UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO - UFPE
CENTRO ACADEMICO DE VITORIA — CAV

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

DISSERTACAO DE MESTRADO

DAYANE SILVA DO NASCIMENTO

EXPOSICAO MATERNA A DIETA CAFETERIA NA LACTAGAO:
EFEITOS SOBRE EXPRESSAO NEURONAL DE
TRANSPORTADOR DE SEROTONINA EM PROLE DE RATOS
WISTAR.

VITORIA DE SANTO ANTAO, 2024



DAYANE SILVA DO NASCIMENTO

EXPOSICAO MATERNA A DIETA CAFETERIA NA LACTAGAO:
EFEITOS SOBRE EXPRESSAO NEURONAL DE
TRANSPORTADOR DE SEROTONINA EM PROLE DE RATOS
WISTAR.

Dissertacao apresentada ao Programa de
Po6s-Graduagdo em Nutricdo, Atividade
Fisica e Plasticidade Fenotipica do Centro
Académico de Vitéria de Santo Antdo da
Universidade Federal de Pernambuco, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de

mestre.

Area de concentragido: Bases experimentais e clinicas da plasticidade fenotipica

Orientador(a): Profa. Dra. Ligia Cristina Monteiro Galindo

Co-orientador(a): Profa. Dra. Isabeli Lins Pinheiro

VITORIA DE SANTO ANTAO, 2024






AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, dedico este trabalho a Deus. Sem Ele e a Sua permissao, nada disso
seria possivel. Por me permitir viver esse sonho, por estar ao meu lado e acalmar meu
coragcao nessa caminhada, por ndo me fazer desistir. A cada descoberta cientifica, ao
invés de me engrandecer pelos meus achados, eu exalto o Grandissimo Criador por

toda a minuciosidade e amor ao fazer cada detalhe existente neste universo.

Aos meus pais, Edilene Ana da Silva e Denis Silva do Nascimento por todo incentivo
financeiro, por acreditarem em meu potencial, por sempre me incentivarem ao
aprendizado, leitura e descobertas. Mesmo em meio a uma vida simples e em uma
localidade conhecida pelos piores destinos aos mais jovens, eu aprendi com eles que a

educacgao sempre valera a pena e nos levara aos melhores caminhos.

A orientadora Proff Dr® Ligia Cristina Monteiro Galindo, por todo conhecimento

compartilhado e confiangca em meu trabalho.

A co-orientadora Prof® Dr? Isabeli Lins Pinheiro, por todo acolhimento e empatia.

A todos os docentes do Programa de Pés-Graduacdo em Nutricdo, Atividade Fisica e
Plasticidade Fenotipica (UFPE) por todo o conhecimento e corre¢bes valiosas para a

minha jornada no meio académico e cientifico da Nutricéo.

A minha orientadora de estagio em docéncia, Prof® Dr? Jailma Santos Monteiro, por todo
ensino imersivo na disciplina de Educacado Alimentar e Nutricional (EAN), por me
apresentar projetos inspiradores incriveis para a promog¢ao de alimentagdo saudavel,

além de toda compreenséao e leveza em seu processo de ensino.

A Fundacdo de Amparo & Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco (FACEPE)

por viabilizarem a execugao desta pesquisa cientifica.

A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Ensino Superior (CAPES) por me

conceder a bolsa de estudos nos ultimos 7 meses de mestrado, além da bolsa-auxilio de



4

3 meses em um momento delicado no financeiro familiar. Esse auxilio me permitiu
dedicagao total aos estudos e pesquisa neste periodo, especialmente as viagens de

Olinda a Vitéria de Santo Antédo para assistir as aulas obrigatérias.

As minhas amigas do coracdo as quais pude dividir dores e alegria da minha rotina
como mestranda e pesquisadora, Mylena, Larissa e Bianca. Com vocés, esses 2 anos

foram mais leves pois pude ter seu apoio, incentivo, oragdes e conselhos.

A todos os estudantes de graduacdo em iniciacdo cientifica que participaram do projeto

e atividades em laborat6rio: vocés me inspiraram e me ensinaram muito.

Aos colegas em biotério de 2022 a 2024, que mesmo em outros grupos, nos deram toda

a troca de saberes e apoio.

A todos os funcionarios do laboratério do Departamento de Anatomia pela receptividade

e cuidado com os alunos em meio a rotina ardua e cansativa de pesquisa cientifica.

Aos meus pacientes, os quais torceram comigo desde o inicio e me deram animo para
acreditar numa nutricdo real, empatica e que gere conhecimentos construtivos na vida

da populacao.

Aos animais experimentais, por cederem suas preciosas vidas para este estudo

acontecer.

A todos que indiretamente contribuiram, participaram, viabilizaram e torceram pelo

sucesso em minha pesquisa e carreira.



.Catalogacao de Publicagdo na Fonte. UFPE - Biblioteca Central

Nascimento, Dayane Silva do.
Exposicdo materna a dieta cafeteria na lactacgdo: efeitos
sobre expressdo neuronal de transportador de serotonina em prole

de ratos Wistar / Dayane Silva do Nascimento. - Recife, 2025.
60f.: 1il.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal de Pernambuco,
Centro Académico de Vitdria, Programa de Pb6s-Graduagdo em
Nutricdo, Atividade Fisica e Plasticidade Fenotipica, 2024.

Orientacdo: Ligia Cristina Monteiro Galindo.

Coorientacdo: Isabeli Lins Pinheiro.

Inclui referéncias e anexos.

1. Obesidade; 2. Dieta cafeteria; 3. Proteinas da membrana
plasmdtica de transportador de serotonina; 4. Plasticidade
fenotipica. I. Galindo, Ligia Cristina Monteiro. II. Pinheiro,
Isabeli Lins. III. Titulo.

UFPE-Biblioteca Central




UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCD
SrsTEMaA INTOGRADD DE GESTAD DC ATIVIDADES

wH ACADEMICAS
Faortal do
Coordenador Stricto ExiTioo eW 05112024 12:17

DECLARACAO

Declaramos, para os devidos fins, que ofa) discente DAYAME SILVA DO
NASCIMENTO foi aprovadola) na DEFESA de DISSERTAGAD em NUTRICAOD,
ATIVIDADE FISICA E PLASTICIDADE FENG‘I‘fPIEﬂJPPGNAFPN cav - VITORIA DE
SANTO AMTAD do Curso de MESTRADO, no dia 29 de Outubro de 2024 as 14:00,
nofa) Videoconferéncia, WUFPE, cuja banca examinadora fora constituida pelos
professores:
Diputora LIGIA CRISTINA MONTEIRD GALINDC
(Presidentes)
Doutora TASSIA KARIM FERREIRA BORBA
{Externa ao Programa)
Doubtora THAYMNAM RAQUEL DOS PRAZERES OLIVEIRA
(Externa ac Programa)

A sua DISSERTACAD intitulou-se:

E}(P'DSIQ%D MATERMA A DIETA CAFETERIA MA LACTN;ED: EFEITOS SOBRE
EXPRESSA0 NEUROMAL DE TRANSPORTADOR DE SERCTOMNINA EM PROLE DE RATOS
WISTAR.

Exta deciaracdo ndo exime ofa) discente de efebusr 25 mudangas

sugeridas peiz banca examinadora coma também ndo tem validade de cutorge de grau de MESTRADD, de
acordo Cov o

definide na Resolucda 19/2020-CEPE.

Recife, 5 de Movembro de 2024,

MARLANA FINHEIRO FERNARDES .
CODRDENADOR{A) FROGRAMA DE POS-GRADUACAD EM NUTRICAD, ATIVIDADE FISICA E FLASTICIDADE
FENOTIFICA - CAV

S1GAA | Superintendénda de Tecnalogia da Informagdo (STI-UFPE] - (B1) 2126-7777 | Copyright & 2008-2024 - UFPE
- sigaall_ufpe brsigaall




"Rendam gragas ao Senhor,
pois ele € bom;

0 seu amor dura para sempre.
1 Crbnicas 16:34


https://www.bibliaon.com/versiculo/1_cronicas_16_34/

RESUMO

Introducgao: A obesidade € uma doencga cronica nao-transmissivel de nivel mundial. Em
especial durante periodos criticos para o desenvolvimento do sistema nervoso, o maior
aporte energético caldrico pode gerar alteragdes morfofuncionais, fisiolégicas e
metabdlicas em organismos. Dietas hiperlipidicas e hipercaldricas, como as dietas de
cafeteria podem alterar sistemas de neurotransmissdo como o serotoninérgico. O
transportador de serotonina (SERT) realiza a recaptagédo serotoninérgica e controla
funcdes pertinentes ao controle de peso, como comportamento alimentar e metabolismo
adiposo. Objetivo: Avaliar o peso corporal e a expressao neuronal do SERT em nucleos
hipotalamicos e do tronco encefalico em prole jovem de ratos submetidos a dieta
cafeteria na lactacdo. Materiais e métodos: Ratos Wistar foram randomizados em dois
grupos experimentais: Grupo Dieta Controle (C; n=10), que recebeu dieta padrdao de
biotério desde a lactagado até o fim dos experimentos, e Grupo Dieta Cafeteria (CAF,;
n=10), que recebeu dieta com dieta padrdao de biotério juntamente com alimentos
industrializados, ultraprocessados e hipercaléricos durante a lactacdo. Foram avaliados
nos filhotes o peso corporal durante a lactacdo, aos 25° e 31° DPN. Adicionalmente,
foram quantificados os neurénios SERT-IR do tronco encefalico e hipotalamo da prole ao
31° DPN. A analise dos dados foi realizada através dos testes de ANOVA Two Way e
teste T de Student com nivel de significAncia em p<0,05. Resultados: Os animais do
grupo dieta CAF apresentaram maior peso corporal no 14° e 21° DPN (14° DPN, C: 27,
29+4,00; n= 10 vs CAF: 34,51+3,15; n=10, p<0,0020; 21° DPN, C: 43,63+3,67; n=10 vs
CAF: 52,55+4,63; n=10, p<0,0010). Nao foram observadas diferencas no 25° e 30° DPN.
A dieta nao foi associada a diferengas significativas na expressado da quantidade total de
neurébnios SERT-IR entre os grupos C e CAF, no nucleo arqueado (Arc) total, e
subnucleos dorsal, medial e medial posterior. O subnucleo Arc lateral apresentou
reducao do SERT-IR no grupo CAF (C: mediana 49,50 + 11Q 48,50-54,50; n=3 versus
CAF: mediana 43,50 % 11Q 42,50-46,00; n=3; p<0,03). O nucleo dorsal da rafe e porgdes
dorsal e ventral ndo apresentaram diferengas significativas entre os grupos C e CAF,
porém a porgao lateral apresentou redugdo do SERT-IR no grupo CAF (C: mediana
42,00 £ 11Q 38,13 - 48,13; n=4 versus CAF: mediana 28,25 £ 11Q 21,63 - 36,38; n=4;

p<0,028). O nucleo mediano da rafe apresentou diferengas significativas entre os dois
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grupos experimentais aos 31 dias de vida, sendo maior no grupo CAF (C: 90; 1IQ
68-110,9; n=4 versus CAF: 132; lIQ 123,5-137,5; n=3, p<0,02)

Conclusao: A dieta cafeteria durante a lactagao promoveu o ganho de peso excessivo
em prole de roedores e as diferengas nao se perpetuam para periodos posteriores a
lactagdo. Houve redugdo da quantidade de neurbnios imunorreativos aos SERT em
nucleos isolados da rafe e do hipotadlamo (porgéo lateral) e aumento no grupo CAF do
nucleo mediano da rafe. Entretanto, esta redugdo pode estar associada ao aumento

ponderal do peso durante a lactagao.

