonstrado que variacBes ambientais na vida precoce podem levar as mudancas
fenotipicas com repercussées permanentes nos sistemas fisioldgicos (Toscano et
al., 2008; Ferraz et al., 2015). O sobrepeso e a obesidade séo tidos como fatores
ambientais capazes de gerar repercussdes na saude geral do individuo ( Mayoral et

al., 2020).

O sobrepeso e a obesidade infantil sdo graves problemas de saude publica
(Franco et al., 2010; Souza et al., 2018). Mundialmente, cerca de 43 milhdes de
criangcas com menos de 5 anos de idade estdo com sobrepeso (De Onis; Borghi,
2010). A doenca afeta 13,2% das criangas entre 5 e 9 anos acompanhadas no
Sistema Unico de Satde (SUS), e pode trazer consequéncias preocupantes ao longo
da vida. Nessa faixa etéaria, 28% das criancas apresentam excesso de peso, um sinal
de alerta para o risco de obesidade ainda na infancia ou no futuro. Entre os menores
de 5 anos, o indice de sobrepeso é de 14,8%, sendo 7% ja apresentando obesidade
(Ministério da Saude, 2021). No estado de Pernambuco, um estudo realizado em
2021 com criangas e adolescentes entre 7 e 12 anos mostrou um padréao alimentar
especifico do grupo obeso (Santos, 2021). Dentre os fatores associados ao
sobrepeso e obesidade, o consumo alimentar é reconhecido como uma das principais
causas (Rossi et al., 2019; White et al., 2015).

Evidéncias apontam uma relacéo entre o consumo exacerbado de alimentos
industrializados com o0 aumento da prevaléncia do sobrepeso e obesidade ( Krebs et
al., 2014). Além deste fato, alguns autores propdem que o aumento do peso corporal
pode ser associado a alteragfes da funcdo mastigatéria (Li et al., 2011; Soares et

al., 2017). Individuos que



apresentam dificuldade no processo mastigatorio tém uma tendéncia a modificar a
sua dieta, evitando alimentos de consisténcia mais firme e preferindo alimentos
moles e pastosos (Friedlander et al., 2007).

A maturacdo da fungdo mastigatoria ocorre durante um periodo critico de
desenvolvimento do sistema nervoso central, concomitante com a maturacdo
morfologica e funcional do complexo craniofacial (Silva, 2018). Uma mastigacéo
eficiente depende ndo somente da integridade das estruturas orofaciais envolvidas
nesse processo, como também da interagdo harmonica entre seus constituintes
fisioldégicos centrais e periféricos (Yadav, 2011).

Dentre os fatores relacionados a maturacdo da mastigacdo durante o periodo
critico, destaca-se a serotonina (Azmitia, 2007). Em preparacdes do tronco
encefélico, a serotonina (5-HT) despolariza motoneurdnios trigeminais e aumenta a
excitabilidade neuronal (Galli, 2013). Os motoneurdnios trigeminais inervam o0s
musculos de abertura e fechamento mandibular. Além disso, a serotonina também
influencia o final da divisao celular, assim como a diferenciacéo de tecidos-alvo das
projecdes serotoninérgicas ( Buznicov et al., 2001; Galli, 2013). A mediacdo da 5-HT
sobre esses eventos celulares ocorre tanto em tecidos neurais quanto em outros
tecidos, como as estruturas cranio-faciais, dentais e musculares (Silva, 2018).

Diante do exposto, esta pesquisa tem como objetivo avaliar o efeito da
obesidade induzida por reducao do tamanho da ninhada nos parametros somaticos,
mastigatorios e imunorreatividade do transportador de serotonina (SERT) nos
ndcleos trigeminais mastigatorios. Assim, podemos testar a hipotese que a
obesidade induzida pela reducdo do tamanho da ninhada neonatal promove o
aumento dos parametros somaticos e diminuicdo dos parametros mastigatérios e
expressdo do SERT nos nucleos trigeminais mastigatorios. Os achados do estudo
poderao fornecer informacdes sobre o papel do sistema serotoninérgico em modelo
experimental de obesidade; bem como a funcdo desempenhada pela serotonina e o

transportador de serotonina na modulacdo da mastigacao.
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1.2 Revisao da Literatura

1.2.1 Plasticidade Fenotipica e Obesidade

O fenbmeno que vincula eventos vividos no Utero com a predisposicao a
doencas na idade adulta é denominado "plasticidade fenotipica" e se refere a
capacidade de um organismo de reagir aos desafios ambientais com uma mudanca
na forma, estado, movimento ou taxa de atividade sem alteracBes genéticas
(Velasquez, 2020; Oliveira, 2016) . Também pode ser definida como a capacidade
de um gendtipo Unico exibir uma gama de fenotipos em resposta a variagdo no

ambiente (Amorim, 2017).

Na viséo tradicional, o ambiente refletia simplesmente as pressdes de selecéo
atuando nos individuos de uma populacéo (Simon,2010). A variacdo ambiental era
considerada como uma “fonte de erro que reduz a precisdo de estudos genéticos”(
Carvalhaes, 2011). Ou seja, a visdo era que o ambiente, por ser um efeito nao
genético, ndo contribui diretamente para a mudanca evolutiva, uma vez que a
evolucao seja definida como mudanca de frequéncia de genes de uma geracao a
outra (Carvalhaes, 2011). Porém, ao pensarmos em plasticidade, entendemos que o
ambiente, além de selecionar variantes fenotipicas, produz as variantes por meio de
sua interacdo com a genética. Ou seja, a variagdo ambiental contribui para a variacao

fenotipica, o substrato da sele¢édo natural (Simon, 2010).

A fase perinatal € um periodo critico de desenvolvimento do fenétipo em
mamiferos, pois é a fase de maior vulnerabilidade aos fatores ambientais (Gluckman,
2007). As variacdes ambientais quando acontecem nesse periodo perinatal, podem
levar a mudancas fenotipicas com repercussfes permanentes no metabolismo,
estrutura e funcao dos sistemas fisiologicos (Lacerda, 2016). O conceito de periodo
critico se associa a maturacdo do Sistema Nervoso Central (SNC) de modo linear.
Um periodo critico representa uma janela de desenvolvimento que ndo pode ser

invertida ou repetida depois (Morgane,
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1978). Durante esta janela temporal, sdo extremamente sensiveis aos estimulos

provindos do ambiente (Dobbing, 1970).

Nestes periodos ocorrem importantes diferenciacbes fenotipicas e
morfofisiolégicas, que permitem a adaptacdo ao ambiente frente as condi¢cdes
ambientais (Hanson; Gluckman, 2008). Durante o0s periodos criticos do
desenvolvimento ocorre alta proliferacdo e migragdo celular (Andrezzo, 2016).
Assim, o organismo torna-se mais sensivel a fatores ambientais nestas fases
(Hanson; Gluckman, 2008). Nos humanos, o periodo critico compreende a fase pré-
natal, principalmente o ultimo trimestre da gestacdo e tem seguimento até os cinco
primeiros anos de vida. Nos roedores, essa fase perdura até as trés primeiras

semanas de vida pés-natal, o periodo de aleitamento (Morgane, 1978).

O conjunto de mecanismos envolvidos na plasticidade fenotipica é chamado
de epigenética (Aguilera et al., 2010). Os processos epigenéticos sdo gerados
através da mudanca no epigenoma e expressao génica em resposta a estimulos
ambientais, sem nenhuma alteracdo na sequéncia do DNA (Wells, 2010). A
plasticidade do desenvolvimento é o termo chave para compreender 0s mecanismos
pelos quais o ambiente influencia na expressao fenotipica (Barnes, 2016). O campo
gue estuda esta plasticidade e suas consequéncias na vida adulta é conhecido como
“Origem Desenvolvimentista da Saude e da Doenga (DOHaD)” (Hanson, 2015). O
DOHabD enfatiza que um mesmo estimulo ambiental pode gerar impactos diferentes
na plasticidade, dependendo do periodo em que ocorre (Wadhwa et al., 2009).
Assim, as alteracbes epigenéticas que ocorrem durante o periodo de
desenvolvimento embrionario tém maior impacto do que a fase adulta, devido suas

consecutivas divisdes mitéticas (Aguilera et al., 2010).

