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RESUMO

Introducdo: A desnutricdo proteica perinatal interfere na maturacdo do areas
encefalicas, como hipotalamo e hipocampo, podendo ocasionar modificacdes tardias
nas funcbes como memoéria e comportamento alimentar em animais adultos.
Portanto, pode modificar os mecanismos de facilitacdo sinaptica realizado pelo
sistema serotoninérgico, com mediacdo do Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro
(BDNF) nessas areas. Objetivo: Objetivou-se investigar os efeitos a longo prazo da
desnutricdo hipoproteica sobre a plasticidade sinaptica, correlacionando a
estimulacdo do sistema serotoninérgico com o0s processos de memoria e 0
comportamento alimentar. Materiais e métodos: Ratos da linhagem Wistar foram
divididos em 2 grupos experimentais de acordo com a dieta fornecida as mées
durante gestacédo e lactacdo: controle (CTRL, caseina a 17% n= 24) e desnutridos
(DESN, caseina a 8%, n= 29). Apés o desmame, os filhotes provenientes de cada
grupo receberam dieta padrdo do biotério. Foi observado a evolugdo ponderal do 1°
ao 180° dias de vida. Avaliou-se a ingestdo alimentar e sequéncia comportamental
de saciedade no 30, 80 e 175 dias. Aos 158 dias de vida os grupos foram divididos
em subgrupos, segundo o tratamento farmacoldgico: administracdo de solugdo
salina (CTRL SAL e DESN SAL: 0,9% NaCl, s.c., n= 24) ou de fluoxetina, um Inibidor
Seletivo de Serotonina (ISRS) (CTRL FLU e DESN FLU, fluoxetina 10mg/Kg, s.c,
n=24). Avaliou-se a ansiedade aos 170 dias e no intervalo de 175 a 180, observou-
se o tempo de exploracdo de objetos para avaliar a memoéria de curta e longa
duracdo. Em seguida, os animais foram eutanasiados por decapitacdo, os tecidos
foram retirados e congelados a -80°C para andlise da expressdo génica do BDNF,
da monoaminoxidase MAO-a e o receptor 5HT1A. Resultados: Os animais
desnutridos apresentaram uma reducdo de peso que se manteve mesmo apds a
aplicacdo de fluoxetina na idade adulta. Houve diferenca no consumo alimentar,
observou-se hiperfagia nos animais desnutridos aos 30 e 80 dias, bem como
apresentaram retardo do aparecimento de saciedade. Porém, ap0s a aplicacdo de
fluoxetina, aos 175 dias ndo apresentaram hiperfagia, mas houve adiantamento de
saciedade. No teste de memdria de longa duracdo o grupo DESN FLU apresentou
uma facilitagdo nos processos de memoria de reconhecimento de objeto, explorando
mais objeto 0 novo. Sobre expressao génica do receptor serotoninérgico e fatores
neurotréficos houve elevacdo significativa de BDNF, da MAO-A e do receptor 5-
HT1A no grupo DESN FLU. Concluimos que o efeito da desnutricdo precoce
promoveu alteracfes tardias no perfil ponderal, da memdéria e do comportamento
alimentar. Entretanto, a plasticidade neural apresentou-se maior naqueles animais
adultos, submetidos a desnutricdo precoce, pois houve modificagcbes tanto
moleculares como comportamentais, refletindo sobre os processos de memdria de
longa duracéo e sobre o controle homeostatico do comportamento alimentar.

Palavras- Chave: Serotonina. Memoéria. Desnutricdo. Comportamento Alimentar.



ABSTRACT

Introduction: Perinatal protein malnutrition interferes with the maturation of the brain
areas such as the hypothalamus and hippocampus, which may cause late changes
in functions such as memory and feeding behavior in adult animals. Therefore, you
can modify synaptic mechanisms to facilitate serotonergic system realized, with
mediation of Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) in these areas. Objective:
The objective was to investigate the long-term effects of malnutrition on hypoproteic
synaptic plasticity, correlating stimulation of the serotonergic system with memory
processes and feeding behavior. Methods: Wistar rats were divided into two
experimental groups according to the diet provided to mothers during pregnancy and
lactation: control diet (CD, 17% casein n = 24) and malnourished, low protein (LP,
casein to 8%, n = 29). After weaning, the pups from each group received standard
diet biotery. The weight gain of the 1st to 180th days of life were observed. We
assessed food intake and satiety in the behavioral sequence of 30, 80 and 175 days.
On day 158 of life groups were divided into subgroups according to the
pharmacological treatment: administration of saline (SAL CD and SAL LP 0.9% NacCl,
sc, n = 24) or fluoxetine, a selective of serotonin selective reuptake inhibitor (FLU CD
and FLU LP, fluoxetine 10 mg / kg, sc, n = 24). He evaluated the anxiety at 170 days
and in the range 175-180, we observed the objects operating time to assess the
short and long term memory. Then the animals were sacrificed by decapitation,
tissues were removed and frozen at -80 for analysis of gene expression of BDNF,
monoamine oxidase-A (MAO-A) and 5HT1A receptor. Results: The malnourished
animals showed a weight reduction that remained even after application of fluoxetine
in adulthood. There were differences in food intake, overeating was observed in
animals malnourished at 30 and 80 days and showed a delayed onset of satiety.
However, after the application of fluoxetine to 175 days they did not show
hyperphagia, but there was satiety advance. Into long-term memory test FLU LP
group showed a facilitation in object recognition memory processes, exploring the
new object more. On gene expression of serotoninergic receptor and neurotrophic
factors BDNF was significantly elevated, MAO-A and 5-HT1A receptor in FLU LP
group. We conclude that early malnutrition effect promoted late changes in weight
profile, memory and feeding behavior. However, the neural plasticity was higher in
those adult animals submitted to early malnutrition, as there was both molecular and
behavioral changes, reflecting on the long-term memory processes and the
homeostatic control of feeding behavior

Key- words: Serotonin. Memory. Malnutrition. Feeding Behavior
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1 INTRODUCAO

O sistema nervoso central se desenvolve em um processo dinamico de
sintese de componentes celulares, neurogénese e gliogénese, migracdo e
diferenciacdo celular, aumento do volume das células e por ultimo, maturacdo
morfofuncional (Dobbing e Sands, 1985; Morgane, Mokler et al., 2002). Varios
fatores genéticos e nao genéticos podem interferir nesse processo e
consequentemente podem alterar as capacidades fisiolégicas do organismo
(Morgane, Mokler et al., 2002). Entre os ndo genéticos, exdgenos, a nutricdo é um
dos fatores principais que influéncia os eventos de desenvolvimento no cérebro

(Morgane, Austin-Lafrance et al., 1993).

Estudos mostram que déficit de nutrientes, especialmente de proteina,
durante o periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso induz alteracdes
morfologicas, bioquimicas e fisioldgicas do crescimento cerebral com impactos
durante toda vida (Morgane, Austin-Lafrance et al., 1993; Dauncey e Bicknell, 1999).
O mecanismo subjacente a esse processo parece estar associado aos efeitos
irreversiveis da desnutricdo no periodo critico do desenvolvimento, alterando o
padrdo de eventos celulares com conseqiéncias deletérias tanto na aquisicdo de
padrdes fisiolégicos maduros do organismo, quanto para a ocorréncia de eventos

metabdlicos (Lucas 1991).

As alteracfes no inicio da vida podem provocar ndo sO patologias na idade
adulta, como também, podem ser transmitidas de maneira transversal para a
geracdo seguinte (Barker 2007; Hernandez 2008; Vickers 2014). Fatores externos
como stress, hipoOxia, atividade fisica e nutricional estdo diretamente relacionados a
um ambiente que predispde o desenvolvimento de doencgas crbnicas na idade
adulta, envolvendo também alteracdo de expressdo de genes (Lucas 1991,
Gluckman e Hanson, 2004; Baker 2007; Vickers 2014), pode modificar assim o
fendtipo do organismo. Esses aspectos sdo norteadores da area de estudo
atualmente conhecida como Origem desenvolvimentista da saude e da doenca (do

inglés, “Developmental Origins of Health and Disease” - DOHaD).
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Dados na literatura cientifica durante as ultimas décadas vém ratificando essa
relacdo sobre os diversos sistemas do organismo como alteragcdo endocrina
(Remacle, Dumortier et al., 2007; Vieau, Sebaai et al., 2007), alteragbes
musculoesqueléticas (Bayol, Jones et al., 2004; Toscano, Manhaes-De-Castro et al.,
2008), comprometimento da arquitetura de componentes do sistema nervoso (Cintra,
Aguilar et al., 1997; Wang e Xu, 2007; Mehedint, Craciunescu et al., 2010), entre

outros.

Especificamente, as alteragdes envolvendo a memoria, hd comprometimento
estrutural e na plasticidade sinaptica sob efeitos da restricdo de nutrientes no
periodo perinatal no sistema nervoso. Entre outros estudos pode-se destacar: atraso
na maturacao glial do corpo caloso (Lai et al., 1980), déficit no nimero de células
granulares do giro denteado (Cintra et al., 1990; Stead et al., 2006; Jahnke e Bedi,
2007), bem como diminuicdo de novos neurbnios no giro denteado (Matos et al.,
2011). Essas mudancas podem favorecer alteragbes nos circuitos neuronais,
comprometendo a logica, a memaria e 0s processos cognitivos (Kawaguchi e Hama,
1988, Valadares e De Sousa Almeida, 2005), como também repercutir sobre niveis

de expresséao dos fatores neurotroficos no hipocampo (Coupe et al., 2009).

Em outras éareas encefélicas, como o hipotalamo, evidencia-se que a
desnutricdo hipoproteica perinatal provoca, no adulto, alteracbes da expressao
génica de neuropetideos relacionados ao controle homeostatico do comportamento
alimentar (Orozco-Solis et al, 2011, Rocha et al., 2014), assim como dos sensores
nutricionais hipotalamicos (Orozco-Solis et al., 2013; Guzméan-Quevedo et al., 2013).
Nesses individuos acometidos por tais mudancas podem ser susceptiveis ao
estresse ou reduzir a responsividade a farmacos psicoativos (Lopes de Souza et al.,
2008, Morgane et al 2002).

Outrossim, do ponto de vista experimental, observa-se que ha uma regulacao
promovido pelas mudancas no sistema da serotonina em individuos desnutridos.
Estudos tém demonstrado que o tratamento com inibidor de recaptura da serotonina
(ISRSs), como a fluoxetina promove déficit no crescimento somatico,
desenvolvimento sensério-motor e comportamento alimentar em ratos (Halford e

Blundell, 1996; De Souza, Nogueira et al., 2004). Considerando que os ISRSs sao
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utilizados freqlientemente para o tratamento de depressdo materna durante a
gestacdo e/ou lactacdo, os efeitos do aumento da serotonina no encéfalo humano
que passaram por uma agressado nutricional nessa fase da vida permanecem

desconhecidos (Oberlander, Eckstein Grunau et al., 2002).

Os achados conduzem a hipétese de que a atividade serotoninérgica é
importante para os fendOmenos relacionados com a plasticidade neural em ratos
desnutridos. Por exemplo, o tratamento com inibidor de recaptura da serotonina
promove déficit no crescimento somatico, desenvolvimento sensorio motor e
comportamento alimentar em ratos tanto na idade precoce (Halford e Blundell, 1996;
Deir6 et al., 2005, Souza et al., 2004), como na vida adulta (Lopes de Souza et al.,
2008). Assim como, pode induzir modificacdes na circuitaria neuronal do hipocampo
(Gerozissis et al., 2001; Barbas et al., 2003; Jensen et al. 2010).

Sabe-se que o tratamento cronico com a fluoxetina em animais normonutridos
também podem induzir rearranjos estruturais e mudancgas na transmissao sinaptica
da circuitaria hipocampal, tais como neurogénese no adulto, plasticidade axonal e
dendritica nos neurbénios do giro denteado (Wiggins et al., 1984; Almeida et al.,

1996) e remodelamento das espinhas dendriticas (McAvoy et al., 2015).

Outros dados da literatura demonstram que mudancas ha transmissao
serotoninérgica estao associadas com alteracdes na proliferacdo celular. A ativacao
de subtipos de receptores 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT2A e 5-HT2C estao seletivamente
envolvidos nessa proliferacdo, inducdo de novas células neurais (Brezun and
Daszuta, 2000). Além disso, no cérebro maduro a serotonina participa da sinalizacéo
em circuitos neuronais, facilitando processos de memoaria e aprendizado, o que ja é
evidenciado (Molodtsova et al., 2008), porém dados sobre seus mecanismos em um
cérebro ja desenvolvido e que foi submetido a desnutricdo hipoproteica, durante

periodo critico do desenvolvimento, sdo escassos.

A serotonina, como outros fatores moleculares, como as neurotrofinas
também podem modificar a proliferacdo celular, participar de eventos de memoéria e
de neurogénese no adulto em camadas celulares do hipocampo. Dentre as
neurotrofinas esta o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) (Bellar et al.,

2011) que regulam os eventos de memoria (Wang e Xu, 2007) e ha evidéncias que o
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BDNF pode modular elementos pré e poés-sindpticos relacionados ao sistema
serotoninérgico (Deltheil et al., 2008), que consequentemente podera interferir no
processo de aprendizagem e da capacidade cognitiva (Molodtsova et al., 2008), bem
como no comportamento alimentar. Dessa forma, como um organismo adulto,
desnutrido na fase perinatal, possuem respostas moleculares na plasticidade
sinaptica sobre um quando ha um maior estimulo sobre a modulacdo
serotoninérgica? Ocorrera repercussdes sobre o comportamento alimentar e de

memoria?