Palavras-chave: Obesidade; Dieta Cafeteria; Proteinas da membrana plasmatica de

transportador de serotonina; Plasticidade Fenotipica.
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ABSTRACT

Introduction: Obesity is a chronic non-communicable disease that affects the world.
Especially during critical periods for the development of the nervous system, the
increased caloric energy intake can generate morphofunctional, physiological and
metabolic changes in organisms. High-fat and high-calorie diets, such as cafeteria diets,
can alter neurotransmission systems such as the serotonergic system. The serotonin
transporter (SERT) performs serotonergic reuptake and controls functions relevant to
weight control, such as eating behavior and adipose metabolism. Objective: To evaluate
the neuronal expression of SERT in hypothalamic and brainstem nuclei in young
offspring of rats subjected to a cafeteria diet during lactation. Materials and methods:
Wistar rats were randomized into two experimental groups: Control Diet Group (C; n=10),
which received a standard vivarium diet from lactation until the end of the experiments,
and Cafeteria Diet Group (CAF; n=10), which received a standard vivarium diet along
with industrialized, ultra-processed and hypercaloric foods during lactation. The body
weight of the pups was evaluated during lactation, at 25th and 31st PND. Additionally, the
SERT-IR neurons of the brainstem and hypothalamus of the offspring were quantified at
31st PND. Data analysis was performed using Two-Way ANOVA and Student's t-test with
significance level at p<0.05. Results: Animals in the CAF diet group showed higher body
weight on the 14th and 21st DPN (14th DPN, C: 27.29+4.00; n=10 vs CAF: 34.511£3.15;
n=10, p<0.0020; 21st DPN, C: 43.63+3.67; n=10 vs CAF: 52.551£4.63; n=10, p<0.0010).
No differences were observed on the 25th and 30th DPN. The diet did not cause
significant differences in the expression of the total number of SERT-IR neurons between
the C and CAF groups, in the total arcuate nucleus (Arc), and dorsal, medial and
posterior medial subnuclei. The lateral Arc subnucleus showed a reduction in SERT-IR in
the CAF group (C: median 49.50 £ IQR 48.50-54.50; n=3 versus CAF: median 43.50
IQR 42.50-46.00; n=3; p<0.03). The dorsal raphe nucleus and dorsal and ventral portions
did not show significant differences between the C and CAF groups, however the lateral
portion showed a reduction in SERT-IR in the CAF group (C: median 42.00 + IQR 38.13 -
48.13; n=4 versus CAF: median 28.25 + IQR 21.63 - 36.38; n=4; p<0.028). The median

raphe nucleus showed significant differences between the two experimental groups at 31
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days of life, being larger in the CAF group (C: 90; 11Q 68-110.9; n=4 versus CAF: 132; 1IQ
123.5-137.5; n=3, p<0.02)

Conclusion: The diet during lactation promotes excessive weight gain in rodent offspring
and the differences do not persist after lactation. There was a reduction in the number of
SERT-immunoreactive neurons in isolated raphe and hypothalamic nuclei (lateral portion)
and an increase in the median raphe nucleus in the CAF group. However, this reduction

may be associated with weight gain during lactation.

Keywords: Obesity; Cafeteria Diet; Serotonin Transporter Plasma Membrane Proteins;

Phenotypic Plasticity.
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1. INTRODUGAO

A obesidade é definida como uma doencga crénica com acumulo de adiposidade
em varias partes do corpo, causada pelo desbalango entre gasto energético em relagcéo
a energia corporal (Chandrasekaran e Weiskirchen, 2024), Para isso, é preocupante na
saude publica ao redor do mundo devido a sua prevaléncia crescente e por ser fator de
risco a outras doencas cronicas (Wharton et Al., 2020), e ligada bidirecionalmente a
alteragbes metabdlicas e de saude mental devido a dieta e desequilibrio
neurotransmissor (Kim; Kim; Sang-Wook, 2020). O padrao inadequado de dieta é um
dos principais responsaveis pelo desenvolvimento da obesidade, pois é um fator
ambiental que interfere no balango energético devido a composi¢cao alimentar de

gorduras e calorias (DHH) em excesso (Haleem; Mahmood, 2019).

Como exemplo desta dieta temos a Dieta Cafeteria (CAF), cada vez mais utilizada
em pesquisas cientificas pois tem como caracteristica o seu potencial obesogénico
especialmente em modelos animais (Moreton et al., 2019; Haleem; Mahmood, 2019). E
composta por alimentos ultraprocessados como chocolates, batata frita, queijo cheddar,
geleia de morango, dentre outros (Moreton et Al., 2019). Esta dieta é similar a DHH
humana pois sao palataveis, alteram comportamento de ingestdo e causam mudangas
metabodlicas que geram obesidade, pois sdo compostas de excesso de agucares,
gorduras e carboidratos (Lalanza e Snoeren, 2021). Especificando a periodos criticos ao
desenvolvimento como a gestagao, uma dieta inadequada altera o metabolismo de mae
e filho, mas também a plasticidade e desenvolvimento cerebral do feto, pois ocorrem
mudangas neuroquimicas como na expressao do transportador de serotonina (SERT)

(Silveira, 2022; Du Bois et al., 2006).

A relacao entre obesidade e SERT se da devido ao papel deste transportador em
regular a biodisponibilidade de serotonina no encéfalo, o qual possui relagdo com o
controle da saciedade e ingestdo alimentar. Estudos utilizando drogas anorexigenas
resultaram em aumento da serotonina na fenda sinaptica e inibicao do SERT,
ocasionando melhor resposta ao controle alimentar e consequente perda de peso
corporal e demonstrando essa relagdo SERT/Obesidade (Griebsch e colaboradores,
2022). Essa relagao desempenha papel importante na fisiopatologia da obesidade, como
com a resposta individual a alimentos preferidos, estresse e motivagéo ao apetite (Hesse

e colaboradores, 2016). A exposi¢cao a fatores prejudiciais ao desenvolvimento em seu
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periodo critico para o desenvolvimento, como obesidade materna e alimentacao
hiperlipidica, é fator de suscetibilidade a longo prazo para diversas altera¢cdes na saude
(Cruz-Carrillo et Al., 2023).

O aumento de tecido adiposo causa neuroinflamacao, atinge nucleos cerebrais
importantes como o hipotalamo e dorsal da rafe e reduz niveis de neurotransmissores
relacionados ao balango energético como a serotonina. Este processo causa apoptose
de neurbnios anorexigenos, alteracdo na saciedade e maior ganho de peso (Martins et
Al., 2019) especialmente em periodos criticos de desenvolvimento com intensa
maturagcdo cerebral e organizagdo de circuitos neuroquimicos do individuo, como
lactacdo e pré-puberdade (Gogtay et al., 2004). O hipotalamo possui fungdes no
comportamento alimentar, regulacdo ponderal e metabolismo periférico da glicose
relacionadas a atividade de neuropeptideos como proteina relacionada a agouti (AGRP)
e neuropeptideo Y (NPY) (Borgers et Al.,, 2014; Wang et Al., 2019; Ullah et Al., 2021). O
tronco encefalico, com destaque os nucleos dorsal da rafe e mediano da rafe e seus
subnucleos possuem a maioria dos neurbnios serotoninérgicos, e sao relacionados com
expressao diferenciada de orexina tipos 1 e 2, relacionadas ao equilibrio energético e

metabolismo da glicose (Xiao et al, 2021).

E necessario compreender as consequéncias do atual cenario obesogénico, o
qual inclui praticas alimentares inadequadas e sedentarismo, e como os descendentes
respondem aos estimulos maternos a curto e longo prazo, pois ainda existem muitas
lacunas sobre este tema no meio cientifico. Dessa forma, este estudo tem como objetivo
investigar os efeitos da expressao neuronal de transportador de serotonina no tronco
encefalico e hipotalamo em ratos adultos submetidos a dieta cafeteria durante a

lactagao.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Obesidade

A obesidade é uma doenca crénica que vem avancando dramaticamente ao redor
do mundo, com casos sendo triplicados desde o ano de 1975. Tal doenga leva a riscos

de doencas crbnicas nao-transmissiveis. A principal causa da obesidade é o desbalancgo
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dietético relacionado as calorias ingeridas e gastas pelo organismo (WHO, 2021). Esse
movimento pandémico ja acomete cerca de 670 milhdes de pessoas ao redor do mundo,
sendo 124 milhdes criangas e adolescentes (FAO, 2019; OPAS, 2017). No Brasil,
acomete 19,8% de individuos, o que representa um crescimento de 72% em 13 anos.
No ambito da obesidade infantil, acomete 12,9% das criangas brasileiras entre 5 a 9
anos (ABESO, 2024). Em dados recentes do Ministério da Saude, foi contabilizado que
cerca de 6.7 milhdes de brasileiros enfrentam a obesidade, sendo 20% da populagéo
com obesidade grau |, 7,7% com obesidade grau Il e 4% com obesidade grau Il
(SBCBM, 2023).

A obesidade possui carater multifatorial em sua fisiopatologia, como fatores
genéticos, psicossociais, socioecondmicos, mas a alteragdo nutricional € um fator
ambiental modificavel que ainda leva o organismo a um estado de peso excessivo e
denota um importante impacto ao seu desenvolvimento (Da Silva, 2014). O mundo tem
passado por uma transigdo nutricional, onde alimentos cada vez mais processados e
ultraprocessados tém sido oferecidos, preferidos e normalizados no dia a dia da
populacao, especialmente devido ao baixo custo e facilidade de ingestao (Barros et Al.,
2021). O consumo de dietas com perfil obesogénico e palatavel se tornaram cada vez
mais comuns, causando desregulagdo na sua ingestdo e consequentes efeitos

comportamentais e metabdlicos (Vucetic; Reyes, 2010).