O conceito de DOHaD é resultante da unido de vérios estudos, que sugeriram
gue o periodo de desenvolvimento fetal pode sofrer influéncias ambientais, alterando
a susceptibilidade para doencas futuras (Schmidt; Burack; Van Lieshout, 2016).
Nesse contexto, a associagdo entre predisposicdo genética e estimulo ambiental
causa adaptacbes epigenéticas que geram consequéncias na vida adulta
(Gluckman; Hanson, 2011). Esta programacéao epigenética permite que os individuos

se adaptem a mudancgas nas
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condi¢cdes ambientais e aumentem suas chances de sobrevivéncia (Silva, 2018).
Assim, a epigenética € um dos mecanismos que ligam fatores ambientais a atividade
genética alterada e, portanto, uma ligagédo Obvia entre a rdpida mudanca nos habitos

alimentares e os fenétipos de obesidade sédo observados (Ling, 2019).

BIRTH
Brain Growth Curve
HUMAN ¥
myclination N
/._\ late gliogenes
carly gliogenesis } p T
(specialized atrocytes. (ollgodcndroglu)N
macroneu woh nz-‘:l 8 microneurogenesis
Oyia dalm at) (granule cells of the dentate gyrus,
Z 1 & olfactory bulb and cercbelium)
I | I ] | | | |
0 3 6 9 3 6 9 12 1
MONTHS

BIRTH

/- Brain Growth Curve

macroneurogenesis

(specialized atrocytes. (pyramidal neurons

1.c., radial glia)

early gliogenesis —//\

/— late gliogenesis
(oligodendroglia)

microneurogenesis
(granule cells of the dentate gyrus,
& olfactory bulb and cerebellum)

| | | | |
0 7 14 21 7 14 21 28 35

DAYS

Figura 1: Curva de velocidade do desenvolvimento do sistema nervoso no
encéfalo de humanos e ratos. Adaptado de Morgane et al., 2002. (Morgane et al.,
2002).

Nas ultimas décadas, a obesidade tornou-se um problema crescente de salude
publica em todo o mundo (Mayoral et al., 2020). Globalmente, a prevaléncia de
obesidade aumentou e espera-se que atinja cerca de 20% até 2025 se as tendéncias
no indice de massa corporal (IMC) médio, que caracteriza sua distribuicdo

populacional, continuarem (OMS, 2016).

h
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A obesidade é uma doenga crbnica considerada como um importante e
crescente desafio mundial & saude. Ela € uma doenca caracterizada por um alto grau
de armazenamento de gordura, particularmente de tecido adiposo branco (TAB).
Esse armazenamento esta associado a riscos para a saude do individuo, isso devido
a sua relacdo com algumas complicacdes metabolicas associadas a fatores de risco

tanto genéticos, como ambientais (Poston, 2007, Lopes, 2010, Bessesen, 2017).

O tecido adiposo branco é formado por adipécitos brancos, cuja principal
funcdo metabdlica é a sintese e armazenamento de lipidios, primeiramente na forma
de triglicerideos (Moura, 2010). Este tecido adiposo esté distribuido em diferentes
regides do organismo, sendo mais evidente os depdsitos subcutaneos e o abdominal
ou visceral (Monteiro, 2010). Na obesidade, a disposicao de gorduras nos diferentes
depositos € desproporcional, frequentemente ocorre maior deposito na regiao
abdominal ou visceral, processo mais intimamente relacionado a estados
patoldgicos, como sindrome metabdlica e diabetes mellitus tipo 2 (Xavier, 2016).

De acordo com pesquisa, mais de 1,6 bilhdo de adultos, acima de 18 anos,
apresentavam sobrepeso, destes 650 milhdes eram obesos (Jonas, 2018). Esse
aumento no numero de individuos com sobrepeso e obesidade esta relacionado com
um processo de mudanca do padrdo alimentar ocidental (Ferro, 2013). Existe
predominio, em populacdes de paises desenvolvidos ou em desenvolvimento, de
consumo de dieta rica em gorduras (particularmente as de origem animal), sal,
acucar e alimentos refinados, além de reduzida ingestédo de carboidratos complexos
e fibras, o que frequentemente se denomina como "dieta ocidental” (Lima, 2013), o
gue gera um acumulo excessivo de tecido adiposo. Nesse acumulo intervém, tanto
0s habitos alimentares e de estilo de vida, os fatores sociologicos e as alteracdes
metabolicas e neuroenddcrinas, como os componentes hereditarios (Rosa, 2010).

O diagndstico da obesidade é realizado a partir do parametro estipulado pela
Organizacdo Mundial de Saude - o indice de massa corporal (IMC), obtido a partir

da relacéo entre peso corpéreo (kg) e estatura (m)?2 dos individuos. Através deste
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parametro, sdo considerados obesos os individuos cujo IMC encontra-se num valor
igual ou superior a 30 kg/m? (OMS, 1995). Essa patologia sofre complicagdes por
outras doencas, como diabetes mellitus tipo 2 (DM2), esteatose hepética, doencas
cardiovasculares, acidente vascular cerebral, dislipidemia, hipertenséo, problemas
de vesicula biliar, osteoartrite, apneia do sono e outros problemas respiratérios e
certos tipos de cancer (endometrial, mama, ovario , préstata, figado, vesicula biliar,
rim e colon), todos os quais podem levar a um aumento do risco de mortalidade
(Purnamasari et al., 2011).

A associacao entre obesidade e a fungdo mastigatéria tem sido observada,
pois a funcdo mastigatéria afeta a ingestdo nutricional ( Machado, 2011). A funcao
mastigatdria objetiva € definida como o desempenho mastigatoério, que avalia a
distribuicdo do tamanho das particulas do alimento quando mastigado para um
determinado namero de golpes (Carvalho, 2010) e, portanto, seu impacto sobre a

obesidade € uma grande preocupacéao ( Tada; Miura , 2018).

1.2.2 Modelo experimental de obesidade por reducéo da ninhada

neonatal

Em roedores, o crescimento neonatal acelerado pode ser induzido pela
reducdo do tamanho da ninhada (Vargas, 2020). A reducédo do tamanho da ninhada
em roedores foi primeiramente demonstrada por Kennedy (1957) e tem sido usado
para induzir a supernutricdo na vida pés-natal imediata da prole e utilizada também
para investigar as consequéncias do ganho de peso excessivo pés-natal (Novais,
2020). O excesso de peso no modelo de reducdo de ninhada € devido a auséncia
de competicdo e uma maior ingestado de leite causada por maior disponibilidade
(Habbout, 2013). Além disso, aumento da concentracdo de gordura no leite,
provocando consequéncias sobre a prole durante o desenvolvimento fisico e

neurocomportamental (Racek, 2014).

Os modelos animais induzem a obesidade de maneira semelhante a génese

da doenca em humanos (Novais, 2020). O modelo experimental de obesidade por
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reducdo na ninhada é realizado por meio da reducéo artificial do tamanho natural da
ninhada para apenas trés filhotes por ninho, os ratos criados em pequenas ninhadas
recém-nascidos sdo submetidos a superalimenta¢do precoce, indicada por exemplo,
por hiperglicemia precoce, rapido acumulo de gordura e obesidade( Plangemann,

2009).

Por mecanismos desconhecidos, a disposi¢cdo da obesidade € preservada
permanentemente, acompanhada por hiperfagia, hiperinsulinemia, hiperleptinemia,
distarbios diabéticos e cardiovasculares ao longo da vida (Plangemann , 2005 ;
Boullu-Ciocca, 2005). Em diversos estudos com modelos de camundongos, machos
e fémeas, criados em ninhadas pequenas eram mais pesados e tinham mais gordura
na carcaca em todas as idades do que camundongos criados em ninhadas grandes

(Rinaldi, 2012).

Os circuitos neuropeptidergicos no hipotalamo mediobasal desempenham um
papel fundamental na regulacé&o da alimentac&o e do peso corporal (Schwartz et al.
2000). Fisiologicamente, a leptina circulante e a insulina estimulam, em particular, a
expressdo da proopiomelanocortina neurofrexigénica neurohormona (POMC),
inibindo o neuropeptideo orexigénico Y (NPY) ( Cone, 2005; Horvath, 2005). A
superalimentacdo precoce leva a desregulacdo permanente desses circuitos
hipotalamicos, incluindo resisténcia funcional a insulina e a leptina, o que pode estar
por trds do aumento permanente da ingestdo alimentar e do excesso de peso

(Plangemann, 2009).

Os ratos submetidos a reducdo da ninhada apresentam um aumento
significativo no peso corporal e também na ingestdo calérica tanto no ciclo claro,
como no escuro, adipécitos aumentados e mais numerosos (Tavares et al, 2019).
Também foi notada hiperinsulinemia, aumento total da sintese lipidica no figado,
resisténcia a insulina, intolerancia a glicose (Li, 2016), hiperleptinemia e composicao

da microbiota intestinal alterada (Mozes et al., 2013).