2 REVISAO DE LITERATURA

A desnutricao € um dos fatores de morbidade e mortalidade na infancia sendo
responsavel por 45% das mortes de criancas no mundo (Oruamabo, 2015). Segundo
a Organizacdo Mundial de Saude, a desnutricdo é considerada uma das cinco
principais causas de mortalidade infantil (Valle, Santos et al., 2004). No Brasil,
aproximadamente 31% da populacdo é desnutrida (Monte, 2000) e estudos mais
recentes apontam para um processo de reducdo da desnutricdo em todo o pais
(Coutinho, Gentil et al., 2008), devido a transi¢cao nutricional (Batista-Filho e Rissin,
2003, Ramires et al., 2014). Apesar de melhorias sécio-econémicas nos ultimos
anos, a desnutricdo continua a ser uma preocupacdo dos paises em
desenvolvimento. A desnutricdo provoca um aumento da mortalidade e da
morbidade, diminui¢cdo do desenvolvimento fisico e intelectual, baixa produtividade e

danos a curto e longo prazo a saude (Spieldenner, 2010).

O sistema nervoso possui células que tém a capacidade para modificar sua
organizacdo morfo-funcional em resposta a mudancas internas ou demandas
externas, caracterizando-se assim a plasticidade cerebral. As etapas de crescimento
e desenvolvimento das fungdes e estruturas do organismo dependem de uma
alimentacdo adequada (Gniuli, Calcagno et al.,, 2008). As fases de gestacéo,
lactacdo e primeira infancia sado caracterizadas por crescimento rapido, maturacao
de orgéos e sistemas, replicacao e diferenciacdo celular, sendo chamado de periodo
critico do desenvolvimento (Dobbing e Sands, 1985). Neste intervalo de tempo o
organismo se encontra mais vulneravel a insultos ambientais (Adams, Barone et al.,
2000). No sistema nervoso dos mamiferos, esse periodo critico de desenvolvimento

compreende o periodo pré-natal e inicio da fase pds-natal, com a maturacao durante
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a lactacao (Smart, 1981; Carlson, Stead et al., 2007).

Em humanos e roedores a aceleragdo do crescimento do encéfalo € mais
evidente no ultimo ter¢co da gestacdo, sendo que humanos a curva de crescimento
cerebral apresenta um pico coincidindo com o nascimento, enquanto que em ratos
esse pico ocorre na segunda semana pos-natal (Morgane, Mokler et al., 2002).
Estudos mostram que déficit de nutrientes, especialmente de proteina, durante o
periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso induz alteracdes
morfologicas, bioquimicas e fisiologicas do crescimento cerebral com impactos a

longo prazo (Morgane, Austin-Lafrance et al., 1993; Dauncey e Bicknell, 1999).

Um dos primeiros trabalhos, que destacou as origem fetal das doencas nao
transmissiveis nos adultos, foi um estudo populacional em Hertfordshire, Inglaterra,
de Hales e Barker (1991), demonstrando uma relagéo entre o baixo peso ao nascer
e 0 aumento da taxa de mortalidade por doenca isquémica do coracdo, a
intolerdncia a glicose e a diabetes tipo 2. Isso levou a hipotese do Fendtipo
poupador, sobre a ideia proposta de que a ma nutricio materna pode induzir
adaptacdes fetais que produzem mudancas permanentes no metabolismo da
insulina e da glicose, aumentando o risco de desenvolver a sindrome metabdlica na
idade adulta (Hales e Barker, 2001).

7

Uma hipétese mais recente é a resposta adaptativa preditiva (do inglés,
"Predictive Adaptive Response”), propbe-se que o feto realiza adaptacdes na vida
intrauterina ou durante o periodo de desenvolvimento pds-natal precoce, com base
no ambiente previsto pés-natal (Gluckman e Hanson, 2004a). Quando a resposta
adaptativa preditiva € apropriada o fenotipo sera adaptado, no entanto, quando 0s
ambientes previstos e reais ndo coincidem, a doenca se manifesta (Gluckman e
Hanson, 2004 a, b). A programacao fetal ou plasticidade fenotipica corresponde a
uma tentativa do feto a adaptar-se as condicbes adversas encontradas no Utero
(Gluckman e Hanson, 2004 a, b). Estas adaptagfes podem ou ndo ser benéficas na
idade adulta, tornando-se prejudicial, por exemplo da dieta hipercaldrica, que pode
favorecer o aparecimento de obesidade (Veloska et al., 2011).

A programacéo fetal pode ocorrer através de uma adaptacdo dos sistemas

organicos a uma situacao de ma nutricdo precoce. Os sistemas vascular, endocrino
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e renal tem sua funcdo e estrutura alteradas e estas alteracfes permanecem até a
idade adulta. Para Barker et al, 2007, esta falta de nutrientes no inicio da vida tem
como consequéncia o desenvolvimento de doencas crénicas como hipertensao,
diabetes e obesidade. Em estudos experimentais com ratos, a desnutricdo durante a
gestacdo leva a baixo peso ao nascer e, apos a fase da lactacdo, estes animais
apresentam crescimento acelerado devido ao chamado efeito “catch up”, ou seja
ganharam mais peso do que 0s animais que nao sofreram a desnutricdo (Gluckman
e Hanson, 2004a). Outros estudos produziram resultados semelhantes,
demonstrando ainda disturbios metabdlicos quando uma dieta altamente palatavel

ou de alto teor de gordura € introduzida apés o nascimento, comprovando a

alteracdo metabdlica no periodo critico (Veloska et al., 2011; Jang et al., 2014).

A desnutricdo proteica na fase pré-natal interfere no desenvolvimento dos
sistemas organicos principalmente o sistema nervoso. Na fase fetal, o sistema
nervoso se desenvolve rapidamente e necessita de uma variedade de nutrientes e
fatores de crescimento, sendo que este suporte é fornecido através da placenta.
Assim, quando a mae passa por processo de desnutricdo, interfere diretamente no
desenvolvimento fetal (Morgane, 1993). Sendo o suprimento adequado de nutrientes
imprescindivel para a manutencdo do crescimento e desenvolvimento funcional de
todos os sistemas organicos, a desnutricdo se mostra como um dos principais
fatores ndo genéticos capazes de afetar o desenvolvimento do sistema nervoso
(Levitisky e Barnes, 1972; Morgane, 1993).

Os efeitos da programacéo fetal no sistema nervoso incluem desequilibrio na
regulacdo nos hormoénios e/ou neurotransmissores reguladores dos processos de
memoria e do controle do comportamento alimentar. Um dos principais
neuromoduladores é a serotonina, envolvida em varios processos fisiol6gicos tanto
no sistema nervoso como fora dele e, junto com outros sistemas, como
dopaminérgicos, estdo relacionados com o tratamento de disturbios cognitivos e
alimentares. Estes sistemas podem ter seu desenvolvimento e integracao alterados

por agressdes no periodo pré-natal (Manjarrez-Gutierrez et al, 2012).

Estas agressdes podem acarretar modificagBes neuroquimicas (Winick et al.,

1972), inclusive dos niveis de neurotransmissores, como por exemplo, da serotonina
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(Morgane et al.,, 1978; Chen et al., 1995), com repercussbes na excitabilidade
(Guedes et al., 1996; Rocha-de-Melo et al., 1997) e no comportamento (Medeiros et
al., 2001; Manhaes-de-Castro et al., 2001; Lopes de Souza, 2008) e também em
outros parametros (De Oliveira et al, 2002; De Moura et al, 2007; Toscano et al.,
2008; Moura et al, 2008;). Mesmo periodos curtos de restricdo alimentar alteram o
metabolismo da serotonina (Ishida et al, 1997). Foi observado que as repercussdes

sobre o sistema serotoninérgico se estendem até a idade adulta (Chen et al, 1995).

Areas encefaticas como o hipotalamo, importante regido que possui conexdes
e neuropeptideos que regulam o controle homeostéatico do comportamento alimentar
e do controle do peso (Plagemann et al, 2000), apresenta seu periodo critico de
diferenciacdo e maturacdo durante as trés primeiras semanas de vida pés-natais
(Dorner et al, 1985; Pozzo-Miller e Aoki 1992). Varios neurotransmissores, dentre 0s
quais, pode-se enfatizar a serotonina tem sido descrito como o0 neuromodulador que
regula a circuitaria hipotalamica inibindo a ingestao alimentar (EImquist et al, 1995;
Inui, 2000), bem como no processo de memdria como por exemplo eventos
mediados pelas neurotrofinas. Atualmente, vem estabelecendo-se que seus niveis,
tais como, IGF-I (fator de crescimento como a insulina tipo 1) (Bellar et al., 2011)
podem participar de eventos de memoria (Wang e Xu, 2007) e ha evidéncias que o
BDNF pode modular elementos pré e pdés-sinapticos relacionados ao sistema
serotoninérgico (Deltheil et al., 2008), além dos processos celulares que envolvem o

controle do ingestao alimentar (Hashimoto et al., 2005).

A ingestdo alimentar é uma etapa do comportamento alimentar e refere-se a
interacdo de diversos processos que envolvem a escolha do alimento, inicio e
término da alimentacao, a frequéncia, o tempo e o tamanho da refeicdo (Morton et
al., 2006), sendo regulado por um sistema complexo de mecanismos homeostaticos
e hedobnicos através da integragdo de sinais do sistema nervoso central e érgaos
periféricos, que se interrelacionam para modular a resposta a ingestao de nutrientes
(Swart et al., 2002).

O hipotdlamo é uma dessas areas envolvidas. E regido do diencéfalo,
constituido de nucleos e areas que se interligam para promover a regulacdo do

comportamento alimentar: o nucleo paraventricular (PVN), Hipotalamo Ventromedial
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(VMH), Hipotdlamo Dorsomedial (DMH), Hipotdlamo Lateral (LH) e em particular, o
Nucleo Arqueado (ARC) tem um proeminente papel na deteccdo de reservas de
energia, e consequentemente na regulacdo da ingestédo de alimentos, sendo um dos

ndcleos hipotalamicos mais estudados (Aponte et al., 2011).

O ARC é posicionado em torno do terceiro ventriculo, onde a barreira hemato-
encefalica é particularmente permeével, e isso o torna idealmente posicionado para
detectar e responder a uma miriade de sinais periféricos como horménios e
nutrientes (Rodriguez; Blazquez; Guerra, 2010). O ARC contém duas populacdes de
neurdnios importantes: as produtoras do Neuropeptideo Y (NPY) que co-expressam
a Proteina Relacionada ao Agouti (AGRP), neuropetideos orexigenos; e as que
produzem a Pro-opiomelanocortina (POMC) e o transcrito regulado por cocaina e
anfetamina (CART). O POMC ainda é precursor do hormdnio estimulante o—
melandcito (a-MSH) que sdo neuropeptidios anorexigenos (Dietrich; Horvath, 2009;
Simpson; Martin; Bloom, 2009).

As populagbes neurais do ARC, que produzem NPY e POMC, recebem
informagdes e séo regulados de formas opostas por sinais de status de energia
periférica. A estimulacdo de neurdnios AGRP e NPY favorece a ingestdo alimentar e
reduz o gasto energético, enquanto que a estimulacdo dos neurdnios POMC e
CART provoca efeito oposto (Zhan et al., 2013; Diano et al., 2011; Schwartz et al.,
2000). A estimulacdo e/ou inibicdo dos neuropeptideos depende do balanco
energético corporal, contribuindo assim para desencadear respostas anabdlicas ou

catabdlicas (Valassi et al., 2008).

Os neuropeptideos e o sistema hormonal hipotalamicos do ARC sao
componentes fundamentais, porém outras moléculas e outras areas hipotalamicas
atuam em conjunto para integrar e disseminar os sinais celulares envolvidos na
regulacdo do comportamento alimentar e da homeostase energética. A ativacdo de
neurénios POMC e AGRP/NPY, chamados de primeira ordem, ocorre de forma
combinada e simultanea. A liberacdo de POMC atua estimulando os neurénios de
segunda ordem do HL a produzirem o neuropeptidio Hormdnio a-melandcito
estimulante (a-MSH), que se liga ao seu receptor (MC4R) e em conjunto inibem a

alimentacdo e promovem o gasto de energia. Concomitantemente, 0s neurdnios
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hipotalamicos AGRP/NPY liberam neuropeptideo AGRP para inibir a liberacdo a-
MSH. O NPY é considerado um potente estimulador fisioldégico do apetite conhecido

em mamiferos (Lu et al., 2013).

Dados na literatura mostram que esses neuropeptideos podem ser alterados
na vida adulta ap6s desnutricdo hiproteica perinatal. além disso a desnutricdo pré-
natal € um tipo de estresse nutricional que também pode programar mudanc¢as no
eixo hipotamo-pituitaria-adrenal (HPA) e circuitos de alimentacédo (Spencer, 2013).
Na literatura comprovam-se o0s efeitos da desnutricdo perinatal, induzindo a
plasticidade fenotipica em véarias regides hipotalamicas, confirmando que a
plasticidade pode ocorrer no hipotdlamo seja por alteracdo nas sinapses
hipotalamicas (Plagemann et al., 2000), como também por altera¢cdes dos sensores
nutricionais e assim, induzirem modificacbes na regulacdo do comportamento

alimentar (Ferno, 2011).