A deposicao de tecido adiposo devido a dieta € um estoque de energia para
situagdes adversas e inesperadas, como escassez alimentar e efeitos das estacoes, é
um mecanismo adaptativo de sobrevivéncia e adaptagcbes sazonais no modo de vida
posterior ao atual o qual provém muito mais disponibilidade de alimentos e menos
esforgo fisico para promover adequado gasto energético, e em determinados contextos
histéricos da evolugdo humana se caracterizava como um fator protetor (Shelton; Miller,
2010). Entretanto, o modo de vida e alimentagdo vém sendo substituido por um cenario
obesogénico e pesquisas atuais tém buscado compreender os mecanismos fisioldgicos
e moleculares da obesidade para além do desbalanco entre alimentacao hipercaldrica e

reduzido gasto energético em atividades fisicas por exemplo (Jiménez, 2013).

A dieta ocidentalizada, rica em calorias, agucares e gorduras saturadas promove
alteracbes na saude, dentre elas a redugao da expressao do transportador de serotonina

encefalica, promovendo consequéncias como o indice de Massa Corpérea (IMC)
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aumentado. Individuos com obesidade apresentam expressao reduzida de
Transportador da Serotonina (SERT) no encéfalo e periferia, além de ligagado suprimida
ao hipotalamo devido a dieta rica em gorduras e calorias (Veniaminova et Al., 2020).
Estudos comprovam que a obesidade bem como sua dieta caracteristica rica em
gorduras podem causar neuroinflamacao, especialmente no hipotalamo , o que marca o
desenvolvimento e manutencao da obesidade. Adicionalmente, esta dieta pode reduzir a
disponibilidade de serotonina (5-HT) e a expressdo de SERT no nucleo dorsal da rafe

gerando dificuldade na recaptagédo desse neurotransmissor (Hersey et Al., 2021).

Em estudos experimentais, a obesidade é simulada com alimentagc&o rica em
gorduras e agucar, a exemplo da dieta de cafeteria (CAF) leva a hiperfagia, similar ao
que ocorre no organismo humano (Shafat; Murray; Rumsey, 2009). Em roedores, a
obesidade é avaliada com o monitoramento do peso corporal ao longo das semanas,
podendo tragar um perfil da alteracdo de peso de acordo com o animal, o grupo
experimental e o curso de tempo (Li et Al., 2020). Em estudos cientificos post-mortem, a
imunorreatividade do SERT foi reduzida no nucleo infundibular de individuos com peso
elevado em relacdo ao grupo controle, demonstrando uma relagdo inversa entre
sinalizagdo de 5-HT encefalica e obesidade (Borgers e colaboradores, 2014). Com isso,
€ notavel que o consumo de dietas com perfil obesogénico e palatavel se tornou cada
vez mais comum, causando desregulagdo na sua ingestdo e consequentes efeitos

comportamentais e metabdlicos (Vucetic; Reyes, 2010).

2.2 Dieta Cafeteria

Dietas ricas em gorduras e agucares sdo amplamente utilizadas no meio cientifico
para inducdo da obesidade e observancia dos seus efeitos sobre a saude. A
alimentagdo inadequada é um fator ambiental externo, como exemplo da Dieta
Hiperlipidica-Hipercalérica (DHH), que promove as alteragcbes homeostaticas e
obesogénicas a saude e contribuem para o continuo crescimento desse grande desafio
na saude publica atual (Yafies; Vargas; Pérez-Morales, 2017). Diante de um ambiente
cada vez mais globalizado, com a predominancia da industrializagdo, a alimentacao

diaria do ser humano segue o0 mesmo caminho com a presenga marcante de produtos
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ultraprocessados, ricos em agucares e gorduras, mas também conservantes, corantes e
aromas artificiais (De La Garza et Al., 2023). Além disso, modificagdes do padrao
alimentar frente a um estilo de vida ocidental como a alimentagao fora de casa, consumo
e preparo rapido dos alimentos favorecem ainda mais a normalizagao desta dieta no dia
a dia (Freitas, 2011).

As dietas DHH s&o caracterizadas pelo uso de pellets ricos em 6leo, gordura,
acgucar e outros carboidratos simples, surtindo efeito na hiperinsulinemia, resisténcia a
insulina e ganho de peso adiposo 0s quais vao pouco a pouco substituindo opgdes
saudaveis como hortalicas, fibras, carboidratos complexos, alimentos in natura ou
minimamente processados (Small et Al, 2017; Xavier, 2023), os quais sao marcadores
de uma alimentacado saudavel. Em uma pesquisa via telefone pelo Ministério da Saude,
foram coletados dados sobre consumo adequado de frutas e hortalicas, ou cinco
porcdes diarias segundo a Organizacdo Mundial da Saude, onde apenas 21,4% dos
brasileiros adultos o faziam. Enquanto isso, o0 consumo de refrigerante em cinco ou mais
dias da semana era de 14,9%, e o consumo de cinco ou mais tipos de alimentos
ultraprocessados era de 17,7%, no total (VIGITEL, 2023).

Com o tempo, subtipos da DHH surgiram de forma a se adaptar a novas
mudangas alimentares, como exemplo a dieta cafeteria (CAF) que reflete a dieta
ocidental humana com os préprios alimentos de sua ingestdo usual e alta densidade
energético-lipidica (Small et Al, 2017), caracterizada por ragao padrao juntamente com
alimentos muito energéticos e palataveis, onde as opc¢des deste ultimo s&do alteradas
periodicamente para manter variedade semelhante a alimentacdo humana (Akyol;
Langley-Evans; McMullen 2009). Pesquisas demonstram que uma dieta com mais de
60% de gordura leva a efeitos semelhantes a dieta hiperlipidica humana (Urbonaite et
al., 2022), sendo a dieta cafeteria promotora de ganho de peso ainda maior que a DHH,
revelando uma nova visdao a esta problematica ao demonstrar a mudanca de

comportamento alimentar a nivel neural nos animais de estudo (Small et Al, 2017).

O género biolégico faz parte dos fatores que diferenciam os niveis da obesidade
em diferentes organismos, sendo também um critério em estudos experimentais sobre a
obesidade. Pesquisas apontam que os roedores machos adultos ou filhotes possuem
metabolismo mais suscetivel a sofrer mudangas pela dieta hiperlipidica em relagao as

fémeas. Efeitos como menor gasto energético e tolerancia a glicose sao observados
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(Ullah et Al, 2021). Os modelos experimentais que ingerem junk food ou alimentos
ultraprocessados mimetizam o consumo dos padrdes humanos ocidentais. A lista de
alimentos da dieta CAF possui dezenas de opgdes, sabores (doce e salgado) e texturas
(macio e duro), semelhante a alimentagcdo humana variavel e atrativa. Caracteristicas
orossensoriais como cheiro, textura e palatabilidade facilitada promovem consumo
excessivo, gerando respostas neuronais em diferentes regides e vias cerebrais (Lalanza
et al, 2021).

Suas propriedades organolépticas os transformam em uma alimentagao
agradavel, prejudicando o controle de sua ingestdo e favorecendo ainda mais seus
efeitos obesogénicos e na saude (Martire et Al., 2014), tanto que, em comparagdo com o
dieta DHH, a dieta CAF gera maior hiperfagia devido a maior variabilidade de alimentos
presente neste modelo (Lalanza; Snoeren, 2021) o que ativa areas relacionadas a
recompensa no ceérebro, como o sistema mesolimbico. Isto promove mudangas
fisioloégicas relacionadas a reducdo da saciedade, gerando maior ingestdo destes
alimentos, além do ganho de peso excessivo (Ong; Muhlhausler, 2011; Leigh-Morris,
2018). A hiperfagia, ou comportamento de ingestdo alimentar excessiva e cronica,
desempenha risco importante em formas de obesidade genéticas ou diante de fatores
como alimentagdo. Com isso, a alimentagdo hedédnica, isto €, alimentos que promovem
sensacgao de prazer ingeridos mesmo sem déficit calorico que justifique tal ato, se torna

tao presente em condigdes como a obesidade (Leigh-Morris, 2018).

Atualmente, é compreendido que a obesidade materna gera efeitos metabdlicos e
na prole que duram a vida toda. Isso pode ser observado desde a concepcgéo,
caracterizada por aumento do peso fetal, um equivalente a macrossomia fetal humana, e
passando pelo maior ganho de peso poés-natal, em especial nos filhotes machos
(Rodrigo et Al., 2022). Estudos com maes e filhos apontam a relacdo entre gestantes
com alto ganho de peso gestacional ao maior peso ao nascer e risco de IMC elevado na
prole, em comparacao a grupos com peso adequado (Lau et Al., 2014). Em roedores, os
estudos comprovam que um ambiente uterino de supernutricdo esta associado ao maior
peso da prole ja adulta, promovendo programagdo do balango energético em vias
cerebrais sensiveis ao periodo de desenvolvimento (Poston, 2012). Estas evidéncias

ficam mais claras em estudos humanos a longo prazo, concluindo-se que existe uma
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programacao de desenvolvimento fetal e de sua saude frente aos habitos obesogénicos
maternos (Rodrigo et Al., 2022).

2.3 Influéncias nutricionais e plasticidade do desenvolvimento

O cérebro € um 6rgao cada vez mais estudado pela neurociéncia, principalmente
devido ao crescimento de inovagdes cientificas. Acreditava-se que possuia maior
desenvolvimento apenas na infancia, mas hoje se sabe que ele continua se adaptando
quantitativamente e qualitativamente devido a influéncias ambientais externas
(Chaudhury et Al., 2016), o que foi demonstrado em estudos experimentais e em
humanos com lesbes cerebrais. O melhor conceito para isso é o da plasticidade, o qual
entende-se sobre ser moldavel, mutavel, adaptavel e flexivel. O cérebro possui essa
capacidade em trés modos: plasticidade no desenvolvimento, com o estabelecimento e
modelagao de conexdes de neuronais no inicio da vida; plasticidade modulacional, com
a eficacia de sinapses com o passar dos anos e exposicao ao ambiente; e plasticidade
reparadora, onde a regeneragao € possivel com a neurogénese e compensagado de

perdas funcionais (Malabou, 2008).

Na plasticidade do desenvolvimento e selegcdo evolutiva existem dois fatores
importantes para esta influéncia ambiental, os quais sdo a variagao na disponibilidade de
substrato energético e estresse. Esta relagdo € evidenciada como bidirecional, ou seja,
efeitos da nutricdo na saude variam em fungao do estresse e vice-versa (Entringer;
Buss; Wadhwa, 2015). No entanto, as respostas adaptativas relacionadas com a
exposicao a fatores ambientais podem nao ser necessariamente expressadas nos pais,
e sim em sua descendéncia. Isso retrata efeitos tanto a curto quanto a longo prazo na
fisiologia, metabolismo e comportamento (Bateson et Al., 2004). Com isso, temos a
premissa que a plasticidade confere a geracao de diferentes fenétipos de acordo com
diversos ambientes influenciadores, onde a alteracdo nutricional durante o
desenvolvimento fetal gera respostas exacerbadas e repercussées metabdlicas na

saude a longo prazo (Ribeiro et Al., 2015).