Em outro estudo com reducao do tamanho da ninhada utilizando ratos Wistar
na proporcao de 4 filhotes (SA) e 10-12 filhotes (C) por lactante, foi observado ao

desmame que a quantidade de gordura e de leptina havia dobrado
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nos animais criados em SA, e também que a hiperinsulinemia parece desempenhar
um papel fundamental para o desenvolvimento de resisténcia a leptina e risco de
obesidade ao longo da vida destes ratos. Sendo assim, os autores sugeriram que o
estado nutricional no periodo poés-natal imediato pode ter um impacto no risco

cardiometabdlico na vida adulta (Novais, 2020).

Vargas, (2020) fez uma analise dos resultados de alguns artigos cientificos
gue utilizaram a reducao da ninhada neonatal como modelo experimental de indugéo
da obesidade. Diante dos resultados foi possivel concluir que apesar das diferencas
entre tamanho das ninhadas ((SA) superalimentados n: 2-4) e (controle n: 6-12) e
variedade de espécies (Sprague-Dawley, Wistar, ratos suicos, ICR-CD1, C57BL/6,
FVB e 129), quase todos os roedores criados em SA desenvolveram desarranjos
metabolicos durante a idade adulta, com sobrepeso e aumento da adiposidade

relatados entre 100% e 94% dos estudos.

Os estudos vém focando no controle e gerenciamento do peso corporal,
principalmente na melhor compreensdo dos fatores que podem influenciar a
saciedade e o ganho de peso. Descobertas sobre a relacdo entre alteracbes na
funcdo mastigatoria e o excesso de peso em periodos criticos do desenvolvimento
séo as bases para o interesse crescente na utilizagdo de modelos experimentais com
excesso de peso, a fim de obter conhecimento sobre os mecanismos que induzem
as alteracbes nos parametros mastigatorios, e como isto influencia no controle do
apetite e da saciedade. Dessa forma, 0 objetivo geral deste trabalho € avaliar o efeito
da obesidade induzida por reducdo do tamanho da ninhada nos parametros
somaticos, mastigatorios e imunorreatividade do transportador de serotonina (SERT)

nos nucleos trigeminais mastigatorios.

1.2.3 Mastigacéo

A mastigacao é a primeira etapa da digestdo e tem papel importante dentre
as fungbes do sistema estomatognatico. Logo, ela é responsavel pela quebra dos
alimentos em particulas menores, adequadas para absor¢do gastrointestinal dos
nutrientes (Cardoso, 2020). A mastigacdo participa da ativacdo de cascatas

neuroenddcrinas que permitem digestéo e sinalizacéo da saciedade (Zhu, 2013).
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Além disso, 0 ato de mastigar propicia estimulos mecanicos para a mandibula, o
ligamento periodontal e articulagdo témporo-mandibular (ATM), estimulando o

crescimento e desenvolvimento orofacial (Silva, 2018).

ApGs o nascimento sdo observadas modificacdes importantes nos musculos
mastigatorios, quando o padréo de ingestédo de alimentos se altera da succao para
a mastigacao (Figueiredo, 2010). A transicdo no comportamento alimentar reflete a
maturacdo tanto neuromuscular, como também a maturacdo funcional da
mastigacdo, ambas ocorrem durante o periodo critico do desenvolvimento,
particularmente na gestacéao e lactacao (Lacerda, 2019). No décimo segundo dia de
vida pos-natal, pode-se observar nos ratos os primeiros movimentos mastigatorios
e ingestdo de alimentos sélidos. Contudo, apenas no vigésimo primeiro dia de vida
pdés-natal desses animais é finalizado o amadurecimento motor da mastigacao
(Pinheiro, 2013).

Os parametros motores da mastigagcdo podem ser avaliados de acordo com o
protocolo proposto por Ferraz-Pereira e colaboradores (Ferraz-Pereira et al., 2015).
De acordo com este protocolo, 0s seguintes parametros motores podem ser
avaliados: sequéncia da mastigacédo, duracdao do periodo de incisdo, duracdo do
periodo da mastigacdo ritmica e niamero de ciclos mastigatorios. O periodo de
incisdo é caracterizado por sucessivas incisdes e da conduc¢do do alimento para a
parte posterior da cavidade oral, quando se inicia o periodo da mastigacdo ritmica
(Ferraz-Pereira et al., 2015). No periodo da mastigacao ritmica iniciam-se os ciclos
mastigatorios, movimentos regulares de abrir e fechar a mandibula, destinados a
promover a trituracdo e pulverizacédo do alimento (Ferraz-Pereira et al., 2015). Além
disso, outro parametro analisado trata-se da frequéncia mastigatoria, definido pela
guantidade de ciclos mastigatorios executados durante o periodo de mastigacéo

ritmica (Lacerda et al., 2017).

Os circuitos que controlam o padrdao dos movimentos mandibulares durante a
mastigacao estdo localizados dentro de uma pequena regido do tronco encefalico
definida rostralmente pelo nicleo motor do trigémeo e caudalmente pelo nucleo facial

(NVII) (Tanaka et al., 1999), esta regido é conhecida por centro gerador de
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padrao (CGP) (Kolta, 2010). O CPG possui conexdes com varias areas do complexo
trigeminal, incluindo os nucleos motores trigeminal (NVmot) e facial (NIll), além do
ndcleo principal sensorial do trigémeo (NVsnpr) (Lund, Kolta 2006). Cada neurénio
de saida do CPG possui um conjunto de conexdes com motoneurénios, que também

recebem feedback sensorial (Kolta et al., 2006).

O complexo nuclear trigeminal, principalmente os nucleos motor (NVmot),
sensorial principal (NVsnpr) e mesencefalico (NVmes) do trigémeo, exercem um
papel essencial no controle e modulacdo da mastigacédo (Brocard F; Tazerart S &
Vinay L, 2010; Kolta, A Et Al., 2010).

O NVsnpr, particularmente a sua parte dorsal (Kolta et al., 2007), est4 envolvida
no controle do ritmo da mastigacéao (Tsuboi et al., 2003). Ele recebe os estimulos
sensoriais tateis da area cortical da mastigacéo e envia os disparos para o Nvmot
(Yoshida et al., 1998). O NVmes recebe estimulos sensoriais proprioceptivos dos
musculos mastigatorios e ligamentos peridontais (Mascaro et al., 2008). Ele recebe
inervacao hipotalamica que facilita o comportamento mastigatorio, além de projetar
suas fibras para os nudcleos tuberomamilares no hipotalamo posterior NVmot
(Brocard,2010). Assim, o NVmes participa no controle da alimentacdo e modula a
saciedade. O NVmot contém motoneurbnios somaticos que inervam os musculos da
mandibula (Kolta, etal., 2010). Diante dos diferentes estimulos sensoriais recebidos,
o Nvmot controla o tébnus muscular dos musculos mastigatorios, o ritmo da

mastigacao e a forca da mordida (Figura 2) (Mascaro et al., 2008).
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Fonte: Kolta, 2010.

Figura 2: Representagdo esquematica dos nucleos do tronco cerebral envolvidos nos

movimentos orofaciais e suas conexoes.

1.2.3.1 Complexo Nuclear Trigeminal Mesencefalico

A alimentagdo envolve movimentos oromotores organizados (por exemplo,
mastigacédo e degluticdo) guiados por muitos fatores, incluindo a entrada constante de
informacgdes sensoriais da boca (Grill, 2012). O nucleo mesencefalico do trigémeo é
um local de retransmissdo central para a transmissdo de entrada sensorial da
cavidade oral para coordenar os movimentos orofaciais da mandibula, face e pescoco
durante a mastigacdo e degluticdo (Lazarov, 2002). O nucleo sensorial trigeminal
mesencefalico (Me5) recebe aferentes sensoriais proprioceptivos do nervo trigémeo
dos fusos musculares que fecham a mandibula e dos ligamentos periodontais, e
inerva o nucleo motor do trigémeo, que esta relacionado ao reflexo mandibula-
espasmodico (Yokoyama, 2013). Ele também recebe inervacdo hipotalamica
histaminérgica e orexigénica que facilita o comportamento mastigatério (Lazarov,
2005). O Me5 também projeta suas fibras nos ndcleos tuberomamilares (TMN) no
hipotalamo posterior (Ericson et al., 1991), lesdes nesse nucleo alteram o
comportamento alimentar e afetam a memoria espacial envolvida no comportamento
de busca de alimentos (Figura 3) (Ishii et al., 2010).