Nesse aspecto, foi observado que ratos submetidos a restricdo proteica
durante a gestacao e a lactacao apresentam, depois do desmame, hiperfagia e uma
preferéncia para alimentos com alto teor de gordura (Desai et al., 2007; Lopes de
souza et al.,, 2008). Em uma analise mais profunda do comportamento alimentar,
verificou-se que esta hiperfagia ocorre por retardo no aparecimento da saciedade
acompanhado por aumento no tamanho da refeicdo (Orozco-sélis et al., 2009).
somado a essas observacdes comportamentais, os animais desnutridos apresentam
aumento do nivel de expressédo no hipotdlamo do NPY e AGRP que séo peptideos
orexigenos (Ikenasio-thorpe et al., 2007; Orozco-sélis et al., 2009), e da diminuicao

do nivel de expressdo do POMC, peptideo anorexigeno. (Orozco-solis et al., 2009).

Sabe-se que a acdo regulatéria da serotonina sobre essa circuitaria
hipotalamica provoca inibicdo do ingestao alimentar através da ativacao de tipos de
receptores: 5HT1B, 1C e 2 (Curson, 1990). Resultados em estudos utilizando
agonistas desses subtipos de receptores, RU 24969 e 1-(3-chlorofenil) piperazina
(mCPP) causam hipofagia nos individuos no estado alimentado e durante a restrigcdo
alimentar (Kennett et al., 1987). Dados de Heisler et al. (2006), evidenciaram que a
serotonia age em receptores 5-HT1B, presentes nos neurbnios que produzem NPY,

tendo a resposta de inibicdo da neuronal e da liberagdo do GABA. Em contrapartida,
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estimula os neurdnios que produzem POMC a liberarem a-MSH, através da ligacao
com os receptores 5-HT2C, tendo como resposta a hipofagia (Lam et al., 2008),

similar as respostas dos sinais adipocitarios (Heiler et al., 2006).

O estabelecimento da rede neuronal hipotalamica em roedores ocorre
predominantemente ap0s o nascimento (Kagotani et al.,, 1989; Grove & Smith,
2003). Entretanto, quando ocorre uma restricdo proteica durante a gestagcdo e
lactacdo ha reducdo do numero de neurdnios imunopositivos para 0 NPY
(Plagemann et al., 2000a). Por conseguinte, restricdo calorica (Vickers et al., 2000)
ou proteica (Bellinger et al., 2006) seguido de supernutricdo, estimula o aumento de
ingestao alimentar, provocando assim a hiperfagia. A desnutricdo perinatal altera a
regulacdo da serotonina sobre o comportamento alimentar e € dependente do tipo
de desnutricdo, como também em que periodo ocorre essa restricdo. A desnutricdo
perinatal altera a regulagdo da serotonina sobre o comportamento alimentar e é
dependente do tipo de desnutricdo, como também em que periodo ocorre essa
restricdo. A restricdo proteica durante o desenvolvimento do sistema nervoso atenua
a acao inibitoria da serotonina sobre a ingestao alimentar via dessensibilizacdo do
receptor 5HT1B, reduzindo o efeito da serotonina, cujo efeito é de inibir o consumo
alimentar, assim resultando no comportamento hiperfagico nesses animais (Lopes e
Souza et al, 2008).

Recentemente, evidéncias na literatura cientifica indicam também uma funcéo
importante do BDNF na via hipotalamica, participando do controle do peso corporal e
da homeostase da energia (Cordeira; Rios, 2011). Gray et al (2006) verificaram que
ratos com deficiéncia de BDNF sao obesos. Em outros trabalhos da literatura,
observa-se que a administracdo central de BDNF induz a supressédo do apetite e
perda de peso (Rothman et al., 2012; Wang et al., 2007b,c, 2010) e aumenta a taxa
metabdlica de repouso (Wang et al.,, 2007a, 2010). Portanto, considera-se que 0
BDNF pode reduzir a ingestado de alimentos, seja através da alteracdo sinaptica ou
por modificacdo na expressao de receptores nos nucleos hipotalamicos (Cordeira;

Rios, 2011) via processos gue envolvem o sistema serotoninérgico.

A serotonina modula o comportamento alimentar e outras fungdes, como a

mem©ria, assim como outras funcdes, devido as suas projecdes neurais originarias



23

nos nucleos da rafe atingirem todas as areas encefélicas (Galter e Klaus Unsicker,
2000). Para os neurbnios serotoninérgicos terem seu fendtipo estabelecido, é
necessario a co-ativacao resultante da sinalizacdo dependente da proteina de
ligacdo a adenosina monofosfato ciclica (AMPc) e a ativacao dos receptores tirosina
quinase B (TrkB) (Galter e Unsicker, 2000). A influéncia do BDNF no fendtipo,
plasticidade estrutural e funcdo dos neurbnios serotonérgicos tém sido
documentadas em estudos in vitro e in vivo, que desempenha um papel na
maturacdo dos neurdnios serotonérgicos. Isto acontece através da modulagéo de
vias intracelulares ativadas pela sua ligacédo aos seus receptores de alta afinidade, o
TrkB (Homberg, 2014).

Para que os comportamentos surjam € necessario que haja a plasticidade
neural, exemplos da sinaptica seriam processos de memodria e aprendizado. O
BDNF tem uma fungdo essencial para o desenvolvimento do sistema nervoso e
plasticidade sinaptica, esta relacionado com processos cognitivos como a memdria
(Luine et at., 2013, Bekinschtein et al., 2013), através da serotonina, que modula as
sinapses glutamatérgicas no hipocampo (Rubio et al., 2013). No hipocampo, a
circuitaria que envolve os processos de memoéria tem a participacdo dos receptores
5-HT1A (lzquierdo et al., 1998).Estudos sobre a aprendizagem e a memdria em
modelos animais tém identificado produtos de genes que sdo necessarios para que
esses processos ocorram, entre eles esta o BDNF, um pequeno dimero de proteina
e 0 seu principal receptor, o TrkB, os quais sdo amplamente expressos no cérebro
de mamiferos adultos (Murer, Yan e Raisman-Vozari, 2001).

Dados na literatura cientifica indicam que alteracdes de sinalizacdo do BDNF,
sugere déficits cognitivos. Estes déficits tém sido associados as alteracdes da
neurogénese, sinaptogénese e plasticidade sinaptica (Dringenberg et at., 2014). O
declinio cognitivo em doencas neurodegenerativas pode ser resultante do declinio

da funcéo sinaptica devido a diminuicdo da sinalizacdo do BDNF (Liu et al., 2014).

Em relacdo a sinalizacéo, em estudos pré-clinicos sugerem que aplicacéo de
inibidores seletivos de recaptura da serotonina (ISRS) aumentam a cognigao e
estudos experimentais mostram que aumentam os niveis de BDNF no soro de ratos
com deméncia provocada por lesdo vascular encefélico (Liu et al., 2014). Ademais,

outras pesquisas mostram que a administracdo de ISRS aumenta a expressao da
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proteina de ligacdo responsiva AMPc (CREB) e a neurogénese no hipocampo de
ratos adultos (Nibuya et al., 1996; Malberg et al., 2000). Este aumento também foi
encontrado no coértex frontal e pré-frontal, embora a magnitude e especificidade
anatdbmica dessas alteracbes podem depender de um certo nimero de variaveis,
como: duracdo do tratamento, dosagem e tipo de farmaco envolvido (Calabrese et
al., 2009). Entretanto, o mecanismo pelo qual os niveis de BDNF aumentam apos
aplicacao dessa categoria de farmacos, ainda continuam desconhecidos (Liu et al.,
2014).

O BDNF se liga a membrana e ativa duas diferentes proteinas receptoras
transmembranas: a tropomiosina relacionada a quinase TrkB, receptor com alta
afinidade, e a pan neurotrofina p75NTR, receptor com baixa afinidade. Praticamente
todos os efeitos do BDNF sédo atribuidos a ativacdo do receptor TrkB. O Pro BDNF,
p75NTR e isoformas de TrkB podem ser consideradas como mecanismos
reguladores inibidores da associacdo do BDNF/TrkB, com consequentes efeitos na
plasticidade sinaptica, talvez para a memoéria (Zagaar et al., 2013). Em contrapartida,
a ativacao do receptor TrkB pelo BDNF inicia trés grandes vias de cascatas de
sinalizagdo: fosfolipase Cy (PLC), fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e a cascata
regulada por quinases (ERK). A ativacdo da via fosfolipase Cy (PLC) esta
relacionada ao aumento de Ca'" intracelular e & ativagdo da calmodulina quinase
dependente de Ca"™ (CaMKIl). A elevacdo de Ca'™ intracelular é resultante da
sinalizacdo do BDNF na célula pés-sinaptica e além disso, a CaMKII ativa o fator de

transcricdo CREB, ativando desse modo a transcrigdo do BDNF (Choi et al., 2009).

Assim, o BDNF pode regular a expressao através da ativacédo da sinalizacdo
da CaMKIl e também pode ativar a via PI3K através da interacdo direta entre
IRS1/IRS2 e PI3K, a qual medeia os efeitos de protecdo do BDNF em varios tipos de
células neuronais in vitro, incluindo neurdnios do hipocampo. O BDNF também
facilita a traducdo de proteinas locais por ativacdo dos dendritos do alvo da
rapamicina em mamiferos (MTOR) via PI3K (Alonso, Vianna, Izquierdo, et al., 2002).
A ativacdo diferencial e o papel dessas cascatas na sobrevivéncia neuronal irdo
depender do tipo de célula e o envolvimento de estimulos fisioldégicos ou patolégicos
especificos. O BDNF induz efeitos rapidos na transmissdo sinaptica e na

excitabilidade da membrana, principalmente através da ativacdo dessas vias de
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sinalizacdo e pode induzir a liberacédo pré-singptica de glutamato e GABA através da
fosforilacdo TrkB/ERK (Jovanovic et al., 2000).

O BDNF é estudado extensivamente pela sua funcdo na transmissao
sinaptica e plasticidade no hipocampo, uma regido do cérebro critica para
aprendizagem, memoria e comportamentos afetivos (Edmann et al., 2014). Estes
processos envolvem inducdo de cascatas, sistema de segundos mensageiros,
sintese proteica e alteracdo na expressdo génica para que aconteca O
armazenamento da memoria de longo prazo. Alteracdes estruturais da complexidade
dendriticas favorece o armazenamento a longo prazo de memodrias remotas
(Wartman e Holand, 2014).

A ligacdo do BDNF com seu receptor induz a formacgéo da LTP (do inglés,
“‘later long term potenciation”, LTP) em sinapses glutamatérgicas em varias regioes
do cérebro, como hipocampo (Lesli et at.,, 2012). Na sua forma madura é
armazenado neurbnios glutamatérgicos e liberado em resposta a estimulos
utilizados para induzir LTP,, h& evidéncias anatdbmicas e funcionais do
armazenamento e liberacdo de BDNF pré e pos-sindptico nestes neurénios (Panja et
al., 2014). Além disso, administracao de fluoxetina, um anditepressivo (da catergoria
dos ISRS), promove modificacbes estruturais e funcionais nos neurdnios
hipocampais (Rubio et al., 2013). A plasticidade neural para acontecer também
depende da disponibilidade de BDNF para induzir a LTP. A LTP n&ao ocorre apenas
nas sinapses excitatorias do hipocampo, mas em outras sinapses em uma variedade
deregibes do cérebro, incluindo o cortex, a amigdala e o cerebelo (Zagrebelsky e
Korte, 2013).

Resultados dos estudos utilizando dieta hipoproteica em ratos jovens
mostraram que ha uma reducédo dos niveis protéicos de BDNF e alteracdo nos
testes de memoaria espacial, ulitizando o labirindo aquatico de Morris (Wang e Xu,
2007). Em outros dados a restricdo alimentar aumenta células positivas ao BDNF no
estagio inicial neonatal e depois ha um declinio da expressdo em regides
hipocampais (Coupé et al., 2009). Contudo, quando a desnutricdo esta associada ao
treinamento fisico, a desnutricdo aplicada em ratos hipertensos, promove um efeito

sinérgico entre as duas intervengfes ambientais, levando a prevencdo do declinio
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cognitivo e a uma regulagcéo positiva de BDNF. Isto sugere que a combinagao de
desnutricdo com outros indutores positivos da plasticidade do cérebro, pode fornecer
estratégias mais eficazes para prevenir o declinio cognitivo (Murphy et al, 2014).

A prole submetida a dieta hipoproteica (8% caseina) apresenta diminui¢cao
visuo-espacial e alteracdes da memoria. Essas alteracbes podem ser repercutidas
no periodo pos-natal até a idade adulta. Outrossim, a desnutricdo proteica precoce
também promove a reducdo de resposta da potenciacdo de longa duracdo, um
processo da plasticidade sinaptica, a longo prazo (Hernandez et al., 2008). Outros
estudos evidenciam que a desnutricdo hipoproteica altera eventos maturacionais no
cérebro, resultando em alteracbes génicas no cortex pré-frontal e hipocampo, que
podem aumentar o risco de transtornos mentais (Xu et al., 2014) e modificar o
comportamento alimentar. Dados ratificam essa hipotese, pois apds oferta de dieta
com restricdo calérica de 70% para mae no periodo pré-natal e lactacdo, observa-

se, na prole, alteracdes cognitivas e habilidades motoras (Akitake, 2014).