A neuroplasticidade atuante na formacdo do sistema nervoso central (SNC) e
crescimento do organismo, denominada plasticidade ontogenética, favorece a
neurogénese e atividades nos axdnios, dendritos e sinapses; ja na fase adulta ha a

formagao de novas sinapses e sua potencializagao ou inibicdo (Dalgalarrondo, 2011). As
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situagdes que conferem alto desenvolvimento do organismo e saude humana e
experimentais, em destaque pela influéncia de fatores externos e plasticos, séo
denominadas como periodo critico de desenvolvimento, como exemplo a gestacdo e
lactagdo. Diversos trabalhos tém se concentrado em entender os possiveis efeitos que o
ambiente obesogénico materno durante a gestacdo e lactagdo podem representar
posteriormente a saude do feto (Alfaradhi e Ozanne, 2011; Pergn; Oken; Dabelea,
2019).

A alimentacao inadequada é um fator externo ambiental, como exemplo da DHH,
que promove as alteragdes homeostaticas e obesogénicas a saude contribuindo para o
continuo crescimento desse grande desafio na saude publica atual (Yafes; Vargas;
Pérez-Morales 2017). A ingestdo de DHH, especialmente durante a gestagao e lactagao,
€ bem estabelecida por causar alteracbes no metabolismo e controle da ingestao
alimentar, por afetar circuitos hipotalamicos importantes ao balango energético como o
nucleo arqueado na prole (Silva et Al., 2022). A lactagdo em especial € um periodo
critico para a prole, assim como para a saude materna, sendo assim a qualidade da
alimentacgao pré e pds-natal sao cruciais para o desenvolvimento neural, por exemplo. O
momento pds-natal também se faz importante e delicado para a saude da prole devido
ao desenvolvimento e maturagdo neurocomportamental que ainda se segue (Gomes et
Al., 2019).

A exposicao pré-natal a desnutrigdo no Grande Fome Holandesa ou Inverno da
Fome (1944-1945), ao final da Segunda Guerra Mundial, se tornou um grande exemplo
da influéncia externa numa janela sensivel de desenvolvimento ao estado de saude e
respostas adaptativas. Esta situacdo gerou uma programacéo metabdlica no organismo
dos filhos a nascerem, que passaram a apresentar macrossomia, IMC elevado e
resposta alterada a glicose na vida adulta devido a modificacdes genéticas (Tobi e
colaboradores, 2014). A relagao entre IMC materno e desenvolvimento fetal durante este
periodo sensivel continuam presentes no meio cientifico, em especial no primeiro
trimestre de gestacéo. Estudos da Grande Fome Chinesa, também no cenario de guerra
mundial, evidenciam essa premissa em estudos onde encontrou-se uma evidenciada
taxa de hipertensao na vida adulta, devido a um desenvolvimento pontual (Wang et Al.,
2012).
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A hipétese do “fendtipo poupador”, estabelecida por Hales e Barker, serve de
apoio para a afirmacao anterior. Basicamente, a alimentagdo inadequada durante o
periodo critico de desenvolvimento do individuo, como a gestacao, é o ponto-chave de
toda uma problematica consequente e tardia no ambito metabdlico de sua saude, onde o
corpo humano adaptativo entende a situacdo de escassez nutricional e busca
sobrevivéncia de 6rgaos vitais como o cérebro, ao passo que outros demais 6rgaos e
componentes obtém desfoque nesta evolugdo, causando assim um consequente
impacto no seu crescimento e funcionalidade, conforme afirmado pelo conceito de

programacao fetal (Hales; Barker, 2001).

Se tratando da supernutricao, também ha programacao de efeitos na saude do
feto a longo prazo devido ao ambiente uterino modificado nutricionalmente, como é
citada na proposicdo de N. Freikel sobre gestacdo e diabetes, onde a economia
nutricional materna presente em sua dieta e composi¢ao corporal para a demanda
uterina do feto se torna primordial no seu desenvolvimento, e que em condi¢cbes de
hipernutrigdo, resulta em diferenciagcéo celular e organogénese fetal induzida. O feto se
utiliza de substratos como glicose, gorduras e proteinas provenientes ndo apenas da
ingestao atual, mas da reserva corporal materna que reflete a sua nutrigdo ao longo da
vida uterina (Parrenttini; Caroli; Torlone, 2020). Diante do aporte nutricional através da
placenta, o feto se torna reflexo do estilo de vida materno e, no caso de uma dieta e
peso excedentes ao recomendado, o feto também adquire maiores demandas
metabdlicas a curto longo prazo, repercutindo em peso elevado ao nascer (Barker e
Thonburg, 2013) e menor sensibilidade insulinica pds-natal na prole devido a alteragdes

nas vias de sinalizagéo da insulina (Melo et al., 2023).

Na gestacédo ha dependéncia da nutrigdo materna de modo que variagdes em sua
dieta neste periodo refletem na saude do feto devido a sua adaptacdo ao ambiente
intrauterino adverso (McArdle et al., 2006). As alteragbes de saude fetal sdo de origem
fisiolégica e metabdlica, ocasionando efeitos tardios no peso e regulagdo do balango
energético dos descendentes (Desai; Hales, 1997; Lawlor et al., 2007) sdo apontadas
tanto em estudos observacionais em humanos (Schack-Nielsen et al., 2010) como em
estudos pré-clinicos experimentais (Picone et al., 2011; Desai et al., 2014). Entretanto, a
lactagdo também confere criticidade ao desenvolvimento e deve ser ganhar destaque na
associagao entre dieta materna e maior ganho de peso neonatal devido a programagao

do metabolismo nos padrdes de saude do filho (Ma e colaboradores, 2020), ainda que a



28

amamentagao exclusiva humana esteja em consenso como a op¢ao mais saudavel e,
inclusive, protetora contra ao desenvolvimento da obesidade infantil segundo inumeros

estudos (Mameli; Mazzantini; Zuccotti, 2016).

O leite materno humano é necessario para a saude do bebé e possui substratos
essenciais para sua nutrigdo, crescimento e desenvolvimento. Macronutrientes como
lipidios, glicose e proteina tem proporgdes diferentes de acordo com cada fase do leite.
O colostro, primeiro fluido apds o parto, é rico em proteinas do soro, minerais e baixo em
gordura; no leite de transicdo, entre 5 dias a 2 semanas, a composicdo se mantém
semelhante; ja no leite maduro, apés 2 semanas poés-parto, contém de 3 a 5% de
gordura, cerca de 7% de carboidratos e menos proteinas (Lyons et Al., 2020). A
qualidade da dieta e adiposidade da nutriz promove variagdo da concentragédo dos
componentes do leite materno e programacgao metabdlica a prole (Pomar et Al., 2019). A
lactacédo por nutrizes que consomem dieta CAF promovem reducéo de proteinas como
alfa-lactoalbumina no leite, e desregula o equilibrio energético e adiposidade (Pomar;
Sanchez; Palou, 2020). Também promove programag¢ao metabdlica, gerando um
fendtipo magro por fora/gordo por dentro, ou seja, menor peso, massa magra € maior
adiposidade devido ao leite materno com menos proteinas e multiplas vezes mais

gordura no grupo CAF (Pomar et Al., 2017).

Uma experiéncia negativa como a supernutricdo causada pela obesidade durante
a lactacdo promove riscos metabolicos como a obesidade na prole, uma afirmagao
reproduzida em pesquisas in vivo e experimentais as quais colhem confirmagdes em
seus resultados. O conceito anterior também justifica o termo Origens
Desenvolvimentista da Saude e da Doenca (DOHaD), onde ha a premissa de que as
influéncias diretas durante fases importantes do desenvolvimento refletem
fenotipicamente na saude (Fleming e col., 2018), especialmente no que diz respeito ao
ambiente obesogénico, onde ocorrem alteragcbes metabdlicas e no comportamento
alimentar mediante anormalidades em atividades encefalicas , como no sistema

serotoninérgico (Rivera et Al., 2015).

2.4 Nutricao e sistema serotoninérgico
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A serotonina (5-hidroxitriptamina) € uma monoamina biogénica amplamente
encontrada também em regides periféricas do organismo. Em 1937, foi isolada a partir
de células enterocromafins intestinais e sé depois foi encontrada no encéfalo, onde atua
como neurotransmissor (Peric et al., 2022). Desde a concepgao, a serotonina atua em
fungdes importantes do desenvolvimento do sistema nervoso, tais quais criagdo e
diferenciagcao de neurénios, mielinizagao e sinaptogénese (Romero-Reyes et Al., 2021).
A importancia da 5-HT na modulagdo da neurogénese, especialmente no inicio da vida,
sugere que uma disfungdo na disponibilidade e na transmissao serotoninérgica nesse
periodo poderia modificar a plasticidade do organismo, levando a alteragbes

morfoldgicas, fisioldgicas e funcionais duradouras (Daubert; Condron, 2010).

A 5-HT é sintetizada nos nucleos da rafe, com neurdnios projetados a todo
sistema nervoso central (SNC), pela enzima Triptofano hidroxilase (TPH) (Donovan;
Tecott, 2013; Romero-Reyes et Al, 2021). Os corpos celulares de neurbnios
serotoninérgicos sao distribuidos em 9 nucleos da rafe e estas projegdes
serotoninérgicas estao envolvidas com a homeostase nutricional sdo originadas a partir
dos nucleos dorsal e mediano da rafe (Van Galen e tal., 2020). O nucleo dorsal da rafe
(DR) esta localizado no mesencéfalo e ponte, como uma estrutura bilateral e
heterogénea. Neste nucleo, neurbnios 5-HT atuam no controle de peso e homeostase,
por meio da deteccéo e resposta a sinais relacionados ao gasto energético e ingestao
alimentar (Bhave; Nectow, 2021). Este nucleo contém a maior parte de neurbnios
produtores de serotonina e envia projegdes para diversas estruturas como coértex
pré-frontal, estriado, amigdala, hipocampo ventral, tdlamo e hipotdlamo (Ramos, 2021;
Van Galen et al., 2020; Calizo et al., 2011).

Em especial, a regidao do hipotalamo € reconhecida como um centro de
homeostase devido a sua agao de detectar sinais de horménios e nutrientes periféricos
realizando efetivagdo de efetivar respostas a nivel enddocrino, autbnomo e
comportamental (Mullins et Al., 2020). O hipotalamo é formado ainda pelos subnucleos
paraventricular (PVN) que possui neurdnios anorexigenos, assim como 0s nucleos
ventromedial (VMN) e dorsomedial (DMN) os quais desempenham equilibrio da leptina
(Morton et Al., 2006). Dentre os nucleos hipotalamicos destaca-se o nucleo arqueado
(Arc), que representa um circuito de controle energético e ponderal. Estudos mostram
que alteracbes no desenvolvimento e funcionamento desta area levam a prejuizos nos

sinais de saciedade e alteragbes metabdlicas, como a obesidade (Vohra e
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colaboradores, 2022). Estudos demonstram que o consumo de dietas hiperlipidicas
podem provocar alteragdes serotoninérgicas (Dunn et al., 2022; ). A ingestdo materna de
dieta ocidental reduziu a sintese de TPH2 e 5-HT na rafe, alterando também o transporte
de serotonina a outras regides (Dunn et al., 2022). Camundongos submetidos a dieta
rica em calorias e gorduras apresentaram aumento do peso corporal e hiperglicemia, e
menores niveis de 5-HT no hipocampo, possivelmente associada a uma maior

sensibilidade ao receptor 5-HT1A no nucleo dorsal da rafe (Zemdegs et al., 2016).