O nucleo mesencefalico contém populagfes de células aferentes primarias
gue inervam fusos musculares nos musculos de fechamento da mandibula e nos
mecanorreceptores periodontais ao redor das raizes dos dentes (Dumoulin, 2018). Os
mecanorreceptores que inervam as raizes apicais dos dentes molares e incisivos
estdo agrupados em um Unico nucleo do tronco encefalico, o nicleo mesencefalico.
Estudos mostraram que o sistema trigeminal se desenvolve muito cedo no embrido
do roedor. Células do nucleo mesencefalico sdo derivados da crista neural que

migram das pregas neurais mesencéfalo para sua localizacéo final dentro do
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rombencéfalo rostral durante os dias 8-11 gestacional (Dumoulin, 2018).

Figure 86

VIM VIM

IPDL (Bas y 1PDM

\ RF - {
™ L 4 PR NS MEnt
x; ‘: e { B
Y NEN 1 \ —~— 1
by i e Yl e 8 MEmR VIEnt 5 )
ol Vg, S APir | " 4
" g 2 ~ 4

Figura 3: Bregma do corte histoldgico cerebral do rato. Fonte: The Rat Brain,

Praxinos e Watson, 2007.

1.2.4 Sistema Serotoninérgico , Mastigacao e Obesidade

O sistema serotonérgico exerce um papel bem conhecido sobre a homeostase
organica. Além de atuar sobre a modulacdo da motilidade gastrintestinal e fungéo
plaquetéria, a serotonina (5-HT) participa efetivamente da regulag&o hidroeletrolitica,
modulando a sede e o0 apetite, ingestdo alimentar, balanco energético, regulagéo da
emocgao e processos do controle comportamental (Mohammad-Zadeh; Moses;
Gwaltney-Brant, 2008). A 5-HT foi descoberta pela Rapport em 1942 e foi isolada do
soro bovino e chamada de "serotonina" por seu efeito vasoconstritor (Mercado,
2010). A serotonina é encontrada cerca de 95% nas células enterocromafins do trato
gastrointestinal, sendo o restante encontrado nas plaquetas e no SNC de mamiferos
(Vedovato, 2014).

No interior dos neurénios, a serotonina € produzida a partir do aminoacido
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triptofano, aminoacido este que deve ser adquirido através do alimento na dieta,
pois ndo é sintetizado pelo organismo (Azmitia, 2010). O triptofano €
primeiramente convertido a 5-hidroxitriptofano pela enzima triptofano hidroxilase,
gue é entdo descarboxilado a 5-HT pela enzima 5-hidroxitriptofano descarboxilase
(Figura 4) (Walther et al, 2003). Ap0Os sua sintese, a serotonina € estocada em
granulos secretorios através de um transportador vesicular e liberada para a fenda
sindptica por exocitose dos neurbnios serotoninérgicos (Silva, 2017). Sua
metabolizacdo ocorre pela acdo da enzima monoamina oxidase e pela enzima
aldeido desidrogenase originando seu metabdlito principal, o &cido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) (Pontes, 2018).
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Figura 4: Biossintese da serotonina.

No plasma, cerca de 80% triptofano circula conjugado a albumina, para
otimizar o transporte pela barreira hematoencefalica (Le Floc H; Otten; Merlot, 2011).
Assim, alcool, drogas, desnutricdo proteica, entre outros fatores que causem
hipoalbuminemia podem levar a diminuicdo da biodisponibilidade de triptofano (Le
Floc'H; Otten; Merlot, 2011). As principais vias metabdlicas do triptofano sédo a via

das quinureninas e a via da serotonina, respectivamente
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(Lesniak et al, 2013). O triptofano também € utilizado na sintese protéica, porém em
menor proporc¢édo, devido a sua baixa disponibilidade (Lesniak et al., 2013).

No SNC, neurdnios contendo 5-HT s&o encontrados no mesencéfalo, ponte e
bulbo, e estdo essencialmente confinados as zonas mediana e paramediana nos
chamados nucleos da rafe (Vedovato, 2014). Cada nucleo da rafe envia projecdes
para varias regides do encéfalo. Aqueles mais caudais, no bulbo, inervam a medula
espinal, onde modulam sinais sensoriais relativos a dor. Aqueles mais rostrais, na
ponte e no mesencéfalo, inervam a maior parte do encéfalo, de forma difusa (Martins,
2010). No SNC a serotonina esta envolvida no controle do apetite, sono, humor,
alucinacdes, comportamento estereotipado e percepcao da dor entre outros (Mello,
2010).

Os neurdbnios serotoninérgicos, a partir dos nucleos da rafe, enviam projecoes
para o hipotdlamo e podem controlar o comportamento alimentar e o balango
energético (Davidowa, 2000). Cada funcao da serotonina pode ser mediada por uma
variedade de receptores para 5-HT localizados em células neuronais e ndo neuronais
(Lauder, 1990). Alguns receptores possuem intima relacdo com o comportamento
alimentar, séo eles 0 5-HT1A , 5-HT1B e 5-HT2C (Simansky, 2002; Gur et al , 2003;
Hewitt et al, 2002). Os receptores 5-HT 1A sdo auto receptores e quando estimulados,
eles inibem a liberacdo de serotonina na fenda sinaptica dos terminais nervosos.
Estudos demonstram que a exposicao cronica a serotonina causa reducdo deste
receptor, restringindo a liberacdo de 5-HT nos terminais nervosos e impedindo a sua
funcdo (Fabre, 2003). Apesar disso, agonistas do receptor 5-HT1B, promovem
reducdo na ingestdo alimentar e aumentam a saciedade avaliada na sequéncia
comportamental de saciedade (Halford, 1996). E os receptores 5-HT2C modulam o
tamanho da refeicdo e duragdo do comportamento de alimentagédo (Wright et al.,
1995).

A serotonina tem um papel anorexigénico bem estabelecido através da
promog¢do da saciedade. No nacleo arqueado do hipotalamo, a serotonina atua de
diferentes maneiras; atua no 5HT1B, promovendo a inibicdo dos neurdnios que
produzem o neuropeptideo Y (NPY) e o transcrito relacionado a cocaina e

anfetamina (CART), que séo orexigénicos. Também atua no 5HT2C, promovendo a
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ativacao de neurdnios que produzem pré-opiomelanocortina (POMC) e o peptideo
relacionado ao gene das cutias (AgRP), que sao anorexigenos, promovendo assim
a sinalizacdo da saciedade (Heisler et al., 2006). Além disso, estudos recentes
também referem que a serotonina tem um papel na regulacdo heddnica do
comportamento alimentar. Receptores como o 5HT6 em areas do circuito
mesocorticolimbico tém sido associados ao comportamento alimentar motivacional
(Da Silva et al., 2017).

A obesidade tem sido associada ao aumento do consumo de produtos
altamente processados (Brennan et al., 2010), alimentos que apresentam maior
palatabilidade, mais calorias e menos consisténcia (Caetano, 2017). De acordo com
Novaes (2020), o consumo de tais alimentos acelera o processo de digestao, diminui
o tempo de mastigacdo e o numero de ciclos mastigatorios. A fragmentacédo de
alimentos também mostrou influenciar as taxas de esvaziamento gastrico (Santos,
2021) e estudos anteriores sugeriram uma relacdo entre comer rapido e o excesso

de peso (Santos, 2021).

Ferster et al. (1996) sugeriram que ha um estilo mastigatério especifico em
individuos obesos, com mordidas maiores e menor tempo de refeicdo, o que estaria
relacionado a um aumento no consumo alimentar. Além disso, Santos et al. (2021)
demonstrou através de uma revisao sisteméatica que criangas e/ou adolescentes com
sobrepeso ou obesidade apresentam danos mastigatorios, pois possuem pior

performance mastigatoria e caracteristicas miofuncionais orofaciais alteradas.

A serotonina foi evidenciada por excitar motoneurdnios trigeminais (Silva,
2015) e por facilitar a geracéo da atividade ritmica trigeminal por motoneurénios de
fechamento da mandibula em uma preparacao isolada de tronco cerebral in vitro
(Mori et al., 2002). Estudos em roedores argumentam que a mastigacao afeta
diretamente a saciedade por meio da ativacdo histaminérgica dos nucleos
ventromedial e paraventricular do hipotalamo (Vinyard et al., 2008). A maior ativacao
desses neurdnios histaminérgicos esta relacionada a diminuicdo na ingestao
alimentar desses roedores (Steffens, 2009). Portanto, se diminui a ingestdo de
alimentos leva a reducdo do peso corporal (Diaz et al, 2019). Em condi¢des de

sobrepeso e obesidade, o controle do balango energético é
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claramente desregulado e a modulacdo serotonérgica parece contribuir

significativamente para o ganho de peso ( Da Silva et al, 2019).