Diante desse contexto, é de particular interesse, tanto em termos clinico e
experimental, compreender os mecanismos subjacentes que podem estar afetando
as populacbes em fase de transicdo nutricional. Desta forma, torna-se necessario
conhecer aspectos plasticos no sistema nervoso de individuos desnutridos
precocemente, podendo interferir no comportamento alimentar e memoaria através da
manipulacdo serotoninérgica na idade adulta. Considerando-se que a desnutricdo
interfere diretamente na acdo do BDNF e no sistema serotoninérgico. Além disso, ao
se propor a investigagdo comportamental, celular e molecular de mecanismos
chaves para o controle do comportamento alimentar e 0os aspectos cognitivos em
modelos de programacdo metabolica, o presente estudo tem, portanto, interesse
socioeconémico para o Brasil e, do ponto de vista cientifico, sai dos aspectos
descritivos, base para a teoria de Hales e Baker (1992, 1998), para tentar
compreender os mecanismos moleculares, fisiologicos e comportamentais acerca do
problema. O comportamento alimentar tem particular interesse por ser um fator
determinante para o desenvolvimento geral dos individuos, e pela incompleta
compreensao da resposta de seus mecanismos de controle as agressdes na vida
precoce. Em contrapartida, para que 0s comportamentos surjam Sao necessarios

processos plasticos neurais como a memdéria e a aprendizagem, uma vez que é
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sabido que esses processos sao alterados em individuos acometidos pela
desnutricao.
3 HIPOTESE

Um organismo adulto, desnutrido na gestacdo e lactacdo, altera o seu
comportamento alimentar, aumentando a ingestdao alimentar, retardando o
aparecimento da sequéncia comportamental de saciedade. Além disso, reduz a
memoria de reconhecimento e reduz a expressao génica de 5HT1A, MAO-A e
BDNF, porém quando ocorre a manipulacdo do sistema serotoninérgico na idade
adulta h& maior plasticidade, revertendo esses efeitos a longo prazo da desnutri¢éo,

que ocorreu no inicio da vida.
4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral:

Investigar os efeitos a longo prazo da desnutricdo hipoprotéica sobre a
plasticidade sinaptica, correlacionando a estimulagdo do sistema serotoninérgico

com os processos de memoria e aprendizado e 0 comportamento alimentar.
4.2 Objetivos Especificos:

Avaliar no rato adulto os efeitos da desnutricdo proteica precoce apds a

aplicacao cronica de fluoxetina na vida adulta nos aspectos sobre:

* O ganho de peso;

* O consumo alimentar;

* A sequéncia comportamental de saciedade;

* A presenca de tracos de ansiedade;

* A memodria de curto e longo prazo na idade adulta;

« A variacdo da expressdo g@énica de alguns componentes do sistema
serotoninérgico: o receptor, 5-HT1A; a enzima de degradacdo, MAO-A e o

fator envolvido com processos de memoria: BDNF.
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5 MATERIAIS E METODOS
Animais e Grupos experimentais:

Ratos machos da linhagem Wistar, provenientes da colonia do Departamento
de Nutrichio da UFPE, foram mantidos em biotério de experimentacdo com
temperatura de 22°C + 2°C em ciclo claro-escuro de 12/12 horas (claro das 6h00min
as 18h00min, escuro das 18h00min as 6h00min) com livre acesso a agua e racgao.
Os procedimentos foram submetidos e aprovados pelo comité de ética e
experimentacdo animal do centro de ciéncias bioldgicas da UFPE (CEEA-CCB-
UFPE, protocolo n° 23076.023433/2013-88), ver anexo.

Para o acasalamento, apds o tempo de 15 dias de habituacdo ao Biotério de
Experimentacéo, ratas primiparas com peso de aproximadamente 220-250g foram
alocadas em gaiolas de poliestireno juntamente com machos (300-350g) na
proporcao de trés ratas para um macho por um periodo maximo de 3 dias. Para
deteccdo de prenhez positiva, realizou-se a técnica de esfregaco vaginal para coleta
de muco e ao microscépio de luz observou-se a presenca de espermatozoides. Em
seguida, as ratas gestantes foram transferidas para gaiolas individuais e o seu
ganho de peso semanal acompanhado. As ratas foram divididas de forma aleatéria
em 2 grupos experimentais de acordo com a dieta fornecida durante a gestagéo e
lactacdo: controle (CTRL, dieta com proteina Caseina a 17%, n=8) e desnutridos
(DESN, dieta com proteina a 8%, n=7), desde o inicio da gestacdo até o desmame
dos filhotes, aos 21 dias, Figura 1.

O dia de nascimento da ninhada foi considerado o dia zero e a manipulacao
para reducdo da ninhada (8 filhotes para cada gaiola) foi realizada no 1° dia de vida,
sendo apenas os filhotes machos utilizados nesse experimento. Aos 21 dias, 0s
filhotes foram desmamados e passaram a receber a dieta padrdo de biotério
Presence® ad libitum. Aos 158 dias os grupos CTRL e DESN foram subdivididos
aleatoriamente, segundo a aplicacdo de Salina (SAL, NaCl a 0,9%, s.c., n=24) ou
Fluoxetina (FLU, 10mg/Kg, s.c., n=29), durante 22 dias, no mesmo horario, as 17h,
Figura 1. As analises de evolucao ponderal e testes comportamentais: de sequéncia
de saciedade, ansiedade e memoria de reconhecimentos e consumo alimentar
foram avaliados nos respectivos dias contidos no delineamento experimental,

sempre no mesmo horario, inicio do ciclo escuro, Figura 2. Ao final deste periodo,
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aos 180 dias de vida, os animais foram eutanasiados por decapitacdo e em seguida
os seus tecidos foram retirados e congelados a -80°C, para posterior analises da
expressao génica.

Ratas wistar
N=12

Ratas controles (caseina 17%) Ratas desnutridas (caseina

8%)
CTRL ST
N=8

N=7

Ratos machos Ratos machos
CTRL DESN
N=24 N=29

Ratos machos Ratos machos Ratos machos Ratos machos
CTRL SAL CTRL FLU DESN SAL DESN FLU
N=12 N=12 N=13 N=16

Figura 1. Diagrama demonstrando a divisdo dos diferentes grupos experimentais do estudo.

Evolucdo ponderal do 12 ao 1802 dias a cada 10 dias

Teste de
Aplicagio de Salina ou memoria e
Fluoxetina: 158° a 180°d reconhecimento
de objetos 176°
al80°d

Gestagdo e lactagdo  21%j 30°% 80°% 158° 170°d 175°d 176°d 180°%

I | | |
Comportamento alimentar, ingestdo alimentar e sequéncia
comportamental de saciedade 30°, 80° e 175°

Sacrificio dos

Teste de saciedade animais

Figura 2. Delineamento experimental.
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Composicéao das dietas: normoprotéica e hipoproteica

As dietas a base de caseina foram confeccionadas no Departamento de
Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco, baseada nas recomendacdes de
Reeves et al (1993) (Tabela 1), sendo isocaldricas, com alteracdo apenas do
contetdo de proteinas (Tabela 2). Apdés o desmame os animais foram alimentados

com a dieta padrdo do biotério (Presence®), Tabela 2.

Tabela 1. Composicdo das dietas experimentais.

Quantidade/kg de dieta

Ingredientes Dieta hipoproteica Dieta normoproteica
(8% de caseina) (17% de caseina)

Caseina (80%) 100,09 212,59

Mix de vitaminas* 10,09 10,09

Mix de sais mineraist 359 35¢g

Celulose 50g 50¢g

Bitartarato de colina 2,59 2,5¢

DL-metionina 3,09 3,09

Oleo de soja 70ml 70ml

Amido 629,59 516,99

Sacarose 100g 100g

BTH 0,0014q 0,0014g

* Mistura de vitaminas contendo (em mg.kg—1 de dieta): retinol,12; colecalciferol, 0,125; tiamina, 40;
riboflavina, 30; acido pantoténico,140; piridoxina, 20; inositol, 300; cianocobalamina, 0,1; menadiona,
80; acido nicotinico, 200; colina, 2720; acido folico, 10; &cido p-aminobenzéico, 100; e biotina, 0,6.

T Mistura mineral contendo (em mg.kg—1de dieta): CaHPO4, 17200; KCI, 4000; NaCl, 4000; MgO,
420; MgSO4, 2000; Fe202, 120; FeS0O4.7H20, 200; e elementos-traco, 400(MnS0O4.H20, 98;
CuS04.5H20, 20; ZnS04.7H20, 80; CoS04.7H20, 0,16; e Kl, 0,32; com amido para completar 409
[por kg de dieta]



31

Tabela 2. Distribui¢éo caldrica das dietas experimentais.

Proteina a 8% Proteina a Dieta padréo
17%

Carboidratos 64,77 54,98 55,49
(9/100g)

Lipideos (g/100g) 6,55 6,67 2,82
Proteinas 8 17 23,22
(9/100g)

VCT (kcal/100g) 350 348 340,22
VCT (kcal/g) 3,5 3,5 3,4

5.1 Avaliagdo da Evolugdo Ponderal

Para observar os efeitos a curto e longo prazo da desnutricdo no periodo da
gestacdo e lactacdo sobre o perfil ponderal, os animais foram pesados do 1° dia ao
21°, semanalmente. Apds o desmame, os pesos foram registrados a cada 10 dias,
utilizando-se balanca digital (Marte, modelo S-1000, capacidade de 1Kg e

sensibilidade de 0,1g), Figura 3.

Figura 3. Representacdo da pesagem na balanca
eletronica digital (Marte, modelo S-1000).
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5.2 Avaliacéo do consumo alimentar

O consumo alimentar foi avaliado em trés fases: logo ap6és o desmame,
devido a maturidade de regibes encefalicas envolvidas no controle do
comportamento alimentar (dos 27 ao 30 dias), antes ao periodo de estimulacdo do
sistema serotoninérgico com a aplicacdo da Fluoxetina (dos 77 aos 80 dias) e apés
(172 aos 175 dias). Com a finalidade de verificar a quantidade de ingestédo de
alimentos, verificou-se a diferenca do peso entre a quantidade (g) de racao oferecida
menos a rejeitada no periodo de 1h, logo apds o jejum de 1lh. Para estimular a
ingestdo, a dieta foi oferecida em recipiente, contendo a mistura de dieta padrao
(Presence®) em po e agua, na proporgdo de 1:2 (SCLAFANI; XENAKIS, 1984). Os
animais foram colocados em gaiolas individuais e o alimento foi fornecido no
comedouro logo apds ao preparo. Os testes sempre foram realizados no mesmo
horario, as 18 horas. Esse procedimento foi realizado durante quatro dias
consecutivos, sendo que os dois primeiros dias corresponderam aos dias de
adaptacdo ao novo ambiente e manipulacdo, assim consideramos os dois Ultimos
dias para analise de consumo. Tendo em vista os dados apresentarem um padrao
de diferenca em um teste prévio e para evitar muitos dias de manipulacédo devido ao
estresse ao novo ambiente que poderia provocar ao animal, optou-se realizar o teste
por 4 dias. Os resultados estdo representados pela média + DP de consumo em
gramas de cada animal durante os dias de teste por 100 gramas de peso corporal
(9/100g de peso corporal).

5.3 Avaliacdo da sequéncia comportamental de saciedade

Nos dias 30, 80 e 175 pos natal, a SCS foi realizada e avaliada de acordo
com Halford, Wanninayake e Blundell (1998), onde permitiu-se verificar a frequéncia
e a duracdo de uma sequéncia de comportamentos progressivos em relacdo ao
tempo, permitindo a identificacdo do processo de saciacdo (término da refeicéo) e o
desenvolvimento da saciedade (inibicdo pés-ingestiva da alimentacdo). Para esta
analise os animais foram transferidos para gaiolas individuais com dimensdes

adequadas para a analise da SCS. Os animais foram mantidos em jejum por 1 hora
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antes da oferta do alimento de peso conhecido. O peso dos animais também foi
aferido antes do jejum, depois do jejum e ao final do teste. A racao utilizada no teste
foi a padrdo de biotério consumida pelos animais desde o desmame e oferecida com
a consisténcia alterada para estimular o comportamento, como descrito no item
anterior. Os testes foram realizados sempre as 18:00 horas. Com auxilio de luz
vermelha de baixa intensidade, a SCS foi registrada por um examinador previamente
treinado quanto aos tipos de comportamentos avaliados. Ao finalizar esse periodo
de teste o consumo alimentar era verificado mensurando-se a racgéo rejeitada. Foi
avaliado a frequéncia e duracdo (em segundos) dos comportamentos classificados
como: a) Alimentacdo: o rato apresentava-se ingerindo alimento, roendo,
mastigando e segurando a racdo com as patas; b) Exploracdo: realizacdo de
movimentos ao redor da gaiola ou cheirando o ambiente; c) Limpeza: apresentacao
de cuidados com o corpo, lambendo as patas anteriores e as movimentando sobre a
cabeca, continuando com o lamber da regido ventral, do dorso e das patas
posteriores; d) Repouso: 0 rato apresentava-se em posicdo de descanso,
apresentando o corpo repousado sobre o assoalho da gaiola ou dormindo.

A partir da observagdo comportamental da alimentagdo, outras medidas
também foram registradas: O ponto de saciedade, interseccdo entre 0 momento de
alimentacdo e o descanso (Orosco-Sdélis et al., 2008); bem como a duracdo da
refeicdo (monitoramento do tempo em que o animal estd comendo ao longo do
periodo do teste). Os resultados de comportamentos estao representados em média
em minutos (min), ou percentual (%), a ingestdo alimentar em g/100 de peso

corporal do animal e a duracdo da alimentacdo em segundos (s) £ DP.