A atividade de neurbnios serotoninérgicos no nucleo dorsal da rafe parece estar
aumentada apds a ingestdo de alimentos, apontando que os neurbénios 5-HT nesta
regido podem estar envolvidos com a sinalizagao pés-prandial (Van Galen et al., 2020).
Em contraste, neurbnios 5-HT expressos no nucleo mediano da rafe, que enviam
projecdes para regides encefalicas relacionadas ao sistema de recompensa, podem
estar envolvidos com o controle motivacional do comportamento alimentar (Van Galen et
al., 2020). Nestes nucleos dorsal e mediano da rafe, substéncia negra, amigdala e
nucleo dorsolateral do talamo sdo observadas altas concentragdes de neurbnios que

expressam o transportador de serotonina (De Souza e Kuyatt, 1987).

O transportador de serotonina (SERT) é uma glicoproteina que faz parte do grupo
de transportadores de neurotransmissores sodio-dependentes. Possui o papel de
recaptacédo de serotonina, devido a sua depuragédo no meio extracelular, e a alteragao da
sensibilidade desta monoamina no sistema nervoso e em outras areas que a recebem
como intestino, plaquetas e linfomondcitos (Veniaminova et Al., 2020). O SERT é um
transportador de neurotransmissores de forma sddio-dependente, possui a fungao de
regular a liberacdo serotoninérgica no sistema nervoso central ao recapta-la do meio
extracelular e devolvé-la ao meio intracelular, para realizar o seu metabolismo, bem
como sua fungdo homeostatica (Ni; Watts, 2006). O transportador de serotonina
transporta a 5-HT através de membranas bioldgicas e sofre mudangas de conformagao
em sua estrutura, movendo uma ou mais moléculas a cada ciclo (Sghendo; Mifsud,
2012).

O SERT possui em sua estrutura proteica 12 hélices transmembranas, sendo 1
alca extracelular entre as hélices transmembranas 3 e 4. Além disso, o seu terminal

polipeptidico é localizado dentro do citoplasma celular com 6 locais de fosforilagdo
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putativa. As suas hélices de 1 a 3 e de 8 a 12 sdo as que possuem melhor afinidade
seletiva com a serotonina (Sghendo; Mifsud, 2012). Ainda podemos destacar a estrutura
molecular do SERT, que possui 630 aminoacidos com alto grau de identificagdo de
sequéncia proteica. Em adicdo, este transportador possui estrutura comum de 12
dominios transmembrana, assim como demais transportadores do tipo sédio ou
cloro-dependentes (Lau; Schloss, 2012). Esta localizado ainda nos terminais dos
neurénios de serotonina (Meneses et Al., 2011) e também possui expressao densa no
hipocampo, cortex, nucleos da rafe, além de ganglios de base e nucleos amigdaloides.
Alguns estudos da area de imunohistoquimica com anticorpos também localizaram o
transportador de serotonina no nucleo da rafe e botdes sinapticos cerebrais. Outros
estudos ainda demonstraram sua localizagdo em axbénios e compartimentos

intracelulares (Lau; Schloss, 2012).

Além disso, o SERT possui a importante fungado de realizar a translocagao de
5-HT da sinapse e area circulante mediante co-transporte de um ion Na+ e um Cl-, e
exportar um ion K+, completando seu ciclo de atividade serotoninérgica (Chan et Al.,
2022). Assim, acumula 5-HT nas terminagcdes nervosas e encerra a sua agao
extracelular e fornece serotonina citoplasmatica para as vesiculas sinapticas cerebrais,
reabastecendo-as. Em experimentos em temperatura ambiente, o transportador carreia
de duas a trés moléculas de 5-HT por segundo, completando seu ciclo em cerca de meio
segundo (Rudnik; Sandtner, 2019). A agdo serotoninérgica visa suprir fungdes
metabdlicas importantes e é regulada com sua recaptagdo da fenda sinaptica que é
realizada pelo SERT, logo apds sua liberagao. Este processo é crucial a sua efetividade
pois ditara o tempo da duracéo, extensao e dominio do espac¢o onde o receptor se ativa.
Para isso, a recaptacdo favorece maior passagem de sinais, restricdo especifica do
efeito do neurotransmissor e reciclagem de parte da substancia quimica (Sghendo;
Mifsud, 2011).

O transportador de serotonina € encontrado em periodos iniciais da vida fetal, em
roedores e humanos, e em embrides com apenas quatro células (Romero-Reyes et Al.,
2021). Na gestacdo e lactagdo, as condicdes do surgimento de serotonina e seu
transportador (SERT) sdo importantes para a morfologia e funcionalidade do sistema
nervoso central, bem como para o padrdo de atividade serotoninérgica. No encéfalo
humano, neurbnios que expressam o neurotransmissor 5-HT s&o evidenciados na 52

semana de gestacao, e na 152 semana gestacional é possivel ver sua conformagao no
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nucleo da rafe, aumentando até os 2 anos e com pico maior aos 5 anos de idade. Os
neurdnios de SERT sao evidenciados em estudos com roedores ao 11° e 12° dia da

embriogénese, seguindo até a vida adulta em neurdnios de 5-HT (Pinheiro, 2017).

Devido a importancia crucial do SERT no transporte e biodisponibilidade da
serotonina para suas fungdes sistémicas, alteragdes em sua concentragao devido aos
efeitos de dietas hiperlipidicas e caldricas refletem importantes mudancgas que inclinam a
perpetuacado da obesidade. Um estudo em roedores mostra que a falta de expresséao de
SERT pode justificar aumento da adiposidade branca; diminuigao na tolerancia a glicose
e esteatose hepatica; aumento de IMC e desenvolvimento de diabetes tipo 2,
especialmente pelo fato que a 5-HT esta relacionada nos processos de produgao e
secrecao insulinica (Hoch e colaboradores, 2023; Yabut et Al.,, 2019). Camundongos
deficientes em SERT desenvolveram fenodtipo obeso e aumento da adiposidade.
Modelos humanos também demonstram relagcdo entre a obesidade com delecao de
SERT, com polimorfismo de expressao reduzida deste transportador (Zha et Al., 2017).
O fendtipo obeso de animais é revertido diante da regulacéo positiva do SERT. Ou seja,
a maior expressao de SERT se correlaciona com menores niveis extracelulares de 5-HT,
que consequentemente foram melhor aproveitados para suas fungdes metabdlicas e

homeostaticas com a sua recaptacéo (Pinheiro et al., 2017).

A expressao diminuida do SERT esta associada a obesidade e resisténcia a
insulina devido a alteragbes nos sinais de saciedade e desregulacdo metabdlica,
mediante a alteragdo da atividade serotoninérgica (Chen et al., 2012). Segundo estudos,
individuos com obesidade e sindrome metabdlica possuem menores niveis de SERT
nas membranas plaquetarias cerebral e periféricas (Veniaminova et al., 2020). Estudos
com primatas ndo humanos expostos indiretamente a DHH materna apontam um
aumento da expressdo génica da enzima limitante da serotonina, a TPH2 e
auto-receptores 5-HT1A no nucleo rostral da rafe, sugerindo perturbagédo do sistema
serotoninérgico (Sullivan et al., 2010). Diante destes achados, observamos a correlagao

entre obesidade e niveis de SERT diminuidos.

3. HIPOTESE
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A utilizacdo de Dieta Cafeteria materna durante a lactacdo aumenta o peso
corporal e diminui a expressdo neuronal de transportador de serotonina (SERT) em

nucleos do hipotalamo e do tronco encefalico em prole de animais jovens.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar peso corporal da prole de ratos Wistar e posteriormente a expressao
neuronal de transportador de serotonina em nucleos do hipotalamo e do tronco

encefalico de prole jovem submetida a dieta cafeteria durante a lactagéao.

4.2 Objetivos especificos
Avaliar em prole jovem de ratos Wistar submetida a dieta cafeteria durante a lactagao:

- Peso corporal dos filhotes na lactagao (do 1° ao 21° dia de vida), e nos dias 25 e
30 de vida.

- Imunorreatividade do transportador serotoninérgico (SERT) com medidas de
perimetro e area, no nucleo Arqueado e seus subnucleos dorsal, medial e lateral;
nucleo Dorsal da Rafe e seus subnucleos dorsomedial, ventromedial e

dorsolateral; e nucleo Mediano da Rafe nos filhotes com 31 dias de vida.

5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Animais Experimentais

Vinte Ratos Wistar foram mantidos sob condi¢cdes padrao de biotério, ciclo de luz
de 12/12 horas, livre acesso a agua e alimentagao. O projeto foi submetido a Comissao
de Etica para Uso de Animais Experimentais (CEUA) da Universidade Federal de
Pernambuco. Os animais foram utilizados segundo a “Diretriz Brasileira para o Cuidado
e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos” (CONCEA, 2013). Este
estudo foi submetido a Comissao para Uso de Animais Experimentais (CEUA) —UFPE,
sob o numero 0083/2021.
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O acasalamento ocorreu na proporgao de duas fémeas para um macho (2:1) apos
a fémea atingir idade ideal, a qual € cerca de 8 a 10 semanas, e peso minimo para o
acasalamento, de 200 a 250g. Logo apds acasalar, as fémeas foram alocadas em
gaiolas individuais e submetidas a sexagem 1 semana depois para confirmagao da
prenhez. A gestacao foi acompanhada por meio da medi¢do do ganho de peso corporal
da nutriz a cada semana. Ao nascimento dos filhotes, o peso destes foi realizado nos
dias 1° ao 21° pds-nascido, que compreende o periodo de lactagao, e nos dias 25° a 30°
pos-nascido. De acordo com Ostadalova e Babicky (2012), em ratos o periodo de
lactacdo atinge pico maior entre o 12° e 19° dia pds nascimento, devido a saida dos

filhotes da ninhada e abertura dos olhos, e 0 desmame ocorre a partir do 21° dia.

5.2 Grupos experimentais

No 1° dia pds-natal (1° DPN), ou 24 horas ap6s o nascimento da prole (DPN 0),
foi realizada a sexagem e cada ninhada foi formada por uma nutriz com oito filhotes
machos, estes ultimos com peso corporal entre 5 a 7g. Filhotes fémeas podem ser
utilizadas para completar ninhadas com menos de 8 machos. No 1° DPN, uma nutriz
com oito filhotes compds uma ninhada, e foram randomizados em dois grupos

experimentais de acordo com a manipulagao dietética (Figura 1).