O sistema serotoninérgico é diretamente regulado pelos auto-receptores 5-
HT1A e 5-HT1B e pelo transportador de serotonina (SERT), estes componentes
atuam como reguladores do fendtipo neuronal serotoninérgico (Rumajoguee et al.,
2004). A expressao de receptores 5-HT1B e 5-HT1D em axdnios talamos-corticais,
durante a gestacao, comprovam uma sintonia com a sinalizag&o serotoninérgica por
regular a orientac@o e crescimento destes neurdnios (Bonnin et al., 2007). Através
da imunohistoquimica do SERT, observada do 2° ao 14° dia de vida em roedores, no
cortex somatossensorial foi possivel identificar uma organizacéo cortical precoce e
uma relacdo com a inervacao transitoria de neurénios 5-HT nesta regido (D’amato et

al., 1987).

Em roedores, 0s neurdnios serotoninérgicos aparecem entre o0 10° a 12° dia
de vida do embrido (Lidov; Molliver, 1982). A partir do 11° dia de vida pds-natal &
observada a expressao génica da proteina transportadora de serotonina (SERT) em
neurbnios serotoninérgicos, tendo continuidade ao longo da vida (Homberg et al.,
1998, 2010). J& em neurbnios ndo serotoninérgicos de roedores, o SERT aparece
entre o 14° e 15° dia de gestacdo no hipocampo e no cortex pré-frontal apds o
nascimento (Homberg et al., 2010). Devido seu surgimento precoce e acao
moduladora da 5-HT sobre eventos biologicos, tem-se sugerido importante papel
para esse sistema no desenvolvimento normal do sistema nervoso (Pinheiro, 2013).
E o transportador de serotonina (SERT) € o principal responséavel pela regulacdo dos

niveis de serotonina na fenda sinaptica (Pinheiro, 2013).

125 SERT

Estruturalmente, a SERT € uma glicoproteina pertencente a superfamilia de
transportadores de neurotransmissores dependentes de NaCl ligados a membrana,
caracterizada por 12 supostos dominios de abrangéncia da membrana: promove a
depuracdo (recaptacdo) da 5-HT do meio extracelular e modifica o estado de

sensibilizacdo dos receptores 5-HT dentro do sistema nervoso ou distritos nao
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neurais (intestino, plaquetas, linfomondcitos) (Giannaccini, 2013).

Os transportadores de serotonina (SERT ou 5-HTT) s&o proteinas
responséveis pela recaptacdo de serotonina liberados da fenda sinptica e, via
recaptagdo, controlam a quantidade de serotonina intra sinaptica (Koskela, 2007). A
delecao genética da SERT tem sido relatada como levando a obesidade e tolerancia
a glicose prejudicada, e ha também um crescente reconhecimento clinico de que a
baixa expressdo de SERT esta associada ao aumento do risco de ganho de peso e
diabetes tipo 2 (Chen, 2012; Giannaccini, 2013).

Localizado em neurdnios e nas células da glia, o SERT € encontrado em
elevada densidade nos nucleos dorsal e mediano da rafe, substancia negra,
amigdala e nucleo dorsolateral do talamo (De Souza, 1987). Durante o
desenvolvimento do sistema nervoso, o SERT é importante em regides encefalicas
onde se localizam receptores serotoninérgicos envolvidos nos processos do
desenvolvimento (Homberg et al., 2010).

Durante o desenvolvimento, o SERT pode influenciar a diferenciacdo, a
sinaptogénese, a arborizacdo e a citoarquitetura neuronal (Lee, 2009). A presenca
do gene SERT nos nudcleos da rafe no inicio do desenvolvimento pode atuar na
regulacdo da ativacdo e desensibilizacdo de receptores serotoninérgicos como 5-
HT1A, 5-HT1B, 5-HT2A, 5-HT2C e 5-HT3 (Hansson et al., 1998).

O transportador de 5-HT é o principal regulador dos niveis extracelulares de
5-HT em células neuronais (Hofmman, 1995) e ndo neuronais (Wade et al., 1996 )
pela recaptacdo da 5-HT liberada do espaco extracelular para o citoplasma, onde
pode ser sequestrada em vesiculas secretoras por transportadores de monoamina
vesiculares ou degradada pela monoamina oxidase. O gene SERT pode representar
um marcador precoce de neurdnios serotoninérgicos ou um progenitor na qual ira
diferenciar neurdnios serotoninérgicos (Hoffman et al., 1998). Em ratos, a expressao
de SERT no encéfalo esté intimamente relacionada com a distribuicdo da triptofano

hidroxilase no corpo celular dos neurdnios serotoninérgicos (Hoffman et al., 1998).

A expressdo de mRNA e a atividade de captacdo do transportador 5-HT

foram demonstradas no tdlamo ventrobasal (Lebrand et al. 1996; Hansson et
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al. 1998), que serve como uma entrada para o cortex sensorial. Portanto, 0 mMRNA
do transportador de 5-HT foi localizado em todo o sistema trigeminal na regiao do
ganglio trigeminal (ganglio Gasseri), nucleo trigeminal e estacdes retransmissoras

talamicas (Lebrand et al. 1996).

Estudos de neuroimagem molecular, que permitem a visualizacdo espacial e
guantificacdo da disponibilidade central do receptor de serotonina ou transportador
(SERT), sustentam que a obesidade humana esta frequentemente associada a
diminuicdo da sinalizacdo serotonérgica (Van Galen, 2021). Camundongos com
deficiéncia de SERT exibem um aumento de concentracdes extracelulares de 5-HT
no cérebro e demonstram a reducéo da ingestdo de alimentos (Chen, 2012). Zha,
(2017) demonstrou em seu estudo que a deficiéncia do transportador de serotonina
em camundongos levou ao desenvolvimento da obesidade, apresentada pelo
acumulo anormal de tecido adiposo branco e marrom, além de intolerancia a glicose

e resisténcia a insulina.
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2. HIPOTESE

A obesidade induzida por reducédo da ninhada neonatal promove aumento do peso
corporal e quantidade de tecido adiposo branco, reduz os parametros mastigatorios,
evidenciado por menos movimentos mandibulares mastigatérios, bem como menor
expressdo do transportador de serotonina (SERT) nos ndcleos trigeminais

mastigatorios.



3. OBJETIVOS

3.1 GERAL:

Avaliar o efeito da obesidade induzida por reducdo do tamanho da ninhada nos
parametros somaticos, mastigatérios e imunorreatividade do transportador de

serotonina (SERT) nos ndcleos trigeminais mastigatoérios.

3.2 ESPECIFICOS:

Em ratos com obesidade induzida pela redug¢éo do tamanho da

ninhada neonatal:
- Aferir evolucéo do peso corporal;
- Avaliar o comportamento alimentar durante a mastigagao;
-Avaliar movimentos mandibulares mastigatérios;
- Quantificar o tecido adiposo branco;

-Examinar imunorreatividade ao transportador de serotonina (SERT) nos nucleos

trigeminais.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 48 ratos Wistar albinos (Rattus Norvegicus) provenientes de
ratas progenitoras da colénia do Biotério de criagdo do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco. Setenta e duas horas ap0s o nascimento, 0s
animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: Controle (C; 9 filhotes por
nutriz; n=24) ou superalimentado (SA; 3 animais por nutriz; n=24) de acordo com 0s
estudos do grupo de Plagemann (Plagemann et al., 2009). Os filhotes foram mantidos
com suas méaes durante o periodo de lactagdo. Aos 22 dias de idade, os animais
foram desmamados e alocados em gaiolas com um total de trés filhotes por gaiola
até a realizacdo das analises aos 30 dias pos-natal, quando eles foram eutanasiados
(por decapitacdo). Para cada andlise foram utilizados até dois filhotes machos de
cada ninhada. Estes ratos foram mantidos no Biotério do Departamento de Nutricdo
— UFPE desde o periodo de adaptacao até o final dos experimentos. Foram utilizadas
condi¢des padrdo de biotério (temperatura de 23°C+1, ciclo claro-escuro de 12/12
horas - escuro: 8:00h as 20:00h / claro: 20:00h as 8:00h), livre acesso a agua € a
alimentacdo. Os animais receberam a dieta comercial padrédo do biotério (Labina-
Purina®). Os experimentos foram conduzidos de acordo com as recomendac¢des do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovado
pela Comissédo de ética no uso de animais (CEUA) da Universidade Federal de
Pernambuco, Brasil (n° 0026/2019).
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4.2 Analise do Peso Corporal

O peso corporal (em gramas) foi mensurado durante o periodo de
aleitamento (aos 3, 7, 14 e 21 dias de idade) e pés desmame aos 30 dias de idade
(C; n=24; SA, n=24). Para mensuracao do peso corporal, foi utilizada uma balanca

eletrbnica digital com acuracia de 1 grama (Marte®) (Plagemann et al., 2010).