5.4 Teste de ansiedade

Para avaliar tracos de ansiedade devido as aplicacbes e observar se 0s
desnutridos ja possuiam tal comportamento, os ratos foram colocados em um
labirinto em cruz elevado aos 170 dias de vida, sempre no mesmo horario as 18
horas. O modelo do labirinto em cruz elevado baseado em PELLOW et al (1985) é
constituido por dois bragos abertos (50 x 10 cm) e dois bracos fechados (50 x10x 40
cm), estendendo-se a partir de uma plataforma central comum (10x10cm) com piso e
paredes escuros de madeira, elevado a uma altura de 50 cm a partir do nivel do piso

e iluminado sob uma luz vermelha de baixa voltagem (15 w) acima da area central
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(Figura 4). Este modelo experimental é baseado nos procedimentos realizados por
Montgomery (1955), que considera o medo inato que os roedores tém pelo espaco
aberto e elevado, preferindo ficar nos bracos fechados, onde o maior tempo de
permanéncia nos bragcos abertos em relagdo ao tempo nos bragos fechados
representa um comportamento menos ansioso. O maior tempo no centro e a menor
frequéncia de entrada no braco aberto ndo representam explicitamente
comportamento ansioso, mas sugerem tracos de ansiedade.

No teste, os animais foram colocados individualmente no espago central do
aparelho com a cabeca voltada para o braco fechado e seus comportamentos foram
filmados por um periodo de 5 minutos. Os registros foram realizados através de
imagens por camera com sistema infravermelho e armazenados em computador.
Trés observadores cegos e devidamente treinados, visualizaram os filmes e
registraram em protocolo o tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados,
no centro e a frequéncia de entrada no braco aberto. O registro de cada entrada teve
validade a partir do momento em que o animal encontrou-se com as 4 patas em um
dos bracos do labirinto. O tempo de cada animal foi marcado através de um

cronometro digital. !,._,-

Figura 4. Labirinto em cruz elevado utilizado para realizagédo do teste
de ansiedade

5.5 Expresséao génica: PCR em tempo real

A extracdo do RNA total de cada hipocampo e outras areas cognitivas foi
realizado pelo método do TRIzol®, seguindo as instru¢des do fabricante. A seguir,
efetuou-se o protocolo padrdo de transcricdo reversa, utilizando a enzima
SuperScript Ill. Para os estudos de quantificagdo de expressdo génica realizamos

experimentos utilizando o PCR Real-Time (Qiagen, AL, USA). A quantificagdo da



35

expressao génica foi identificada pelo método de quantificacdo relativa, utilizando o
gene constitutivo da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) como
referéncia. A reacédo de tempo real tanto para o gene GAPDH como para 0s outros
genes alvo foi realizada a partir de 250 nM de cada primer, 50 ng de cDNA e 1X
SYBR® Green PCR Master Mix (Qiagen, AL, USA). Os seguintes pares de primers
para e GAPDH que foram utilizados na reacdo estdo descritos na Tabela 3. Os
primers especificos para genes alvo descritos foram desenhados por meio do
programa Primer Express (Applied Biosystems), enviados para a empresa IDT (CA,
USA) para serem sintetizados e purificados.

Tabela 3. Pares de primers utilizados na rea¢édo de PCR em tempo real.

Primer Forward Reverse

bdnf 5TCAGATCTCTTCTGTGTGCGTGAGT3’ 5’GGAGATCTCTCCTGTTCTTCAGCAA3’

5ht-1a 5’-CCCCCCAAGAAGAGCCTGAA-3’ 5-GGCAGCCAGCAGAGGATGAA-3’
mao-a 5-GCAAGACACGCTCAGGAATG-3’ 5’-ACATACCACAGGAACCACAGG-3
gapdh 5-GCGAGATCCCGTCAAGATCA-3’ 5-CCACAGTCTTCTGAGTGGCAG-3’

A quantificagdo relativa da expressao do gene alvo foi executada utilizando o
método comparativo de limiar de ciclos (CT) como descrito por Medhurst et al.
(2000).

Os valores limites de ciclo (do inglés, “cycle threshold”, CT) das amostras
foram determinados pela normalizacao a partir das curvas de fluorescéncia versus o
namero de ciclos do PCR durante a amplificacdo exponencial. As curvas padrao
para todas as amplificacbes dos primers (ou oligonucleotideos) foram geradas,
tracando os valores meédios dos valores de CT em funcdo do logaritmo da
quantidade de moléculas template (molde) alvo. Todas as quantificacdes foram
normalizadas para o gene de referéncia (ou house-keeping): desidrogenase
gliceraldeido-3-fosfato (GAPDH). O valor da quantificacao relativa de cada gene alvo
foi analisado utilizando um método CT comparativo. A seguinte férmula (222°") foi

usada para calcular a quantidade relativa do transcrito na amostra e normalizado
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com o de referéncia endégena GAPDH: 224¢T

, onde ACT ¢é a diferenca entre a CT
no gene de interesse e GAPDH, e AACT para a amostra teste que € igual a média
do ACT da amostra menos a média do ACT da amostra de controle, no caso desse

estudo, grupo salina (utilizada como calibracgéo).

5.6 Teste de Reconhecimento de objetos em campo aberto

Na tarefa de reconhecimento de objetos foi observado e avaliado o
comportamento exploratério dos animais (Ennaucer and Delacour, 1988), em que 0s
mesmos foram submetidos a tarefa de campo aberto a partir dos 175 dias de vida, o
qual consistiu de um aparato circular (1m de diametro), delimitado por paredes com
30cm de altura e confeccionado em etileno vinil acetato (E.V.A.) com 1 cm de
espessura e na cor preta. Uma superficie macia de E.V.A. preta, foi colocada no
fundo do campo aberto para facilitar o movimento do animal e proporcionar um
maior contraste entre este e a superficie. As bases foram trocadas e limpas com
etanol a 70% a cada utilizacdo para diminuir os possiveis odores restantes. Utilizou-
se uma camera de infravermelho para registrar 0os experimentos com animais
durante a fase escura do ciclo, posteriormente analisar o tempo de exploracédo de
cada objeto (s). Todos os animais foram habituados ao ambiente do teste durante 3
dias a partir dos 175 dias de vida, tendo 20 minutos por dia para livre exploracdo do
aparato na auséncia de objetos. Para observar comportamentos estressantes, foram
contabilizados os numeros de bolos fecais e a presenca de urina. Os testes foram
realizados as 18h, inicio do ciclo escuro, momento em que 0s animais estdo em
maior atividade.

Apbs os 3 primeiros dias, periodo de habituacdo, dois objetos diferentes de
vidro foram colocados na arena os 2 dias seguintes, para a avaliagao do tempo de
exploracdo a esses objetos. No primeiro dia (sessdo de treino/teste) os animais
foram colocados na arena contendo dois objetos diferentes (A e B) para livre
exploracdo por 5 minutos, para habitua-los aos mesmos (Figura 5A). Apos o teste,
aos 180 minutos, trocou-se 0 objeto B pelo C, para observar o tempo de exploracao
ao objeto novo, caracterizando assim a memoria de curta duragdo (MCD), Figura 5B.
Apds 24 horas ao treino, o objeto C foi substituido por outro objeto novo o D, para

avaliar agora, a memoria de longa duragéo (MLD), Figura 5C.
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As posi¢bes dos objetos (familiar ou novo) foram randomizadas e a arena foi
limpa entre os testes. A exploracao foi definida como cheirar ou tocar o objeto com o
nariz e/ou as patas dianteiras. Sentar ou andar em torno do objeto nao foi
considerado comportamento exploratorio. O tempo gasto explorando cada objeto foi
observado nos videos gravados, por trés observadores cegos. Os dados estédo
expressos em media do tempo de exploracdo ao objeto e percentual do total de

tempo de exploracdo em segundos (Rossato et al., 2007).

No ultimo dia, previamente ao sacrificio, os animais foram estimulados a
presenca dos objetos por 1min na arena e logo em seguida foram eutanasiados por
decapitacdo. Em seguida, o hipocampo foi dissecado, colocados em tubos plasticos
de 1,5ml, imediatamente congelados em gelo seco e guardados a -80°C para analise
de PCR.

19 dia 2° dia

3h apds

Figura 5. Campo aberto utilizado para a realizagdo do teste de memoéria de reconhecimento de
objetos com esquema ilustrativo da utilizagcdo dos mesmos: A) Fase de teste; B) Memoéria de curta

duracéo; C) Memoria de longa duracéo.
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Analise estatistica

Inicialmente, foi aplicado o teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov). Os
dados revelaram normalidade e homogeneidade de variancias, para comparacao de
parametros dos ratos nas idades estudadas, foram utilizados t-test Student, para
avaliacdo entre dois grupos. Para comparag¢Ges multiplas foi utilizada ANOVA two-
way ou de medidas repetidas (RM) seguida do teste post-hoc de Bonferroni. Os
valores foram expressos em média e erro padrdo da média (EPM). O nivel de
significancia foi mantido em 5% (p<0,05) em todos os casos. As analises dos dados

foram realizadas através do programa estatistico STATISTICA (StartSoft Inc., FRA)

6. RESULTADOS

6.1 Efeitos tardios da desnutricdo precoce e da manipulacdo do sistema
serotoninérgico sobre a evolugéo ponderal

Ao ser avaliado o peso corporal dos filhotes provenientes de maéaes
submetidas a desnutricdo no periodo de gestacdo e lactacdo, observou-se uma
reducdo ponderal que se manteve do 1° até 150° de vida (1° dia: CTRL=6,43+0,16g,
n=20; DESN=5,70+0,10g, n=23; p<0,05 e 150° dias: CTRL=397,2045,55¢g, n=20;
DESN=352,10+6,00g, n=23). Ap6és 0 desmame 0S animais ndo apresentaram
recuperacdo de peso apOs receberem a dieta padrdo, com quantidades de

nutrientes equilibrados.
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Figura 6. Evolucdo do peso corporal (g) do primeiro dia de vida até a idade
adulta dos animais submetidos a desnutricdo perinatal. Os grupos foram formados de
acordo com a dieta recebida pela mae contendo 17% de proteina (CTRL) ou 8% (DESN)
durante gestacao e lactacdo. Dados representam média + DP, CTRL, n=20 e DESN, n=23.
Student’s t-test, sendo a= diferenga entre DESN e CTRL, p<0,005.

Apés a estimulacdo do sistema serotoninérgico com a injecdo s.c. de
Fluoxetina, o grupo controle reduziu o peso com 160 dias (p<0,05), ver Tabela 4 e
Figura 7. O efeito da desnutricdo sobre a evolucéo ponderal continuou sendo menor
(p<0,001), mesmo apds a aplicacdo da droga, porém foi observada uma maior
reducdo no grupo DESFLU (p<00,1), ver Tabela 4 e Figura 7. Isso indica que esses

animais foram mais responsivos a manipulacéo serotoninérgica.



Tabela 4. Médias dos pesos
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dos grupos experimentais apds aplicacdo de Fluoxetina

(10mg/KqQ).
Grupos/ CTRL SAL CTRL FLU DESN SAL DESN FLU
Dias MédiazDP, n MédiazDP, n MédiazDP, n MédiazDP, n
160° 409.70+20.88 394.00+26.38 361.80+24.25° 345.60+20.48 °
n=11 n=10 n=11 n=13

170° 419.20+18.97 392.00+26.84 ¢ 366.00+25.28 ° 341.90+22.71 ¢°
n=11 n=10 n=11 n=13

180° 422.70+22.98 393.80+30.03 366.60+23.96 °

n=11

n=10

n=11

336.50+23.01 ¢

n=13

a= comparacéo entre grupos CTRL SAL e CTRL FLU; b= comparacdo entre grupos CTRL SAL e
DESN SAL; c= comparacdo de CTRL FLU e DESN FLU e d= comparacédo de DESN SAL e DESN
FLU, p< 0,001. Two-way ANOVA, post-hoc Tukey.
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Figura 7. Efeitos da restricdo proteica pré e perinatal sobre a evolucdo do peso corporal de ratos a
partir de 160 dias de vida, apds aplicacdo crbnica de Fluoxetina. Os grupos controle e desnutrido
foram alimentados respectivamente, com dieta 17% de proteina e 8% de proteina até o desmame, a
partir de 158 dias, receberam fluoxetina 10mg/Kg ou solucdo Salina 0,9% s.c. Os dados estdo
expressos em média do peso em gramas + DP. a= comparacdo entre grupos CTRL SAL e CTRL
FLU; b= comparacéo entre grupos CTRL SAL e DESN SAL; c= comparacdo de CTRL FLU e DESN
FLU e d= comparacgdo de DESN SAL e DESN FLU. Two-way ANOVA, post-hoc Tukey. p< 0,001.
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6.2 Efeitos tardios da desnutricdo precoce e da manipulacdo do sistema

serotoninérgico sobre a ingestao alimentar

Os resultados para ingestdo alimentar relativa ao peso mostram que oS
animais submetidos a desnutricdo protéica ingeriram mais alimento que os controles,
nas idades 30 (CTRL: 30 dias = 7,46+1,78, n=24 ; DESN: 8,41+2,15, n=22, p= 0,04),
Figura 8A e aos 80 dias (CTRL: 2,37+0,63; DESN: 5,20+1,46, p=0,00), Figura 8B.
Entretanto esse aumento na ingestdo antes a aplicacao de Fluoxetina, aos 175 dias,
nao foi observado entre CTRL SAL e DESN SAL (CTRL SAL: 3,79+1,09, n=11;
DESN SAL: 4,52+1,51, n=11, p>0,05), porém houve reducdo da ingestdo alimentar
apenas no grupo DES FLU (DESN SAL: 4,52+1,51, n=11; DESN FLU: 2,41+0,89,
n=14, p=0,00), Figura 9.
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Figura 8. Ingestdo alimentar relativa ao peso em gramas dos animais submetidos a
desnutricdo perinatal, aos 30 dias (A) e 80 dias (B) de vida. Os grupos receberam dieta
contendo 17% de proteina (CTRL) ou 8% (DESN) durante gestagéo e lactacdo e apos
desmame receberam dieta padrao do biotério ad libitum. Dados representam média + DP
da ingestdo de 3 dias consecutivos com n=24 para CTRL e n=22 para DESN. Student’s t-
test com * p=0,04, **p<0,001.
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Figura 9. Ingestdo alimentar relativa em gramas dos animais submetidos a desnutricdo
perinatal e administracdo de fluoxetina. Os grupos receberam dieta contendo 17% de
proteina (CTRL) ou 8% (DESN) durante gestacao e lactacdo e aplicacdes diarias de NaCl
0,9% (s.c.) (SAL) ou fluoxetina 10mg/Kg (s.c) (FLU) durante 22 dias, até os 180 dias de vida.
Os dados indicam a média da ingestdo alimentar £+ DP mensurada nos ultimos 3 dias de
aplicacdo da droga. n=11 para os grupos CTRL SAL, CTRL FLU e DESN SAL, n=14 para
DESN FLU. two-way ANOVA, post-hoc Tukey. p=0,00, a=comparacdo CTRL FLU e DESN
FLU.