Grupo Dieta Controle (C: n=10): as ratas nutrizes e os filhotes receberam dieta padréao
de biotério durante a lactagéo (Nuvilab CR-1; 295kcal/100g; 4,5% kcal/lipidios).

Grupo Dieta Cafeteria (CAF: n=10): as ratas nutrizes e os filhotes receberam dieta
Cafeteria durante a lactagdo (Nuvilab CR-1 + Alimentos com alto teor caldrico; 422
kcal/100g; 34,50% kcal/lipidios).

Figura 1: Grupos experimentais, linha do tempo da pesquisa e analises.
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Fonte: Prépria autora.

5.3 Manipulagao nutricional

A dieta padrao de biotério para roedores foi a Nuvilab® CR-1 (295kcal/100g) e foi
ofertada para todos os grupos, na gestacao e lactagao. A dieta cafeteria foi adicionada
apenas na lactagcdo e consiste em alimentos altamente palataveis e com alto teor
calérico acompanhada da dieta Nuvilab®. Do 1° ao 21° dia, foram randomizados e
entregues quatro alimentos em comedouros na gaiola. Para manter a variedade
semelhante a alimentagdo humana, quatro alimentos foram ofertados e eram trocados
periodicamente, para que os animais ndo recebessem os mesmos alimentos por mais
que dois dias consecutivos (Figura 2). Concomitantemente, também foram alternadas as
texturas (crocante e macio) e sabores (doce e salgado), segundo adaptagdo dos
modelos de dieta cafeteria propostos por George e cols. (2019) e Da Costa Estrela e
cols. (2015). No 22° DPN, os filhotes foram desmamados e separados de suas mées e
passaram a receber apenas dieta padrdo de biotério (Nuvilab®) até o final dos

experimentos.



Figura 2: Lista de alimentos com alto teor caldrico da dieta cafeteria.

LISTA DE ALIMENTOS POR SABOR
Alimentos Salgados

1 Salgadinho Batata Scruch

2 Salamitos

3 Salgadinho Cheetos Requeijao

4 Salsicha mista

5 Salgadinho Crocantissimo

6 P&o Bisnaguito

7 Salgadinho Fandangos Presunto

8 Mortadela

9 Biscoito de Povilho Salgado

10 Pipoca Salgada

Textura
Crocante
Macio
Crocante
Macio
Crocante
Macio
Crocante
Macio
Crocante

Crocante/Macio

19 Doce de amendoim (Doce Rio)
20 Jujuba (Gomets)

21 Biscoito Teens bauny

22 Chocolate Bombom prestigio

23 Pipoca doce

24 Doce de amendoim (Pé de moga)

25 Beijo de Leite (Substituto Pingo de Leite)

11 Salgadinho Lanchinho Mineiro Bacon Crocante
12 Salamitos Sabor Pepperénico Macio
Alimentos Doces Textura
13 Cookies chocolate Crocante
14 Doce de coco (Beijo de moga) Macio
15 Biscoito Recreacho Morango Crocante
16 Doce de leite (Pingo de leite) Macio
17 Amendoim Doce Praliné Crocante
18 Pé&o de mel chocolate ao leite Macio

Crocante/Macio
Macio
Crocante/Macio
Macio
Crocante/ Macio
Crocante/Macio
Macio

Fonte: Propria autora.

Tabela 1: Composic¢ao nutricional dos alimentos ultraprocessados da dieta cafeteria.

Alimentos Porcao Kcal/ Carb Prote Gordura Soédi Kcall
Ultraprocessados (9) Porca oidra inas s totais o 1009
o tos  (g) (9) (mg)
(9)

Amendoim Doce Praliné 15,0 75,0 8,0 2,0 3,6 0,0 500,0
Biscoito Cookies de 40,0 195,0 24,0 2,7 8,9 106, 487,5
chocolate 0
Biscoito de Povilho Salgado 30,0 136,0 23,0 0,0 4.7 288, 453,3

0
Biscoito recheado morango 37,0 175,0 26,0 2,1 7,0 70,0 4730
Biscoito Teens Bauny 30,0 134,0 20,0 2,4 4.8 87,0 446,7
Chocolate Bombom 19,0 86,0 12,0 0,0 3,8 10,0 452,6

prestigio

36



Doce de amendoim

(Molecéao)

Doce de amendoim (Pé de

moca)

Doce de leite (Pingo de
leite)

Doce de coco (Beijo de
moca)

Jujuba

Pao Bisnaguito

Pao de mel chocolate ao
leite
Pipoca doce

Pipoca salgada

Salamitos

Salamitos Sabor

Peperénico

Salsicha Mista

Salgadinho Batata Scrusch

Salgadinho Cheetos
requeijao

Salgadinho Crocantissimo

Salgadinho Fandangos
Presunto

Salgadinho Torraditos
Bacon

Mortadela Sabor Frango

Fonte: Propria autora.
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1,4

2,0

0,0

1,0

0,0
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1,2
1,5
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6,2

1,5

1,2

2,3

1,4

1,4

4,8

2,7

6,0

1.1

3,0

0,0
2,8

2,5

0,2
7,0

8,5

8,5

9,9

10,0

53

2,9

54

7,4

9,6

34,0

19,0

0,0
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10,0
172,

56,0

0,0
174,

543,

543,

625,

125,

102,

136,
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210,

540,

427,8
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380,0
520,0

338,9
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592,0

495,7
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5.4 Analises experimentais:

5.4.1 Peso Corporal da prole

O peso dos filhotes foi avaliado do 1° ao 21° dia de lactagao, e nas idades de 25

e 30 dias de vida. Foi utilizada balanga semi-analitica (BEL Engineering®).

5.4.2 Densidade neuronal do transportador de serotonina (SERT):

Aos 31 dias de vida foi realizada a anestesia nos animais randomizados, com
ketamina (60mg/kg de peso corporal) e xilasina (7,5 mg/kg de peso corporal), para ser
realizado o eutanasia dos animais. Seguindo as fases deste procedimento, inicia-se
assim a perfusdo com solugdo salina (Nacl, 0,9%) e solugcéo fixadora (4% de
paraformoldeido, pH 7,4, em 4°C). Apds, os encéfalos fixados foram retirados do cranio
do animal manualmente, e imersos em solu¢do fixadora com sacarose (20%) por 4
horas. Em seguida, foram armazenados em solugéo crioprotetora com tampao
fosfato-salino (PBS) e sacarose a 20% por 24h. Os encéfalos foram criosseccionados
em cortes coronais de 40um de espessura para analise histoquimica, utilizando-se o

aparelho criostato (Leica-3185).
5.4.2.1 Analise histoquimica da densidade neuronal do transportador de serotonina:

Séries de cortes criosseccionados foram coletadas, para cada animal, em placas
de cultura de acrilico (6 pogos) sob solugdo anti-freezing e armazenadas a -20°C. Uma
série de cortes foi submetida a reagbes de imunohistoquimica contra o anti-SERT em
laboratorio especializado, seguindo os seguintes passos: o0s cortes coronais foram
submetidos a lavagens em PBS (0,1M). Seguido da incubagdo com Peréxido de
Hidrogénio a 30%. Em sequéncia, foram incubados em PBS e soro normal de cabra
(NGS 5%) para bloqueio de sitios inespecificos. Apds, incubados em solugdo com
anticorpo primario anti-SERT (AB9726, feito em coelho, Chemicon), e em solugdo com
anticorpo secundario (1:200, B8895, feito em cabra contra coelho, Sigma). Em seguida,
incubados com o Complexo Avidina Biotina Peroxidase 1% (ABC Kit, Vector
Laboratories). Para a revelagdo, foram incubados em solugédo de revelagcdo com

3,3-diaminobenzidina — DAB. Apds esta reacgao, foi acrescentada a solugao contendo a
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enzima Glucose Oxidase até que os cortes apresentem coloragao acinzentada. Assim,

os cortes foram lavados em acetato de sddio (0,1M) e PBS e reservados.
5.4.2.2 Preparagédo das laminas:

Os cortes foram montados em laminas previamente gelatinizadas, passaram por
processos de desidratacdo, onde foram imersos em uma sequéncia crescente de
concentragcbes de alcoois, a partir de 50%, e diafanizados em xilol. Apds estas etapas,

as laminas foram recobertas com Entellan e laminula (Figura 3).

Figura 3: Preparacao das laminas. A) Distribuicdo dos cortes histoloégicos em laminas.

B) Sequéncia de banhos nas laminas com alcool em diferentes concentragées de xilol.

5.4.2.3 Contagem de neurénios SERT:

O Atlas Estereotaxico de Rato foi utilizado para identificacdo e delimitacdo das
areas cerebrais (Paxinos e Watson, 2007) em comparagao com os cortes encefalicos e
integros, apresentados na lamina devidamente limpa de residuos e sujidades,
realizando-a de forma manual. Foram utilizados na contagem o nucleo arqueado do
hipotalamo, e seus subnucleos arqueado lateral, dorsal, medial e medial-posterior; o
nucleo dorsal da rafe, e seus subnucleos dorsal, ventral e lateral; e o nucleo mediano da
rafe. Foi selecionado 1 bregma a ser contado para cada um dos 4 animais que
compdem o grupo randomizado. Cada bregma foi fotografado manualmente em zoom de

40x, em microscopio 6ptica de campo claro (Zeiss®).
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Posteriormente, no software de edicdo de imagens GIMP (GNU Image

Manipulation Program) (Gimp, 1995), foi realizada a colagem das fotos, minuciosamente

registradas, visando compor uma foto total do bregma de tamanho e qualidade superior

para a contagem. A contagem de neurdnios foi realizada manualmente no programa de

processamento de imagens em Java, Imaged (Imaged, 1997). Foram verificadas e

contadas as células com marcacido evidente para o transportador de serotonina nas

areas encefalicas de interesse no hipotalamo e tronco encefalico (Tabela 1).

Tabela 2: Bregmas dos nucleos hipotalamicos e do tronco encefalico.

Nucleos e Subnucleos Sigla Intervalo de Bregmas
Hipotalamicos

Nucleo arqueado do Hipotalamo Arc -1.72mm ao -3.36mm
Nucleo hipotalamico arqueado ArcD -1.92mm ao -3.36mm
dorsal

Nucleo hipotalamico arqueado ArcL -1.92mm ao -3.36mm
lateral

Nucleo hipotalamico arqueado ArcM -1.92mm ao -3.36mm
medial

Nucleo hipotalamico arqueado ArcMP -3.48mm ao -4.36mm
medial-posterior

Nicleos e Subnucleos do Sigla Bregmas
Tronco Encefalico

Nucleo Dorsal da Rafe DR -6.84mm ao -9.36mm
Nucleo dorsal da rafe, dorsal DRD -7.08mm ao -8.40mm
Nucleo dorsal da rafe, ventral DRV -7.20mm ao -8.40mm
Nucleo dorsal da rafe, lateral DRL -7.20mm ao -8.04mm
Nucleo Mediano da Rafe MnR -7.20mm ao -8.76mm

Fonte: Paxinos e Watson, 2007. Demonstracao das areas que foram utilizadas para

contagem de neurbnios no nucleo arqueado do hipotdlamo em diferentes bregmas

(Figura 5), do nucleo dorsal da rafe (Figura 6) e do nucleo mediano da rafe (Figura 7).
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Figura 4: A. Representagdo esquematica do Atlas de Cérebro de Rato (Bregma -2.28).
B. Identificacdo de nucleos celulares de neurdnios SERT-IR no Nucleo Arqueado do

Hipotalamo utilizando o programa Image J (Bregma -2.28).