4.3 Andlise do consumo alimentar durante a mastigagcdo e movimentos

mandibulares mastigatérios

O desempenho mastigatorio, avaliado pelos movimentos mandibulares
durante a mastigacao, sera avaliado nos filhotes (C, n=24; SA, n=24) no 22° e 29°
dias de vida po6s-natal, de acordo com o protocolo de Ferraz-Pereira et al. (2015) e
Lacerda et al (2017).

Inicialmente os animais foram submetidos a um periodo de trés horas de
privacdo alimentar (8:00 as 11:00 hs). Em seguida (das 11:00 as 12:00 hs), os
animais foram alocados individualmente em uma gaiola de acrilico transparente, e
filmados (por 15 minutos cada) para quantificacdo dos parametros motores da
mastigacao (Figura 3). No inicio da filmagem, cerca de 30 gramas de racdo padréo
foi ofertada para cada animal dentro da gaiola e, ap0s o teste, o alimento foi pesado
novamente. Dessa forma, o consumo alimentar foi obtido pela diferenca entre o peso
do alimento antes e apos o teste. Além disso, sera mensurado o consumo alimentar
relativo ao tempo de alimentac&o. A partir da andlise dos videos, serdo quantificados
0s seguintes parametros: duracdo do periodo de incisdo (s), duragéo do periodo de
mastigacao ritmica (s), numero de ciclos mastigatérios (n) e frequéncia dos ciclos
mastigatorios (n/s). A analise dos parametros motores da funcdo mastigatoria sera
realizada com o objetivo de mensurar o desempenho da mastigacao, isto €, a
capacidade da mastigacdo em triturar o alimento em microparticulas para formacao
do bolo alimentar. O periodo de incisdo, também denominado de periodo
preparatério, consiste no momento em que o animal obtém o alimento a partir de
sucessivas incisdes e em seguida transfere para a superficie oclusal. Este periodo
€ marcado por movimentos irregulares de abrir-fechar a mandibula. Ap6s o periodo
de incisdo, se inicia o periodo de mastigacao ritmica caracterizado por movimentos
verticais e regulares da mandibula, denominados de ciclos mastigatorios, a fim de
triturar e pulverizar o alimento entre os molares superiores e inferiores. A frequéncia
dos ciclos mastigatorios consiste no quociente entre o0 numero de ciclos
mastigatorios e o tempo de mastigacdo ritmica. Os videos serdo vistos em slow-
motion, (reducéo de 90% da velocidade),utilizando o programa de reproducao de

videos Media Player
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Classic Home Cinema (versao 1.7.5). Para garantir a confiabilidade das analises, os
videos serdo analisados e quantificados por dois avaliadores treinados e cegos para
0 conhecimento de qual grupo experimental pertencia cada animal. Esta estratégia
sera realizada com o objetivo de minimizar o risco de viés de mensuragdo dos

resultados.

Figura 5: Filmagem do animal para analise dos parametros motores da mastigagéao.

4.4 Quantificacéo do tecido adiposo

Aos 30 dias de idade (C; n=16; SA, n=16), o tecido adiposo branco inguinal,
mesentérico, retroperitonial, mesentérico, epididimal e perirrenal e o tecido adiposo
marrom foram dissecados e pesados usando uma balanca digital (Marte, modelo S-
100 com 0,001g sensibilidade) . O tecido adiposo branco foi expresso em gramas,
como uma proporgado do peso corporal (tecido adiposo branco/peso corporal) (Da
Silva et al., 2015).



4.5 Imunorreatividade ao SERT nos nucleos trigeminais - Perfuséo

Transcardiaca do Encéfalo

Aos 30 dias de idade, os animais foram anestesiados (C; n=5; SA, n=4) com
ketamina (60mg/kg de peso corporal) e xilazina (7,5 mg/kg de peso corporal). O
efeito da anestesia foi confirmado através do reflexo palpebral, na qual foi colocada
a pinga oftdlmica de seccdo curva em frente ao olho do animal, quando ele ndo
piscou e teve auséncia de reflexos de preenséao foi iniciada a cirurgia (Figura 5-A).
Foi realizada com o animal deitado com a regido ventral voltada para cima e
devidamente fixado pelos membros anteriores em superficie apropriada. Foi
suspenso o tecido da regido ventral na linha mediana para realizacdo do corte na
regido abdominal até a toracica. A partir do processo xifoide foi efetuado um corte
em forma de “V” na musculatura e costelas, abrindo a cavidade torécica de maneira
gue o coracao ficou exposto, permitindo o acesso ao ventriculo esquerdo, local onde
foi introduzida a canula para a perfuséo, esta ficou presa a area por uma pinca de
keller (Figura 5-B).

Afastando-se os pulmdes, a aorta descendente foi pingada impedindo, assim,
que toda a sua area de irrigacao fosse perfundida. A bomba peristéltica, na qual a
canula esta acoplada, foi acionada mantendo-se a velocidade de infusé@o da solucéo
compativel com a manutencédo da integridade dos vasos sanguineos. O total de
100ml de solucéo salina (Nacl, 0,9%) foram infundidos inicialmente a temperatura
ambiente para remocédo sanguinea dos vasos, evitando a formacéo de coagulos e
proporcionando a correta penetracdo do fixador nos tecidos. Foram infundidos 400
mL de solucdo fixadora (4% de paraformaldeido, pH 7,4, em 4°C). Apés a
confirmacdo da presenca do fixador na regido dos membros anteriores pela
contracdo destes, foi adicionado gelo sobre a cabeca do animal para minimizar a
degradacédo proteica. Ao final da infusdo, os encéfalos fixados foram retirados do
cranio e imersos na mesma solucéo fixadora acrescida de sacarose (20%) durante
4 horas. Em seguida, foram armazenados em solugcdo crioprotetora (Tampao

fosfato de sédio PBS - mais sacarose 20%) por 6-24 h.
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4.5.1 Criossecao do encéfalo

Os encéfalos foram criadosseccionados em cortes coronais de 40um de
espessura utilizando-se criostato (Leica-3185). Cinco séries de cortes foram
coletadas, para cada animal, em placas de cultura de acrilico (24 po¢os) com solugéo
anticongelante (anti-freezing) e armazenadas a -20°C. Uma série de cortes foi

submetida a reacdes de imunohistoquimica contra o anti-SERT.

4.5.2 Imunohistoquimica para o Transportador de Serotonina

Para a deteccdo do transportador de serotonina, os cortes coronais de uma
série foram removidos da solucdo anticongelante e submetidos a trés séries de
lavagens. Nesse procedimento, a primeira lavagem do tecido foi em PBS (0,1M com
pH 7,6) por 10 minutos (3 vezes). Na segunda lavagem, o tecido foi incubado com
Perdxido de Hidrogénio (H202) a 30% por 5 minutos (para bloquear a atividade da
peroxidase enddgena e de alguns sitios inespecificos de unido ao anticorpo), e a
terceira lavagem novamente com PBS (3 x 10 minutos) para remover os residuos do
pos-fixador. Para o bloqueio de sitios inespecificos, foram incubados em solucéo
contendo PBS e soro normal de cabra (NGS 5%) por 1 hora a -4°C. Em seguida,
foram incubados em solugdo com anticorpo primério anti-SERT (AB9726, feito em
coelho, Chemicon, Temecula, CA) por 24 horas a -4°C. Esta solugdo é composta por
PBS (0,1M com pH 7,6), Triton (0,3 %), Soro Normal de Cabra (NGS
5 %) e o anticorpo contra SERT (1:500). Durante a incubagdo os cortes
permaneceram em recipientes de 1,5 ml posicionados em uma incubadora agitadora
refrigerada protegidos da luz.

Apos a incubacao os cortes foram submetidos a trés lavagens em PBS por
10 minutos e posteriormente incubados em solucdo com anticorpo secundario (anti-
rabbit, Sigma B8895) por 45 minutos a -4°C. Esta solugdo é composta por Triton
(0,3%), PBS e anticorpo secundario biotinilado feito em cabra contra coelho (1:200).
Na sequéncia, os cortes foram submetidos a trés lavagens em PBS por 10 minutos
e posteriormente incubados com o Complexo Avidina Biotina Peroxidase 1% (ABC

Kit, Vector Laboratories) por 45 minutos a -4°C. Seguidos de duas
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lavagens com PBS por 10 minutos e duas lavagens em acetato de sédio (0,1M) por
10 minutos. Para a revelacao, os cortes sao incubados na mesa agitadora por cinco
minutos em solugao de revelagdo com 3,3-diaminobenzidina — DAB (Sigma D5637)
diluido em agua destilada, solugcdo NAS (acetato de sodio 0,2M e sulfato de niquel),
B-d-Glicose e cloreto de aménio. ApOs esta reacdo, é acrescentada a solucao
contendo a enzima Glucose Oxidase até que o0s cortes apresentem coloracéo
marrom. Em seguida, para neutralizar a reag&o os cortes sédo lavados em acetato de

sédio (0,1M) por 10 minutos e para finalizar séo lavados em PBS (2 x 10 minutos).