6.3 Efeitos tardios da desnutricdo precoce e da manipulacdo do sistema

serotoninérgico sobre a Sequéncia Comportamental de Saciedade

6.3.1 Saciedade

Os dados sobre sequéncia comportamental de saciedade mostraram que aos
30 dias de vida, o grupo DESN apresentou retardo na sequéncia de saciedade, o
qgual observa-se um atraso no momento de descanso comparado ao CTRL. O ponto

de transicédo da alimentac&o e o descanso tem uma defasagem. No grupo desnutrido
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(Figura 10B), a linha de transicdo é deslocada para a direita em relacdo ao controle
(Figura 10A), indicando um retardo no aparecimento da saciedade. Contudo, aos 80

dias esse retardo desaparece (Figura 10B).
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Figura 10. Efeitos da restricdo proteica perinatal sobre a Sequéncia Comportamental de
Saciedade de ratos machos (A) 30 dias e (B) 80 dias de vida. Os grupos controle e
desnutrido foram alimentados respectivamente, com dieta 17% de proteina e 8% de proteina
até o desmame. Os periodos 1-9 correspondem aos intervalos de 5 min de tempo que
compdem uma sessdo de teste de 60 min. Os graficos ilustram o ponto de transi¢cdo de
alimentacdo ao descanso através da linha tracejada que representa o0 momento de
saciedade. n= 23 e 28 para cada grupo, respectivamente.

O retardo da saciedade apresentou-se novamente aos 175 dias no grupo
DEN SAL, porém apoés aplicagdo de Fluoxetina, observou-se que o grupo DESN
apresentou um adiantamento da saciedade. Esse perfil ndo foi apresentado nos

demais grupos estudados, Figura 11.
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Figura 11. Efeitos da restricdo proteica perinatal sobre a Sequéncia Comportamental de
Saciedade de ratos machos 175 dias de vida. Os grupos controle (CTRL) e desnutrido
(DESN) foram alimentados respectivamente, com dieta 17% de proteina e 8% de proteina
até o desmame. Aos 158° dias, administrou-se 0,9% de Salina ou Fluoxetina (10mg/Kg), s.c
e os grupos foram subdividos: CTRL SAL, CTRL FLU, DESN SAL, DESN FLU. Os periodos
1-9 correspondem aos_intervalos de 5 min de tempo que compdem uma sessao de teste de
60 min. Os gréficos ilustram o ponto de saciedade. n=11 para cada grupo.

6.3.2 Porcentagem da duracéo de alimentacéo

Em relacdo a porcentagem da duracdo do ato de alimentar-se durante uma
hora de observacéo, tanto aos 30° dias como aos 80° dias, durante a SCS, o grupo
DESN passou mais tempo alimentando-se comparado ao grupo CTRL (30° dia:
CTRL:17,48+5,71%,n= 22; DESN: 22,02+8,20%, n=23; p=0,03 e aos 80° dia: CTRL:
14,16+1,37%, n=22; DESN: 18,87+5,54%, n=26; p=0,002), Figura 12.
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Figura 12. Efeitos da restricdo proteica perinatal sobre a duragdo do comportamento de
alimentacdo em % durante a andlise da sequéncia comportamental de saciedade de ratos
machos com 30 dias (CTRL, n=22 e DESN, n=23) e 80 dias (CTRL, n=22 e DESN, n=27) de
vida. Os grupos controle e desnutrido foram alimentados respectivamente, com dieta 17%
de proteina e 8% de proteina até o desmame. Student’s t-test, * p=0,03, **p=0,002.

Aos 175 dias de vida, o efeito tardio da desnutricdo nédo provocou reducdo no
tempo de duracdo da alimentagdo em nenhum dos grupos (CTRL SAL:
21,71+7,93%, n=12; DESN SAL: 20,20£7,52%, p>0,05) durante o teste de SCS. O
mesmo resultado apresentou-se apds a estimulacdo do sistema serotoninérgico,
com a administracdo de Fluoxetina (CTRL SAL: 17,29+8,86%; CTRL FLU:
15,41+4,17%, n=11; p>0,05), Figura 13.
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Figura 13. Efeitos da restricdo proteica perinatal sobre a duragdo do comportamento de
alimentacdo em % durante a andlise da sequéncia comportamental de saciedade de ratos
machos com 175 dias de vida. Os grupos controle e desnutrido foram alimentados
respectivamente, com dieta 17% de proteina e 8% de proteina até o desmame e
subdivididos aos 158 dias em CTRL SAL (n=12), CTRL FLU (n=12), DESN SAL (n=12) e
DESN FLU (n=11). Two-way ANOVA, post-hoc Tukey, p>0,05.

6.4 Efeitos da desnutricdo precoce e aplicacao de Fluoxetina sobre a ansiedade

Os parametros analisados com o teste de ansiedade no labirinto em cruz
elevado como: tempo de permanéncia no braco aberto em relacdo ao tempo total
nos dois bracos, a frequéncia de entradas no bragco aberto ou o tempo de
permanéncia na regiao central do labirinto, mostraram que nem os efeitos tardios de
uma desnutricdo precoce e nem a estimulacao do sistema serotoninérgico induziram

perfil de ansiedade nos animais de 175 dias (p>0,05), ver Figuras 14A, 14B e 14C.
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Figura 14. Efeito da desnutricdo e da Fluoxetina sobre tracos de ansiedade. Os grupos
receberam dieta contendo 17% de proteina (CTRL) ou 8% (DESN) durante gestacéo e
lactacdo e aplicacdes diarias de NaCl 0,9% (s.c.) (SAL) ou fluoxetina 10mg/Kg (s.c) (FLU)
durante 22 dias até os 180 dias de vida. Parametros avaliados em labirinto de cruz elevado:
(A) Relagédo do tempo no braco aberto sobre o tempo braco aberto + braco fechado, (B)
Frequéncia no braco aberto e (C) Tempo no Centro. Os valores estdo representados em
média = DP (s). two-way ANOVA, post-hoc Tukey. n= 8 para cada grupo, p>0.05.

6.5 Efeitos tardios da desnutricdo precoce e da manipulacdo do sistema

serotoninérgico sobre a expressao génica no hipocampo
5-HTla

Os dados da expressao génica obtidos apos testes com o PCR em tempo real
mostraram que o0s animais do grupo DESN apds aplicacdo de Fluoxetina
modificaram a expressdo dos genes relacionados ao sistema serotoninérgico e do

BDNF no hipocampo de ratos de 180 dias. Para a expressao de 5HT-1A, o grupo
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DESN FLU apresentou 40% de aumento em comparacdo a expressao dos niveis do
CNTR SAL (CNTR SAL: 1,00+0,01, , n=4; DESN FLU: 1,40+0,10, n=4; p=0,006) e
ao DESN SAL (1,00+0,04, n=4; p=0,006), Figura 15.
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Figura 15. Expresséo génica do receptor de serotonina 5HT-1A no hipocampo dos animais
submetidos a desnutricdo perinatal e administracdo de fluoxetina, aos 180 dias. Os grupos
receberam dieta contendo 17% de proteina (CTRL) ou 8% (DESN) durante gestacéo e
lactacdo e aplicacdes diarias de NaCl 0,9% (s.c.) (SAL) ou fluoxetina 10mg/Kg (s.c) (FLU)
durante 22 dias até os 180 dias de vida. Dados representam média + desvio padréo. n=4
para cada grupo. two-way ANOVA, post-hoc Tukey , ** p<0,01.

MAO-A

A expressdo da enzima de degradacdo da serotonina, MAO-A, também foi
aumentada no grupo DESN FLU. Quando comparado ao grupo CTRL SAL o
aumento chega a 31% (CTRL SAL: 1,00£0,06, n=4; DESN FLU: 1,31+0,04; p=0,01),
a 29% quando comparado ao CTRL FLU (1,03+£0,06, n=4; p=0,02) e ao seu controle
DESN SAL , 38% (0,93+0,05, n=4; p=0,00), Figura 16.
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Figura 16. Expressdo génica da enzima de degradacdo da serotonina MAO-A no
hipocampo de animais submetidos a desnutricdo perinatal e administracdo de fluoxetina,
aos 180 dias. Os grupos receberam dieta contendo 17% de proteina (CTRL) ou 8% (DESN)
durante gestacdo e lactacdo e aplicagfes diarias de NaCl 0,9% (s.c.) (SAL) ou fluoxetina
10mg/Kg (s.c) (FLU) durante 22 dias até os 180 dias de vida. Dados representam média +
desvio padrdo. n=4 para cada grupo. two-way ANOVA, post-hoc Tukey ,** p<0,01.

BDNF

O fator neurotréfico, BDNF apresentou aumento de expressdo no grupo
DESN FLU em quase 90% quando comparado ao controle (CTRL SAL: 1,01+0,10,
n=4; p:0,00), 120% ao grupo CTRL FLU (0,71+0,10, n=10; p=0,00) e aumento de
90% a mais que o DESN FLU (1,01+0,16, n=4; p=0,00), ver Figura 17.
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Figura 17. Expresséao génica da neurotrofina, BDNF, no hipocampo de animais submetidos
a desnutricao perinatal e administracdo de fluoxetina, aos 180 dias. Os grupos receberam
dieta contendo 17% de proteina (CTRL) ou 8% (DESN) durante gestacao e lactacao e
aplicacdes diarias de NaCl 0,9% (s.c.) (SAL) ou fluoxetina 10mg/Kg (s.c) (FLU) durante 22
dias até os 180 dias de vida. Dados representam média + desvio padrdao. n=4 para cada
grupo. two-way ANOVA, post-hoc Tukey, *** p<0,001.

6.6 Efeitos tardios da desnutricdo precoce e da manipulacdo do sistema

serotoninérgico sobre a memoaria de curta e longa duracdo

Ao ser avaliada a memoria através do teste de reconhecimento de objetos
nos animais de 180 dias, apos aplicacéo crbnica de fluoxetina por 22 dias, foi visto
gue no treino ndo houve uma preferéncia dos grupos por um objeto especifico, ndo
havendo diferenca na exploracdo entre os objetos A e B (CTRL SAL, A: 9,85+5,41s;
B: 12,0448,22s, n=14; CTRL FLU, A: 7,29+7,33s; B: 11,11+7,91s, n=15; DESN SAL,
A: 12,9849,12s; B: 15,43+9,72s, n=13; DESN FLU, A: 10,45+6,84s; B: 9,13+5,01s,
n=17; p>0,05), Figura 18.
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Figura 18. Teste de reconhecimento de objeto dos animais submetidos a desnutricao
perinatal e administracdo de fluoxetina aos 180 dias. Os grupos receberam dieta contendo
17% de proteina (CTRL) ou 8% (DESN) durante gestagéo e lactacdo e aplicagfes diarias de
NaCl 0,9% (s.c.) (SAL) ou fluoxetina 10mg/Kg (s.c) (FLU) durante 22 dias. Dados
representam tempo de exploracédo dos objetos em segundos + DP. CTRL SAL, n=14; CTRL
DESN, n=14; DESN SAL, n=15; DESN CTRL, n=16. two-way ANOVA, post-hoc Tukey,

p>0,05.

Apods 180 minutos do teste, os dados do tempo de exploracdo dos objetos
revelaram que os grupos CTRL FLU (A: 13,1349,96; C: 13,33+9,44, n=15; p=0,01),
DESN SAL (A: 12,48+7,23; C: 11,92+9,2, n=17; p=0,004) e DESN FLU (A: 9,43+
7,93; C:. 13,27+£8,98, n=16; p=0,02) apresentaram retencdo de informacoes,
revelando memoria de curta duracdo do objeto novo, Figura 19 A. Entretanto,
quando compara-se o tempo de exploragdo do novo objeto entre os grupos ndo ha

diferenca (p>0,05), Figura 19 B.
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Figura 19. Teste de reconhecimento de objeto dos animais submetidos a desnutricdo
perinatal e & administracdo de fluoxetina aos 180 dias, aos 180 minutos apds o teste. Os
grupos receberam dieta contendo 17% de proteina (CTRL) ou 8% (DESN) durante gestacéo
e lactacao e aplicacdes diarias de NaCl 0,9% (s.c.) (SAL) ou fluoxetina 10mg/Kg (s.c) (FLU)
durante 22 dias. A) Dados representam o tempo de exploracédo dos objetos em segundos,
Student’s t-test e B) % de tempo de exploracdo nos objetos novos, two-way ANOVA, post-
hoc Tukey. MédiatDP. CTRL SAL, n= 14; CTRL DESN, n=15; DESN SAL, n=16; DESN
CTRL, n=17. * p<0,05; **p<0,01.