Figura 5: A. Representacdo esquematica do Atlas de Cérebro de Rato (Bregma -7.80).
B. Identificacdo do Nucleo Dorsal da Rafe com nucleos celulares de neurénios SERT-IR

utilizando o microscopio Primo Star (Bregma -7.80).
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Figura 6: A. Representagdo esquematica do Atlas de Cérebro de Rato (Bregma -7.68).
B. Identificacdo de nucleos celulares de neurdnios SERT-IR no Nucleo Mediano da Rafe

utilizando o programa Image J (Bregma -7.68).

5.5 Analises Estatisticas

Os dados coletados foram armazenados em planilhas no software Excel®. A
normalidade foi testada através do teste de Shapiro Wilk. Para dados paramétricos, foi
utilizada a Analise de Variancia de Duas Vias (ANOVA Two Way) para comparagao dos
diferentes grupos, na analise do peso corporal, seguido do Teste de Bonferroni para
identificar os grupos significativamente diferentes. E teste T de Student para contagem
de neurbénios SERT. O nivel de significAncia estatistica foi estabelecido com o valor de
p<0,05. As anadlises foram realizadas no programa GraphPad Prism ® (Graph Pad
Software, Inc, 2019).

6. RESULTADOS
6.1 Peso corporal dos filhotes

O ANOVA two way apresentou interacdo significativa entre os dois grupos
experimentais em relagdo ao ganho de peso corporal [F (5, 90)=3,586; p=0,0053].

Também apresentou significancia em relacdo a idade dos animais [F (1,827,
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32,89)=1062; p<0,0001] e a dieta consumida no periodo de lactagao [F (1, 18)= 7,666 ;
p=0,0127].

Os animais do grupo que receberam dieta cafeteria durante a lactagdo
apresentaram maior peso corporal nos dias 14 e 21 de vida (14° dia, C: 27,2914,00;
n=10 vs CAF: 34,51+£3,15; n=10, p<0,0020; 212 dia, C: 43,631£3,67; n=10 vs CAF:
52,55+4,63; n=10, p<0,0010). Nao foram observadas diferencas do peso corporal aos 25
e 30 dias de vida (Figura 6).
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Figura 7: Peso corporal da prole. Comparagao entre os Grupos Dieta Controle (C, n=10)
e Dieta Cafeteria (CAF, n=10). Teste ANOVA two way medidas repetidas seguido do
pos-teste de Bonferroni. Dados expressos em média = desvio padrdo. Nivel de

significancia p<0,05.

6.2 Quantidade de neurénios SERT-IR no Nucleo Arqueado do Hipotalamo

A quantidade total de neurbénios que expressam o transportador de serotonina no
Nucleo Arqueado do Hipotalamo (Arc) néo foi diferente na comparagéo entre os grupos
experimentais Dieta Controle e Dieta Cafeteria aos 31 dias de vida (C: mediana 345 +
1Q 289-394; n=4 versus CAF: mediana 324 % |1Q 164,6-401,6; n=4, p<0,29). Em relagao
aos subnucleos arqueado dorsal (ArcD), arqueado medial (ArcM), arqueado medial
posterior (ArcMP) nao foram diferentes na comparagao entre os grupos. O subnucleo

arqueado lateral (ArcL) apresentou reducdo na imunorreatividade do SERT no grupo
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cafeteria, aos 31 dias de vida (C: mediana 49,50 * IIQ 48,50-54,50; n=3 versus CAF:
mediana 43,50 + Q 42,50-46,00; n=3; p<0,05.
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Figura 8: Nucleo Arqueado do Hipotalamo (objetiva 4x, objetivas de 40x, bregmas -3.84
e -3.24mm, respectivamente). Representacdo grafica da andlise quantitativa de
neurénios SERT-IR no Nucleo Arqueado Hipotalamico em ratos wistar aos 31 dias de
vida, submetidos a dieta controle ou dieta cafeteria na lactagao. Grupo Controle (C, Arc
n=4; ArcD n=4; ArcL n=3; ArcM n=3; ArcMP n=4) e grupo Cafeteria (CAF, Arc n=4; ArcD
n=; ArcL n=3; ArcM n=3; ArcMP n=3). Utilizado o teste T de Student, com dados
expressos em mediana % intervalo interquartil (Percentil 25 - Percentil 75). Nivel de

significancia p<0,05.

6.3 Quantidade de neurénios SERT-IR no Nicleo Dorsal da Rafe

A quantidade total de neurdnios que expressam o transportador de serotonina no
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Nucleo Dorsal da Rafe do Tronco Encefalico (DR) e nas porgbes dorsal (DRD) e ventral
(DRV) nado apresentaram diferencas significativas entre os grupos experimentais aos 31
dias de vida vida (C: mediana 114 £ 11Q 101,5-137; n=3 versus CAF: mediana 90,5 = 1IQ
97,5-121,8; n=4, p<0,25). A parte lateral do nucleo dorsal da rafe (DRL) expressou uma

reducdo dos neurbnios SERT-ir no grupo cafeteria (C: mediana 42,00 =

[1Q 38,13 - 48,13; n=4 versus CAF: mediana 28,25 * 11Q 21,63 - 36,38; n=4; p<0,028).
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Figura 9: Nucleo Dorsal da Rafe (objetiva 40x, bregmas -7.68mm e -8.04mm).
Representagéao grafica da analise quantitativa de neurénios SERT-IR nos subnucleos
dorsal da rafe do tronco encefalico em prole jovem, submetida a Dieta Controle ou Dieta
Cafeteria durante a lactagao. Grupo Controle (C: DR n=4 ; DRD n=4; DRV n=4; DRL
n=4) e Dieta Cafeteria (CAF: DR n=4; DRD n=4; DRV n=4; DRL n=4). Foi utilizado o
teste T de Student, com dados expressos em mediana * intervalo interquartil (Percentil

25 - Percentil 75). Nivel de significancia p<0,05.

6.4. Quantidade de neuronios SERT-IR no Nucleo Mediano da Rafe

A quantidade total de neurbénios que expressam o transportador de serotonina no
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Nucleo Mediano da Rafe do Tronco Encefdlico (MnR) apresentou diferencas
significativas entre os dois grupos experimentais aos 31 dias de vida, sendo maior no
grupo que consumiu dieta cafeteria na lactagéo (C: 90; 1IQ 68-110,9; n=4 versus CAF:
132; 11Q 123,5-137,5; n=3, p<0,02).
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Figura 10: Nucleo Mediano da Rafe (objetiva 40x, bregmas 7.62-mm e -7.56).
Representagéo grafica da analise quantitativa de neurénios SERT-IR no nucleo mediano
da rafe do tronco encefalico em prole jovem, submetida a Dieta Controle ou Dieta
Cafeteria durante a lactagdo. Grupo Controle (C, n=4) e Dieta Cafeteria (CAF, n=3). Foi
utilizado o teste T de Student, com dados expressos em mediana * intervalo interquartil

(Percentil 25 - Percentil 75). Nivel de significancia p<0,05.

7. DISCUSSAO
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Neste estudo, foram analisados o peso corporal e a quantidade de neurdnios que
expressam o SERT em prole de animais cujas nutrizes consumiram dieta cafeteria
durante a lactagdo. O periodo de tempo de vida dos ratos utilizado neste trabalho
corresponde tanto a imaturidade alimentar, ao 10° dia de vida, assim como o0 momento
de independéncia alimentar da prole, a partir dos 18° dia de vida (Cavalcante, 2016). A
comparacgao foi realizada entre grupos que receberam dieta controle e dieta cafeteria,
devido a relevancia encontrada em artigos cientificos acerca desta correlagéo para a
saude e sua relagdo com a quantidade de transportador de serotonina.

Os resultados deste estudo evidenciaram que a prole do grupo que recebeu dieta
cafeteria na lactagao apresentou maior peso corporal no 14° e 21° dias pds natal (DPN).
No entanto, ndo foi observada uma diferenga entre os pesos corporais no 25° e 30°
DPN. Corroborando com o presente estudo, a ingestdo de dieta CAF pds-natal pelas
nutrizes levou ao aumento de peso corporal e tal aumento foi, inclusive, superior ao
gerado pela dieta DHH na prole (Lalanza; Snoeren, 2021). Outro estudo também
demonstrou aumento de peso corporal em filhotes de roedores alimentados com dieta
rica em calorias e gorduras do tipo cafeteria na fase da lactacdo. Nesse estudo, ainda
houve reducdo ponderal do peso e aumento da adiposidade nos machos da prole adulta
(Tajaddini et al., 2022).

Entretanto, ha também relatos de redugao de peso corporal em prole em animais
submetidos a dieta cafeteria materna (Sanchez-Blanco et Al., 2015). Neste caso,
postula-se que a redugao ponderal do peso corporal estaria associada a menor ingestao
proteica materna, apesar do alto valor energético total ingerido (Sanchez-Blanco et Al.,
2015). Além de promover uma superavit energético ao metabolismo gerando ganho de
peso notavel (George et Al, 2019), a oferta ad libitum por 30 dias de dieta cafeteria,
assim como protocolo deste trabalho, promoveu maior ingestdo alimentar desde o
primeiro dia de oferta (Guedine, 2018). Adicionalmente, a exposi¢cdo da prole de ratos
jovens a dieta cafeteria por curto periodo na lactagao foi suficiente para aumentar riscos
de desordens na homeostase metabdlica (Pomar et. Al., 2019). Isso pode ser explicado
porque em um ambiente onde principalmente a nutriz ingere dieta cafeteria, o leite
materno possui mais calorias provenientes de gordura e triglicerideos em comparagéao
ao grupo controle, levando ao maior ganho de peso da prole (Pomar et al., 2017).

Em relacdo aos resultados da quantidade total de neurénios SERT no nucleo
dorsal da rafe e nas porgdes dorsal e ventral ndo houve diferenca aos 31 dias de vida.