45.3 Preparacao das Laminas

Os cortes sdo montados em laminas previamente gelatinizadas, passarao por
processos de desidratacdo, onde sdo imersos em uma sequéncia crescente de
concentracdes de alcoois (50%, 70%, 90%, 100% -1, 100% -Il, 5 minutos em cada) e
diafanizados em xilol (Xilol-1, Xilol-1l, 5 minutos em cada). ApOs estas etapas, as

laminas sdo recobertas com Entellan e laminula.

45.4  Contagem de Neurdnios

A analise foi realizada em microscopia 6ptica de campo claro. Foram

verificadas células com marcacgédo evidente no Nucleo trigeminal mesencefalico.

Para cada nucleo séo considerados na andlise todos os cortes coronais de
uma série nos quais essas regides tiverem sido evidenciadas. Foram quantificadas
todas as células em cada corte para cada nucleo. Para delimitacdo das areas
marcadas € utilizado Atlas Estereotaxico de Rato (Paxinos e Watson, 2007). Os
dados utilizados apresentam a média do somatério de neurénios em cada ndcleo de

cada animal.

As imagens dos neurdnios SERT-IR nos nucleos trigeminais foram realizadas
a partir de fotomicrografia adquiridas por meio de um microscopio Primostar 3 com
camera aclopada (AxionCam ERc5s). A aquisicdo das imagens foi realizada
utilizando a objetiva de 10X e com o auxilio do software TV Turner Application e

Moticimage Plus 2.0.
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Figura 6: Marcagdo dos neur6nios SERT no ndcleo trigeminal

mesencefalico.FONTE: A autora.

4.6 Andlise estatistica

A descricao das variaveis numéricas foi realizada por meio de média e desvio
padrdo, mediana e intervalo de confianca. A normalidade dos dados sera testada
através do teste de Shapiro-Wilk. Para aqueles que apresentarem desvio da
distribuicdo normal foram utilizadas analises ndo paramétricas ou transformacdes
logaritmicas. Na comparagdo das variaveis numéricas foi aplicado o teste
paramétrico t de Student para amostras independentes. Quando apresentou desvio
da distribuicdo normal, foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Foi estabelecido como
nivel de significancia estatistica o valor de p< 0,05. As andlises serao feitas nos

programa Graph Prisma 6.

37



5. RESULTADOS

5.1 Peso Corporal

No 3° e 7° dia de vida pés natal, os grupos ndo apresentaram diferenca no
peso corporal. O grupo superalimentado apresentou maior peso corporal a partir do
14° DN (*) em comparagdo com o controle (mediana = 33,18, Intervalo interquartil

(I1Q)= 34,73-30,92, p<0,01).
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Figura 7: Analise do peso corporal dos filhotes nos 3°, 7°, 14°, 21° e 30° DN, nos
grupos Superalimentado (n=24) e Controle (n=24). Os dados séo apresentados em
Mediana e Intervalo Interquartilico. Foi utilizado o teste de Kruskal Wallis e o pos-

teste de Tukey. *p<0,05

5.2 Consumo Alimentar durante a mastigacao

O grupo superalimentado teve um consumo alimentar durante a mastigagéo
maior quando comparado ao grupo controle no 22° dia (p=0,018) (Figura 8 (A)). Em
relacdo ao 30° dia (Figura 8 (B)), ndo houve diferengca do consumo entre oS grupos

(p=0,611).
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Figura 8: (A) Consumo alimentar durante a mastigacao grupo Superalimentado e
grupo Controle de machos Wistar albinos no 22° dia p6s natal. Foi utilizado o Teste
de Mann Whitney e os dados expressos em mediana e intervalo interquartil. (B)
Consumo alimentar grupo Superalimentado e grupo Controle no 30° dia pos natal.
Foi utilizado Teste T e os dados expressos em média e desvio padrdo. Grupo

Superalimentado mostrou maior consumo alimentar aos 22 dias pos-natal .

5.3 Movimentos mandibulares mastigatérios

O grupo superalimentado apresentou menor nimero de sequéncias mastigatérias,
bem como menor quantidade de ciclos mastigatérios e menor taxa mastigatéria aos
22 dias de idade. Aos 30 dias de idade, apresentou menor nimero de sequéncias

mastigatorias e menor taxa mastigatoria (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1. Coeficiente de correlagdo intraclasse da andlise do desempenho
mastigatorio de animais dos grupos controle e supealimentado, avaliado por dois

examinadores aos 22 e 30 dias de vida pos-natal.

Avaliador 1 Avaliador 2

22 dias de vida p6s-natal

Mediana o Mediana o ICC
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Namero de 10,00 6,25-10,0 10,00 5,25-10, 0,76
sequéncias 00 8
Mastigatorias
Duracéao das 16,00 13,25-22, 16,00 12,75-2 0,94
sequéncias 25 0,75 6
mastigatorias
(s)
Quantidade de 66,00 34,75-82, 64,50 32,00-7 0,89
ciclos 75 8-75 5
mastigatorios
Taxa 0,48 0,23-0,75 0,51 0,22-0,7 0,96
mastigatéria 2 6
(sequéncias/s)

30 dias de vida pos-natal

Mediana 1[@) Mediana HQ ICC
Namero de 10,00 7,75-10,0 10,00 10,00-1 0,85
sequéncias 0 0,00 6
Mastigatorias
Duracéao das 14,50 10,00-28, 15,5 9,75-29, 0,87
sequéncias 50 25 5
mastigatorias
(s)
Quantidade de 49,50 33,75-68, 53,00 41,75-7 0,89
ciclos 75 0,50 8
mastigatorios
Taxa 0,51 0,32-0,97 0,64 0,33-1,0 0,99
mastigatoria 2 8

(sequéncias/s)

41



Tabela 2. Comparacéao entre o0 desempenho mastigatorio de animais dos grupos controle

e supernutrido, aos 22 e 30 dias de vida pos-natal.

Controle

22 dias de vida p6s-natal

Supernutrido

Mediana 1IQ Mediana 1IQ p
Numero de 10,00 0,50-10, 4,50 10,00-1 0,045
sequéncias 0 0,00 *
Mastigatorias
Duracéo das 17,00 0,50-22, 15,00 13,25-2 0,319
sequéncias 25 3,00
mastigatérias
(s)
Quantidade de 81,50 2,00-61, 23,50 71,70-9 0,000
ciclos 25 0,75 *
mastigatérios
Taxa 0,52 0,46-0,6 0,21 0,27-0,7 0,128
mastigatéria 4 5
(sequéncias/s)

30 dias de vida p6s-natal

Mediana 1IQ Mediana  1IQ p
Numero de 10,00 4,50-10, 8,50 10,00-1 0,178
sequéncias 00 0,00

mastigatérias
‘Duracdo  das sequéncias 20,41 18,61
0,073

mastigatérias (s)#

13,33

9,77
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Quantidade de 43,75 +17,21 54,75 24,76 0,220
ciclos

mastigatorios#

Taxa 0,77 0,30-0,3 0,33 0,43-1,1 0,020

mastigatéria 8 5 *

(sequéncias/s)

Teste de Mann-Whitney. # Teste T de amostras independentes (dados expressos através

de média + desvio padrdo). *p<0,05.

5.4 Peso das gorduras

O grupo Superalimentado apresentou maior peso das gorduras inguinal
(Figura A), ( Figura B) epididimal, (Figura C) mesentérica e (Figura E) retroperitonial
guando comparado ao grupo Controle. Em relacdo a (Figura D) gordura perirrenal

nao houve diferenca entre os grupos (Figura 9).



Peso da gordura mesentérica (g)

Peso da gordura inguinal (g)
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Figura 9: Peso das gorduras do grupo Superalimentado e grupo Controle de machos
Wistar albinos no 30° dia pés natal (A) Gordura Inguinal; (B) Gordura epididimal; (C)
Gordura mesentérica; (D) Gordura perirrenal; (E) Gordura retroperitonial. Para as
gorduras mesentérica e perirrenal foi realizado o Teste de Mann Whitney, os dados
foram expostos em mediana e intervalo interquartil. Para as gorduras inguinal,

epididimal e retroperitoneal foi realizado o Teste t e os dados
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foram expostos em média e desvio padrdo. Grupo Superalimentado apresentou

maior depdsito de gordura inguinal.