Ao avaliarmos a memoria de longa duracao, realizando o teste apés 24 horas
do primeiro momento, os animais dos grupos CTRL FLU e DESN FLU apresentaram
retencdo de informacdes a longo prazo. Isso pode ser observado por maior tempo
de exploragcdo ao objeto novo (CTRL FLU, A: 6,40+4,28; D: 12,95+11,66, n=15;
p=0,02 e DESN FLU, A: 11,15+7,40; B: 12,90+7,67, n=13; p=0,00), Figura 20 A.
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Entretanto, a porcentagem da duracdo da exploragédo do objeto novo para o grupo
DESN FLU foi menor que o CTRL FLU (CTRL FLU: 195+89,43%, n=15 e DESN
FLU: 111,90+26,95%, n=13, p=0,05), Figura 20 B.

Meméria de longa duracao
25~

mmA 1D
3
.8 20~
A) o _ " -
5<% 154 L
g8
L a
g_g‘ 10~
°
o
£ 5
A
()- L] Ll | | L]
CTRLSAL CTRLFLU DESNSAL DESNFLU
Grupos
-
2 5004 1 [JFLU
g
[
= 1504 a
o
(@] ——
c 1004
o
3
k5 50+
-c__?-
0- T T
SAL DESN

Grupos

Figura 20. Teste de reconhecimento de objeto dos animais submetidos a desnutricdo
perinatal e a administracdo de fluoxetina aos 180 dias, aos 24 horas ap0s o teste. Os grupos
receberam dieta contendo 17% de proteina (CTRL) ou 8% (DESN) durante gestacéo e
lactacdo e aplicacdes diarias de NaCl 0,9% (s.c.) (SAL) ou fluoxetina 10mg/Kg (s.c) (FLU)
durante 22 dias. A) Dados representam o tempo de exploracdo dos objetos em segundos,
Student’s t-test e B) % de tempo de exploracdo nos objetos novos, two-way ANOVA, post-
hoc Tukey. MédiatDP. CTRL SAL, n= 14; CTRL DESN, n=15; DESN SAL, n=16; DESN
CTRL, n=13. * p<0,05, **p<0,005; a= comparacdo SAL FLU e DESN FLU, p<0,05.
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7 DISCUSSAO

No presente estudo, investigamos o efeito da desnutricdo perinatal sobre a o
comportamento alimentar e eventos de memoria antes e ap0s a administracao
cronica de um ISRS, a fluoxetina. Trabalhos prévios mostram que a prole de maes
que foram submetidas a uma desnutricdo precoce altera areas do sistema nervoso
(Chen et al.,, 1992, Cintra e Aguilar et al., 1997; Wang e Xu, 2007; Mehedint e
Craciunescu et al., 2010; Matos et al., 2011), bem como interfere ha modulacao de
serotonina (Resnick e Morgane, 1984; Hernandez et al., 1989; Manjarrez et al.,
2003; Mokler et al., 2003) e de fatores neurotréficos como o BDNF (Malamitsi-
Puchner et al., 2007; Wang e Xu, 2007; Coupé et al. 2009) em éareas encefalicas
(Resnick e Morgane, 1984; Hernandez et al., 1989; Manjarrez et al., 2003; Mokler et
al., 2003). Essas alteracdes podem especificamente induzir a plasticidade sinaptica
em areas como o hipotdlamo (Lopes-de-Souza et al., 2008; Orozco-Solis et al.,
2009) e o hipocampo (Chen et al., 1992; Mokler et al., 2003; Matos et al., 2011),
regides essas envolvidas no controle homeostatico do comportamento alimentar e
sobre a memoria, respectivamente.

Dentre os parametros que caracteriza os efeitos de uma plasticidade
fenotipica ao longo da vida diante da desnutricdo precoce é a reducao do peso tanto
neonatal, quanto durante o desenvolvimento até a vida adulta (Hales e Barker,
1991). Esse perfil foi observado em nossos resultados em que a evolucédo ponderal
dos animais submetidos a desnutricdo foi menor e manteve-se até os 180 dias de
vida. Nossos achados corroboram com outras pesquisas realizadas em diferentes
espécies de animais que também evidenciaram o efeito da desnutricdo proteica
perinatal a curto prazo, sobre 0 baixo peso ao nascer e a ao longo da vida (Anguita
et al. 1993; Barros et al., 2006; Orosco-Solis et al., 2009, Rehfeldt et al. 2012). Em
animais submetidos a restricdo caldrica total de 50% durante a gestacdo, nem todo
os trabalhos verificam essa diferenga significativa de peso (George et al. 2011). Em
contrapartida, Orozco-Solis et al. (2009) verificaram que ratos Sprague Dawley,
desnutridos no periodo perinatal por uma dieta hipoproteica, apresentavam baixo
peso até 180° dia de vida, porem aos 240 dias o desnutrido recuperou 0 peso
corporal e igualou-se ao controle. Semelhantemente, Fukami et al. (2012)
analisando ratas de restricdo caldrica intrauterina de 50%, observaram que 0 grupo

desnutrido também apresentou peso ao nascer inferior ao controle, e que aos 10
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meses de vida, os animais desnutridos ndo sO recuperaram 0 peso, como também
ultrapassam o controle com mesma idade. Essa recuperacédo de peso corporal de
animais desnutridos precocemente € devido a um fendmeno de recuperacdo de
peso rapido e excessivo, chamado de "catch-up” de crescimento (Wadhwa et al.,
2009; Gluckman e Hanson, 2004; Orozco-Solis et al.,, 2010). Nesse aspecto,
observa-se o risco de haver sobrepeso (Gluckman, Hanson, 2004; Orozco-Solis,
2010). Essas analises foram observadas apos o periodo de 180 dias de vida,
periodo avaliado no presente estudo.

A reducéo de peso ao longo do tempo pode ser entendido, por uma das vias,
gue a restricdo proteica na dieta promova mudancas na sintese e liberacdo de
moduladores essenciais para desencadear a proliferacdo celular e promover o
crescimento favoravel ao ambiente. Dentre os esses moduladores estdo os
horménios proteicos, que podemos evidenciar o horménio de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1). Estudos com ratos neonatos proveniente de
maes que foram submetidas a uma dieta hipoproteica (5% de caseina) evidenciaram
que ha reducéo de IGF-1 no soro, indicando que a redu¢do somatica e crescimento
de 6rgados podem estar relacionadas a essas mudancas (Muaku et al. 1996). Outros
moduladores que apresentam mudancas em seus niveis no organismo devido a
alteracdes nutricionais: horménios tireoidianos e sexuais, 0s glicorticoides e a
proteina liagante ao IGF (IGFBP) 1 e 7, fatores de crescimento de fibroblastos-21
(FGF-21). Todos esses fatores tém influéncia sobre o crescimento linear e podem
modificar o tamanho corporal (Gat-Yablonski e Phillip, 2015).

Um outro aspecto a ser discutido e que pode interferir em substratos para
producdo de moduladores celulares, repercutir sobre o ganho de peso e
desenvolvimento geral do organismo é a composicdo do leite materno. O leite é
Gnica via de acesso alimentar da prole no periodo inicial da vida, porém pouco é
compreendido o impacto da desnutricdo perinatal sobre a composi¢céo do leite. Um
modelo de restricdo caldrica e proteica durante a gestacao e lactacdo, observou-se o
perfil dos nutrientes com espectrometria de massa, em que houve a diminuicdo na
concentracdo de varios aminoacidos envolvidos com a secrecdo de insulina ou
gliconeogénese, sugerindo possiveis danos aos efeitos insulinotropicos (Agnoux et
al., 2015). Isso pode resultar numa diminuicdo do crescimento, tendo em vista que a

insulina € um hormdnio com caracteristicas anabdlicas no organismo. A diminuicao
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de aminoacidos sulfurados podem também alterar o estado redox da prole e
dificultar o desenvolvimento celular. Entretanto, houve aumento de acidos graxos
totais e modificacbes em seus padrées (Agnoux et al., 2015).

O perfil do peso corporal reduzido com a desnutricdo precoce manteve-se
esse fendtipo apos a administracdo de fluoxetina, mobilizando o sistema
serotoninérgico. O grupo desnutrido fluoxetina mostrou-se mais sensivel a reducéo
de peso. Outros aspectos do balanco energético foi observado nesse estudo,
indicando que o perfil corporal diminuido dos animais adultos, que tiveram a
desnutricdo precoce, ndo esta diretamente relacionado com o perfil hiperfagico
encontrado. Os animais desnutridos com 30 dias apresentaram aumento da ingestao
alimentar efeito que permaneceu aos 80 dias. Todavia, quando houve estimulagcéo
pela serotonina, devido a administracdo crénica da fluoxetina, os animais, ao 175
dias de vida a ingestéo foi reduzida, demonstrando que houve o efeito anoréxico.

Ja é bem descrito que a serotonina promove reducéo da ingestdo alimentar,
devido a sua ligacdo através dos receptores 5-HT1B e 5-HT2C, contidos em
neurdnios de vias anorexigenas e orexigenas o hipotalamo (Halford e Blundell,
1996; Heisler et al, 2002, 2006). Baseados nesses aspectos, pesquisas, utilizando
outro ISRS, como a dl-fenfluramina, mostram que mesmo havendo um aumento de
serotonina no encéfalo de animais adultos jovens desnutridos, ha uma
dessensibilizacdo ao neurotransmissor, por haver uma menor eficiéncia sobre a
ingestao alimentar (Lopes-de-Souza et al., 2008). Outros resultados com outro ISRS,
citalopram, nesse modelo de desnutricdo, porém com uso de 12 dias em ratos de
120 dias, ndo observaram nenhuma mudanca nos desnutridos, apenas no grupo
normonutrido (Barreto Medeiros et al., 2002).

Entretanto, em nosso estudo com o ISRS, os dados mostram que a exposi¢ao
cronica ao farmaco induziu adiantamento da saciedade com redugédo da ingestédo
alimentar em ratos com 180 dias de vida. Essas evidéncias sugerem que a
serotonina provocou efeito anoréxico e que a responsividade a fluoxetina foi maior
em animais adultos, que passaram por uma desnutricdo precoce na vida. Além
disso, demonstra que dependendo do tempo de exposicdo a esses farmacos, as
respostas podem ser distintas no controle homeostatico da alimentacdo. Outrossim,
torna-se necessario compreender também a regulagdo hedodnica, pois a circuitaria

de estruturas envolvidas nesse controle, pode inibir ativagdo de vias orexigenas
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quando ocorre a estimulagdo crbnica, podendo provocar até distirbios no
comportamento alimentar.

Algumas pesquisas evidenciam que os animais desnutridos apresentaram
aumento do consumo alimentar no periodo de recuperagdo nutricional associado a
um aumento de expressdo do receptor 5-HT1A no nudcleo ventromedial e
anterolateral do hipotalamo e com reducdo da expressdo no nucleo arqueado,
relacionando hiperfagia com programacédo fetal. Nesse periodo pode ocorrer
diminuicdo do gasto energético e a medida que vai chegando a idade adulta, a
necessidade de energia para crescimento vai reduzindo e normalizando a ingestéo
de alimentos (Manuel-Apolinar et al., 2014). Os animais que sofrem desnutricdo no
periodo gestacional e na lactacdo apresentam um estado de hiperfagia latente que
s6 se desenvolve se ocorre o estimulo da alimentacdo palatavel. Esta hiperfagia
também pode acontecer pela dessensibilizacdo ao receptor serotoninérgico ou ter a
sua expressdo diminuida, tendo como consequéncia o aumento do consumo
alimentar, pois os niveis de serotonina destes animais séo elevados (Lopes e Souza
et al, 2008).

O efeito da serotonina sobre areas hipotalamicas, que controlam o
comportamento alimentar, esta associado também a ativacao dos receptores 5SHT1B
e seu efeito anorexigeno. Alteracdes no periodo critico pode repercutir no processo
de saciedade reduzindo a sensibilidade para esse receptor, favorecendo assim o
aumento da duracdo e do tamanho da refeicdo (Lopes e Souza et al., 2008;
Rodgers, 2013). Porém, todos esses efeitos sobre o controle alimentar podem estar
relacionados ao tempo de exposicao ao farmaco e ao grau de deficiéncia nutricional
(Lopes-de-Souza et al., 2008). Portanto, é necessario realizar investigacbes nesse
modelo para avaliar os niveis de neuropetideos reguladores do comportamento
alimentar, bem como dos niveis do sistema serotoninérgico no hipotalamo.