No entanto, na mesma idade, houve reducgao significativa da imunorreatividade de SERT
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na porcao lateral do nucleo dorsal da rafe (DRL) nos filhotes do grupo cafeteria. Estes
resultados se tornam alvo de investigagao visto que pesquisas cientificas experimentais
como a de Khozai (2016) revelam que a expressao de SERT pds-natal no nucleo dorsal
da rafe de ratos Wistar, incluindo seu subnucleo DRL, aumentou desde o 5° DPN,
chegando a uma expresséo neuronal de cerca de 80% ao 20° DPN, caracterizando uma
eficiente recaptacdo de serotonina extracelular e sinaptica. O nucleo dorsal da rafe
contém o maior conjunto de neurdnios serotoninérgicos os quais possuem o papel de
regulacdo da alimentacao (Schneeberger et Al., 2022), no metabolismo da glicose e no
apetite. Em subnucleos da DRN os neurbnios serotoninérgicos se diferenciam em
morfologia, eletrofisiologia, projegdes e fungdes (Xiao et Al., 2021), o que pode explicar
diferencgas nos niveis de quantificacdo nos subnucleos estudados.

O nucleo mediano da rafe (MnR) € um importante alvo serotoninérgico envolvido
com suas fungdes relacionadas ao organismo. Possui agrupamentos serotoninérgicos
B5 e B6 e compbe o sistema serotoninérgico dorsal, além de 15% de seus neurbnios
serem GABAérgicos, os quais coexistem com 5-HT comumente (Pezzato, 2014). Além
disso, é ponto de partida de vias ascendentes de serotonina para areas limbicas
cerebrais, que controlam comportamentos emocionais e impulsivos (Pezzato, 2014).
Neste estudo houve diferencas significativas da imunorreatividade de SERT no MnR de
prole de ratos aos 31 dias de vida, sendo esta

Pesquisas mostram que, em condi¢des normais, a fome impulsiona a busca por
alimentos caléricos que supram a demanda energética e este processo é finalizado com
a sensagao de saciedade ao adquirir energia suficiente para as necessidades
fisiologicas. Esta situagdo de fome e saciedade s&do mediadas por horménios através da
dieta e sinais do sistema central e periférico (Cambraia, 2004). No caso da ingestéo de
dieta CAF hipercaldrica e hiperlipidica, reflete assim ndo apenas nos sinais de fome e
saciedade, mas imunorreatividade do sistema serotoninérgico, o qual também atua
regulando estes sinais (Bhave; Nectow, 2021). Isso sugere que um estimulo funcional
prejudicado neste subnucleo gera riscos para ocorréncia de alteracbes metabdlicas
como a obesidade. Esta atividade € regulada por circuitos neurais hipotalamicos que
possuem neurénios que expressam SERT. Entretanto, o papel do tronco cerebral €, em

especial, do nucleo dorsal da rafe vem sendo demonstrado por conta de conexao
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reciproca com nucleos hipotalamicos de controle alimentar como ArcL (Nectow et Al.,
2017).

O presente estudo experimental obteve como resultado de imunorreatividade
SERT no nucleo arqueado do hipotalamo e seus subnucleos que ndao houve diferenca
significativa na quantidade total de SERT no Arc, assim como nos subnucleos dorsal,
medial e medial posterior. Entretanto, o subnucleo lateral (ArcL) apresentou redugéo na
SERT-IR no grupo cafeteria, aos 31 dias de vida. A area hipotalamica lateral recebe
projecdes do Arc e é relacionada com o gasto energético e regulacéo do apetite, tanto
que pesquisas em camundongos knockout para o horménio concentrador de melanina,
um neuropeptideo orexigeno encontrado no ArclL, houve resisténcia a obesidade e
aumento de gasto energético (Simpson; Martin; Bloom, 2009).

Os resultados dessa pesquisa se correlacionam com achados cientificos
relacionando a SERT-IR com utilizagdo de dietas ricas em gordura e agucares. Em
humanos, um estudo com 25 individuos magros do sexo masculino que receberam DHH
por 6 semanas mostrou diminuicdo em 30% da ligagdo ao SERT da regiao hipotalamica
(Koopman et Al., 2013). Um estudo post-mortem com 23 individuos idosos também
mostrou que a imunorreatividade SERT era menor no nucleo infundibular, o equivalente
ao Arc, nos individuos com peso elevado e obesidade em relagdo ao grupo com peso
adequado (Borgers et Al,, 2014), demonstrando assim a relevancia deste estudo diante
da semelhanca anatbmica e fisiolégica cerebral entre roedores experimentais e
humanos em situacbes adversas como a reducdo da imunorreatividade de SERT
mediante dieta inadequada.

A leptina, horménio chave na promogao de saciedade e regulagdo do consumo
alimentar, € dependente de 5-HT para exercer sua funcdo, tanto que a deplecao
serotoninérgica € associada com a reducdo de leptina e consequente aumento de
ingestdo (Kassab, 2022). Este fator humoral afeta o balan¢o energético via SNC na
propor¢gao de adiposidade corporal e age primariamente no Arc (Hermsdoff; Vieira;
Monteiro, 2006). Estudos experimentais com camundongos obesos revelam que seu
organismo possui auséncia de leptina, afetando assim a funcionalidade dos neurdnios
NPY/ArgRP e ocasionando maior sinalizagdo de fome, além da resisténcia a insulina,
que interfere na sinalizacdo de sinais de fome e saciedade adequados (Morton et Al,
2006). Outros estudos mostraram que a DHH reduziu os niveis de 5-HT no hipotalamo
de ratos Wistar (Haleem e Mahmood, 2019).
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E importante destacar que niveis de 5-HT e seu transportador (SERT) alterados
em nutrizes as quais sofreram consequéncias metabdlicas pela dieta cafeteria podem
ser repassados a prole em periodos criticos como a lactagdao, e também induzirem
secundariamente a alteragdes metabdlicas como a obesidade. A 5-HT é sintetizada no
epitélio e glandulas mamarias, e tem o papel de gerar um feedback ao SNC para
controle de liberacdo do leite materno, sendo incorporada pelo SERT (Chiba; Maeda;
Kudo, 2018), o qual se localiza no epitélio e células estromais mamarias da nutriz
(Marshall; Hernandez; Cavaleiro, 2013). Em ratos, o periodo de lactagdo atinge pico
maior entre 0 12° e 19° dia pds nascimento, devido a saida dos filhotes da ninhada e
abertura dos olhos, e o desmame ocorre a partir do 21° dia (Ostadalova e Babicky,
2012), o que se correlaciona com o0 momento onde os roedores passam a ingerir maior
volume de leite e até mesmo a comida do comedouro como a dieta CAF, gerando
maiores efeitos a SERT-IR em relagdo aos animais com dieta equilibrada
nutricionalmente.

Embora ainda haja necessidade de esclarecimentos, como na interagcdo entre
SERT, 5-HT e transmissdo do sinal serotoninérgico, mais questionamentos podem ser
formulados para o futuro, visto que este tema denota importancia diante de eventos da
saude publica, tais quais o crescimento da obesidade e o uso de alimentos

industrializados e de inferior qualidade nutricional.

8. CONCLUSAO

O consumo materno de dieta cafeteria durante a lactagédo promoveu o ganho de
peso na prole nesta fase, havendo significancia entre idade da prole e a dieta ingerida.
Além disso, no que se refere a imunorreatividade do transportador de serotonina, os
nucleos dorsal da rafe e arqueado do hipotalamo n&o apresentaram diferencas
significativas entre os grupos controle e cafeteria aos 31 dias de vida, assim como os
seus respectivos subnucleos. Entretanto, o mediano da rafe apresentou aumento na
quantidade de neurdnios SERT-IR, a porcéo lateral do nucleo dorsal da rafe e nucleo
arqueado hipotalamico apresentaram redugao notavel no numero de neurbnios
imunorreativos ao SERT no grupo que ingeriu dieta cafeteria.

Estes achados revelam que os efeitos da dieta cafeteria em periodos criticos de

desenvolvimento s&o visiveis e comprovaveis diante da redugdo quantitativa de SERT e
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isso se reflete no metabolismo ponderal, assim como no ganho de peso da prole durante
a amamentagdo. Destacando assim que a alimentacdo inadequada € uma grande
questao social e de saude publica por promover nao apenas a obesidade, mas afetar
outros sistemas corporais essenciais para a manutencdo da saude enquanto € tao
presente no modo de vida ocidentalizado, e 0 quao cedo esses padrdes de saude
podem se instaurar em um organismo devido a sua influéncia durante periodos de
amamentacao.

Mais estudos sdo interessantes e necessarios para se compreender cada vez
mais o papel e a interagdo de nucleos cerebrais relacionados ao metabolismo e sistema
serotoninérgico, podendo levantar informagdes pertinentes a prevengao da obesidade e
de problemas de saude neuroldgicos relacionados a diminuicdo de SERT, por exemplo,
assim como de padrbes inadequados de saude desenvolvidos durante uma janela de
alto desenvolvimento orgéanico. O presente estudo cumpriu o exigido para demonstrar
resultados de contagem de SERT e avaliagdo do ganho ponderal e constitui-se de um
exemplo metodologico e reprodutivel para novas pesquisas e resultados pertinentes ao

tema.
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10. ANEXOS

10.1 Comprovante de aprovacéo do projeto de pesquisa no Comité de ética no Uso de
Animais (CEUA/UFPE).


https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight
https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight
https://doi.org/10.1038/s41598-017-01291-5

U niversadade Federal de Pernnmbuco
{emire de Hiseel Sncias

Ay Prof Meteon Cheees win
58 70430 f Reciw - PE - Brasd
Foras . T125 EHLD
ol pe Er

Recife, 05 de abril de 2023
COrficio n™ 28723
Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Isabeli Lins Pinheiro

Cantra Académico di Vitdria
Processo n®00832021

Certificamos gue a proposta intitulada “indugao de obesidade materna com
dieta de cafeteria na lactagio: repercussdes da intervengio com ambiente
enriquecido precoce sobre a ingestdo alimentar, a densidade neuronal da
serotonina e do transportador de serotonina em ratos jovens".
Registrado com o n® 00B3/2021 sob a responsabllidade da Prof: Isabali Lins
Pinheiro Que emnvolve a producio, manutencdo ou ulilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins
de pesquiza centifica (ou ensing) - encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n® 11.794, de B de outubro de 2008, do Decreto n® 6.859, de 15 de julho de
2009, & com as normas editadas pelo CONSELHD MACIOMAL DE CONMTROLE
DE EXPERIMENTACAD ANIMAL {COMNCEA), e foi aprovada pela COMISSAD DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERMAMBUCO (UFPEL em reuniso de 280273023

Finalidade {) Ensino {x) Pesguisa Cientifica
Vigéncia da autorizacio 21122021 a M NM1212024
Espéciaflinhagemiraga Rato heterogénico

M® de animais 110 animais

Pesolldade 220 - 260 g /90 e 120 dias

Sexo Machos (80 e fémeas [20)

Origem: Biotério de Criagao Blotério/Coldnia de criacio do

Departamento de Nutricio/UFPE

Destino: Biotério de Exparimentacao Biotério de experimentacio animal do
Departamento de Anatomia da UFPE

Atenciosamente
g

: "L
Pral. Sabastido B, F. Silve
i Prazidente CELAIIFPE
SIAFPE 345601

62