5.5 Expressao de SERT no nacleo trigeminal mesencefalico.

A densidade de neurénios imunorreativos ao SERT no nucleo trigeminal mesencefalico
foi menor no grupo superalimentado em comparacéo ao grupo controle (C: 16,88+0,3146,
n=5; S: 7,75+0,4787, n=4; p<0,0001) (Figura 10).
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Figura 10: Efeito da reducao do tamanho da ninhada sobre a quantidade de neurdnios
SERT-IR no nucleo trigeminal mesencefélico de ratos aos 30 dias de vida (dados

expressos através de mediana).



6. DISCUSSAO

Este estudo examinou o efeito da superalimentacéo, através da reducéo do tamanho
da ninhada neonatal, sobre o peso corporal, peso do tecido adiposo branco, consumo
alimentar durante a mastigacdo, movimentos mandibulares mastigatérios e a
expressdo da proteina transportadora de serotonina (SERT) no nucleo trigeminal
mesencefalico de ratos Wistar. Verificamos que a obesidade foi induzida pela reducéo
da ninhada neonatal, sendo comprovado por aumento do peso corporal dos animais
submetidos a esse tratamento. Além disso, o tecido adiposo branco foi aumentado
nos ratos do grupo superalimentado comparado com o grupo controle. Também foi
observado um consumo alimentar maior durante a mastigagdo, embora o0s
movimentos mandibulares mastigatorios sejam menores, além de uma menor

expressao de SERT no nucleo trigeminal mesencefalico.

Nos nossos achados, foi observado o aumento do peso corporal dos animais no
grupo superalimentado através da reducdo da ninhada, sendo a obesidade
evidenciada pela quantidade de tecido adiposo branco nos coxins de gordura nesse
grupo, onde observamos as gorduras inguinal, epididimal, mesentérica, perirrenal e
retroperitoneal. O modelo de reducdo da ninhada induz a uma programacao
metabolica que conduz a uma hiperalimentacéo na prole, onde havera uma diminuicéo
da competicdo pelo aleitamento materno e uma maior disponibilidade alimentar,
fazendo com que haja um maior consumo alimentar e os animais ganhem mais peso
guando comparados aos filhotes provenientes de uma ninhada normal (Tavares et al,
2019; Silva, et al. 2021, Silva et al., 2018). Devido a essa superalimentagao precoce,
a prole menor tem um ganho de peso corporal acelerado e aumento da adiposidade
antes do desmame, exibindo um peso corporal 30% maior do que a prole controle no

desmame (Stefanidis, 2012).

Dentro dos achados do nosso estudo foi observado um aumento do consumo

alimentar durante a mastigac&o no grupo superalimentado. Santos et al, 2021

46



mostraram que individuos obesos e sobrepesos apresentam um padrdo alimentar
especifico e um consumo alimentar maior durante todas as refeicdes. NO nosso
estudo, apesar de realizar menos movimentos mandibulares mastigatorios, sendo
evidenciado por menor niumero de sequéncias mastigatorias, ciclos mastigatorios e
taxa mastigatoria. Os animais apresentaram um ritmo mastigatorio e consumo
alimentar maior. O mesmo foi observado no estudo de Santos et al, 2023, onde
demonstraram que criangas obesas entre 7 e 12 anos realizaram menos sequéncias
mastigatorias e comeram mais rapidamente em comparacado as criancas eutroficas,
sugerindo que criancas obesas apresentam alteracées na mastigacao, evidenciadas
pelo maior tamanho da mordida, realizando menos sequéncias mastigatorias e
mastigacédo rapida, o que pode contribuir para 0 aumento do consumo alimentar e o
desenvolvimento do excesso de peso. Tada et al, 2018 demonstrou em uma revisao
associacdo positiva entre mastigacdo e obesidade em adultos, onde a maioria
apresentou comportamento alimentar alterado (Tada et al, 2018).

Os circuitos que controlam o padrdao dos movimentos mandibulares durante a
mastigacéo estdo localizados no centro gerador de padrao (Kolta, 2010). E o nucleo
mesencefalico do trigémeo é o principal local de retransmissdo central para a
transmissdo de entrada sensorial da cavidade oral para coordenar os movimentos
orofaciais da mandibula, face e pescoc¢o durante a mastigacao e degluticdo (Lazarov,
2002). Além disso, a serotonina foi evidenciada por excitar motoneurdnios
trigeminais (Silva, 2015) e por facilitar a geracédo da atividade ritmica trigeminal por
motoneurdnios de fechamento da mandibula (Mori et al., 2002). Isso explica a
importancia de analisar a expresséo de SERT nesse nlcleo em especifico, no nosso
estudo.

Apesar da 5-HT ter sido extensivamente estudada nos ultimos anos, a ligacéo entre
a expressao do transportador 5-HT (SERT), a proteina fundamental que regula suas
concentracdes extra e intracelulares, e a obesidade humana tem sido apoiada por
poucos estudos ainda. No presente estudo, 0os animais obesos apresentaram uma
menor expressdo do transportador de serotonina (SERT) no nucleo mesencefalico
trigeminal. A proteina SERT modula a recaptacdo de 5-HT dentro dos neurbnios
serotoninérgicos, um mecanismo-chave que permite a ativacao/dessensibilizacao dos

receptores 5-HT dentro da fenda sinaptica
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(Giannaccini et al, 2011). Em humanos, a obesidade est4 significativamente
associada a um polimorfismo de baixa expressédo de SERT ou uso cronico de ISRS
(Zha, 2017). Por meio da analise de tomografia por emisséo de féton unico (SPECT)
em areas do mesencéfalo de mulheres obesas afetadas pelo transtorno da compulséo
alimentar periddica (TCA), foi observada uma reducdo na densidade de SERT
(Kuikka, 2001). Zha et al, 2017 demonstraram que a deficiéncia de SERT levou ao
aumento de peso corporal e acumulo excessivo de gordura em ratos, fatores
atribuidos a uma funcéo reduzida do SERT (Zha et al., 2017). Em estudos com
humanos, Nam e colaboradores em 2018, também demonstraram a relagdo do SERT
com a obesidade, onde observaram que as ligacbes especificas de SERT foram
menores em individuos obesos comparados com eutroficos. O mesmo ocorreu no
estudo Giannaccini e colaboradores (2013), onde a densidade da proteina SERT foi
diminuida em adultos com obesidade grau Il e Ill, confirmando o envolvimento da

concentracdo de serotonina no ganho de peso (Giannaccini et al, 2013).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Concluimos que o modelo de inducao de obesidade, através da reducéo da
ninhada, leva a alterac6es somaticas nos roedores, sendo evidenciado atraves
do peso corporal e elevada concentragdo de tecido adiposo branco. Além disso,
0s animais obesos apresentam alteracbes nos parametros mastigatorios,
evidenciado por menos sequéncias mastigatorias, menor quantidade de ciclos e
menor taxa mastigatéria, confirmando achados em estudos com humanos.
Ainda, os animais obesos apresentaram menor expressdo da proteina
transportadora de serotonina (SERT) no nucleo trigeminal mesencefalico. Em
suma, estes achados permitem compreender a importancia da relagdo da

obesidade com fatores mastigatorios e expressédo do SERT.
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Oficio n° 38/20

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Kelli Nogueira Ferraz Pereira Althoff
Centro Académico de Vitéria - CAV

processo n°0026/2019
Certificamos que a proposta intitulada “Obesidade infantil ou neonatal: Estudo

translacional do desempenho e mecanismos de controle sensoério-motor da
mastigagao.” registrado com o n°0026/2019 sob a responsabilidade da Prof. Kelli
Nogueira Ferraz Pereira Althoff que envolve a producéo, manutengéo ou utilizacéo
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
EXPERIMENTAGCAO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
(UFPE), em reunido de 30/06/2020. Foi alterando o modelo experimental do projeto e

o numero de animais da pesquisa.

Finalidade

() Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacdo

01/09/2020 a 01/12/2022

Espécie/linhagem/raca

Ratos  Wistar (Rattus  novergicus)
heterogénico

N° de animais

32 fémeas / machos: 16 adultos mais 64
neonatos, (resultantes da ninhada das
fémeas): total 112 animais

Peso/ldade

220 -250 g /90 — 120 dias

Sexo

macho ( 80) e ( 32)

QOrigem: Biotério de Criacéo

Biotério do Departamento de Nutricdo —
UFPE

Destino: Biotério de Experimentacéo Biotério do Departamento de Nutricdo —
UFPE
Atencisamente
N

Prof. Sebastido R. F. Silva
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