O comportamento alimentar € o resultado de fungBes complexas e o resultado
de processos neuroendocrinos que disparam o término do ato de comer, que é
conhecido como saciagédo (Asarian e Bachler, 2014). A homeostase energética é
sinalizada pela duracdo da refeicdo via respostas da saciacdo, que resulta de
retroalimentacdo negativa dos sinais da periferia sobre o controle de vias
hipotalamicas (Stanley et al., 2005; Asarian e B&achler, 2014). A desnutricdo por

promover mudancas em areas hipotalamicas modifica esse comportamento.
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No presente estudo, observou-se um retardo no aparecimento de saciacao
tanto em periodos iniciais da vida como na idade adulta de animais desnutridos.
Esse animais apresentaram aumento na duracdo da refeicdo, indicando uma
tendéncia a favorecer um balanco energético positivo, alterando assim a
homeostase energética. Esses dados corroboram com um estudo anterior com o
mesmo modelo de desnutricdo, em que observaram que a hiperfagia resulta de uma
menor estimulacdo de sinais para parar o ato de comer e aumento dos sinais para
manter-se alimentando (Orozco-Solis et al.,, 2009). Por conseguinte o perfil de
retardo de saciedade modifica ap6s a aplicacdo crbnica de fluoxetina nesses
animais, como visto nos nossos resultados. Os animais desnutridos apresentou
antecipacao da saciedade, apresentando menor tamanho da refeicdo, sem modificar
a duracdo na alimentacdo. Esses dados sugerem que 0s animais sobre desnutricao
precoce sdo mais responsivos a farmacos que estimulam o sistema serotoninérgico
e podem, dependendo da dosagem e do tempo de exposicdo a este, estimular a
reducdo da ingestdo. Vale ressaltar que ndo ha relatos na literatura cientifica com
este modelo sobre esses parametros, porém é necessario realizar mais
experimentos para avaliar a circuitaria hipotalamica, responsavel pelo controle
homeostéatico do comportamento alimentar.

Como discutido anteriormente, a circuitaria hipotalamica contém receptores
para a serotonina e a sua modulacdo pode tanto ativar vias anorexigenas como
anorexigenas. O desenvolvimento de saciedade depende da acdo dessas vias sobre
a modulacédo também de peptideos como POMC e NPY, por exemplo. Os neurénios
gue expressam tais peptideos sdo regulados também por sinais provenientes do
trato gastrintestinal, via distensdo de estbmago e demandas de energia sinalizadas
por hormdnios periféricos (Stanley et al., 2005; Berthoud et al., 2006, Wren e Bloom,
2007 ; Asarian e Bachler, 2014). A expressdo do POMC, que é um neuropeptideo
anorexigeno, aprestou-se reduzida no hipotalamo de ratos adultos apos desnutricdo
perinatal (Orozco-Solis et al., 2009 e aumentou a do NPY (Orozco-Solis et al., 2009;
Rocha et al. 2014), neuropeptideo orexigeno, apds exposicdo a uma dieta
hipercaldrica (Orozco-Solis et al., 2009). Além disso, quando ha estimulacdo aguda
pela dl-fenfluramina os receptores 5-HT1B encontram-se menos responsivos e
favorece uma maior ingestdo (Lopes-de-Souza et al., 2008). Hipotetizamos, que o

tempo de exposicdo como foi diferente desse estudo, que o0 uso cronico a
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antidepressivos estimulem outras é&reas que fazem parte do controle do
comportamento alimentar, como areas hedbnicas na presenca de alimentos
palataveis. E essas circuitarias podem modular areas hipotalamicas envolvidas com
o controle homeostéatico, fazendo assim que ocorra um aumento de peso e de
consumo alimentar. Entretanto estas areas nao foram objetos deste estudo.

Pesquisas demonstram que uma restricdo de dieta pode estimular a sintese
de serotonina, que leva a uma regulacdo positiva de receptores 5-HT1A e de
receptores envolvidos com a hipofagia. Isso pode resultar em comportamentos
ansiosos e supressdo do apetite, quadros estes semelhantes ao que sao
observados em patologias como a anorexia nervosa (Haleen, 2012). Embora esse
perfil de ingestdo foi encontrado em nossos resultados, no grupo desnutrido que
recebeu fluoxetina, o perfil de ansiedade nao foi apresentado e nao foi observado
nenhum traco de tal comportamento, devendo-se a acao ansiolitica da serotonina.
Lanio et al. (1993) demonstrou que apés tratamento com ansioliticos, diazepam e/ou
aprezolam, na vida adulta, ratos desnutridos precocemente foram mais sensiveis a
esse tratamento. Portanto, a serotonina pode favorecer a plasticidade
comportamental nos animais adultos, desnutridos precocemente.

A influéncia direta da ingestdo alimentar sobre funcbes encefalicas revela
mecanismos celulares importantes que podem auxiliar em métodos preventivos e
terapéuticos sobre outras disfuncbes que envolvem a cognicdo. O tempo de
exposicdo a dieta ou restricdo calérica no adulto tem sido descrita por alterar
funcdes celulares no sistema nervoso e pode interferir na vulnerabilidade a lesdes e
surgimento de patologias. Entretanto, essa restricdo na idade avancadas da vida
pode estimular a producdo de novos neurbnios (neurogénese), realcar a
neuroplasticidade que pode modular ndo sé os aspectos do comportamento
alimentar, mas também o0s aspectos cognitivos e pode favorecer a habilidade do
encéfalo de resistir aos danos celulares (Fortdn-Lozano et al.,, 2008). Essa
resisténcia seria proveniente da plasticidade neural, resultante da habilidade das
células a responderem ao estresse oxidativo e metabdlico com a participagédo do
sistema de neurotransmissores, bem como de fatores neurotréficos como o BDNF
frente a uma restricdo dietética (Mattson et al., 2003).

Em contrapartida, a restricdo de dieta na fase perinatal reduz a proliferacéo

celular no hipocampo de ratos adultos, porém nao impede a diferenciacao celular a
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novos neurdnios, componentes que podem favorecer o processos de plasticidade
sinaptica, como a memoria (Matos et al., 2011). Essa plasticidade sinaptica
proveniente de uma restricdo alimentar precoce pode interferir nos niveis de
expressdo de moduladores que participam da circuitaria hipocampal e a serotonina
com seus receptores, principalmente & 5-HT1A estdo presentes em neurbnios
colinérgicos e gabaérgicos nessa area. O hipocampo também, possui eferéncias
serotoninérgicas provenientes do nucleo da rafe que modulam a ansiedade, medo,
memoéria e aprendizagem (Djavadian et al., 2004). Sabe-se que a deplecdo da
serotonina no encéfalo adulto resulta na supressdo da neurogénese no giro
denteado, enquanto a sua elevacdo, aumenta a taxa de neurogénese (Djavadian et
al., 2004). Foi demonstrado em camundongos mutantes para o receptor 5-HT1A
apresentam prejuizos em atividades de aprendizado e memdria, dependentes do
hipocampo, executadas no labirinto aquatico de Morris e no labirinto Y (Sarnyai et
al., 2000).

O prejuizo na plasticidade sinaptica no hipocampo dos animais adultos,
desnutridos precocemente, foi observado tanto nos aspectos celulares como
comportamentais no presente estudo. Contudo, a sensibilidade da circuitaria
hipocampal ficou evidente, nos aspectos moleculares, quando o sistema
serotoninérgico foi estimulado pela fluoxetina. Vale ressaltar que, a desnutricdo
precoce per si ndo provocou alteracdo na expressao dos receptores 5-HT1A e da
enzima MAO-A, nem do BDNF no hipocampo de ratos em idades tardias. Entretanto,
observamos que no teste de reconhecimento de objetos, o grupo desnutrido reduziu
o tempo de exploracdo do novo objeto, apds a sessédo teste, indicando que houve
reducdo de memoria a curto prazo. Esses dados evidenciam que esse tipo de
memoéria de trabalho é modificado pela desnutricdo. Sao raros dados na literatura
cientifica sobre analises no teste de reconhecimento e desnutricdo precoce, porém
os estudos de Carlini et al. (2008), observam que com um restricdo de 50% na dieta
de fémeas adultas, nesses camundongos tiveram prejuizos na memoria de
procedimento.

Por conseguinte, esses individuos encontram-se mais sensiveis as respostas
serotoninérgicas, pois houve alteragdo ndo s6 da expressao do seu receptor quando
da enzima de degradacao, indicando que houve aumento de serotonina no

hipocampo e que pode ser mediado também pelo BDNF, uma vez que também seus
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niveis apresentaram-se aumentados. O aumento observado favoreceu a memoria de
longa duracdo nos individuos adultos, desnutridos no inicio da vida, porém nao
foram mais eficientes que os normonutridos. Uma vez que, o percentual de tempo
explorando o novo objeto foi reduzido em comparacdo ao grupo controle. Esses
dados traduzem que um organismo frente a uma agressao nutricional precoce tem
prejuizos na execucdo do comportamento que se perpetuam ao longo da vida,
mesmo havendo adaptacdes no sistema nervoso e promovendo respostas
funcionais a essa estimulagdo ambiental. O organismo desnutrido mais uma vez,
mostra-se nesse aspecto cognitivo, responsivos a modificacdes na circuitaria, que
envolvem o sistema serotoninérgico e o BDNF; e com isso podem favorecer a sua
adaptacao ao meio.

Embora ndo observamos mudancas na expressdo génica de SHT1A e de
MAO-A de animais desnutridos sem a estimulacao pelo ISRS, na literatura dados de
proteinas mostram que os efeitos da restricdo proteica ndo s6 acomente mudancas
no sistema serotoninérgico no inicio da vida, mas em estagios mais avancados dos
desenvolvimento com ou sem reabilitagdo proteica (Resnick e Morgane, 1984).
Resultados mostram que hipocampo de ratos de 220 dias, que foram submetidos a
restricdo proteica de 6%, apresenta aumento de liberacdo de serotonina no estado
basal e apos estimulacédo dos slices com cloreto de potassio (Chen et al., 1992). A
regulacdo de liberacdo da serotonina envolve ndo s6 os autoreceptores presentes
em neudnios hipocampais (Chen et al., 1992), mas também modula¢do por vias
eferentes gabaérgica e glutamatérgica (Lista et al., 1988). Em desnutridos, estudos
eletrofisiolégicos mostram que h& uma intensidade reduzida do ponto inicial de
estimulacdo das vias perfurantes no giro denteado (Bronzino et al., 1996) e os
neurdnios requerem mais tempo de para responder a estimulagéo (Bronzino et al.,
1996). Nos nossos dados, aumentos na expressdo de componentes do sistema
serotoninérgico, mostraram evidentes apenas apos estimulacdo, vale ressaltar que
observamos a expressdo génica. Diante dessas evidéncias, as respostas pré e pos
transcricionais podem ser diferentes no sistema nervoso de um individuo que sofreu
desnutricdo precoce, revelando a necessade de avaliar em trabalhos posteriores, a
expressdo proteica, bem como avaliar a distribuicdo dessas proteinas em é&reas

hipocampais.
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Os resultados de Wang e Xu (2007), com dieta hipoproteica a 6% no periodo
perinatal demonstram que ha uma diminuicdo da concentracdo dos niveis de BDNF
em adultos jovens, sugerindo que a restricdo proteica precoce pode ser um estimulo
adverso para a atividade em testes de memoria em ratos adultos jovens. O aumento
do BDNF também €& observado em hipocampo de camundongos sob dieta restrita
apenas na vida adulta, resultando em um efeito de neuroprotecdo frente a
excitotoxidade proveniente da estimulacdo demasiada de receptores de cainato no
hipocampo (Duan et al., 2001). Porém, ndo hé& trabalhos na literatura que relatem
como estdo os niveis de BDNF, nem niveis de componentes do sistema
serotoninérgico em idades mais avancadas frente a uma restricdo nutricional
precoce.

Todavia para que ocorra a plasticidade sindptica no hipocampo a sinalizacéo
via BDNF deve ser favorecida. Quando ocorre interferéncias na circuitaria
hipocampal, inibicdo de receptores glutamatérgicos ocorre supressao de niveis
celulares de BDNF, efeito oposto quando utilizam antagonista para 0s receptores
gabaérgicos (Zafra et al., 1991). Bem como, a plasticidade sinaptica dependente de
atividade neural para a inducdo da LTP que esta relacionada com os niveis de
BDNF no hipocampo (Castren et al., 1993; Patterson et al., 1996). O BDNF tanto
age no terminal pré-sinaptico modulando a liberacdo de glutamato como em
neurbnios pos-sinapticos, favorecendo a insercdo de receptores glutamatérgicos
envolvidos no mecanismo celular de memoria (Slipczuk et al.; 2009; Fortin et al.,
2012). Na sinalizacéo intracelular o BDNF promove a ativacdo de vias que envolvem
ERK, CREB e PLCy (Minichiello et al., 2002; Ying et al., 2002). Esses niveis
repercutem sobre o remodelamento de sinapticos e formacdo de espinhas
dentriticas e esses mecanismos de sinalizacao sdo multiplos, que também incluem a
ativacdo de AMPc, de nucleotidos guanina Rac/RhoA (Hale et al., 2011; Ji et al.,
2005; Lai et al., 2012). Além disso, no encéfalo maduro favorece a sobrevivéncia e
crescimento celular (Martinowich e Lu, 2008). Essas evidéncias confirmam as
funcBes essenciais para que ocorra 0 processo celular de memoaria e a deficiéncia
na sinalizagdo resulta em prejuizos cognitivos (Mu et al., 1999; Mizuno et al., 2000).
Retardo de crescimento intrauterino proveniente da desnutricdo gestacional podem
reduzir os niveis de BDNF circulante em animais jovens (Malamitsi-Puchner et al.,

2007; Wang e Xu, 2007; Coupé et al., 2009), porém com 0s nossos resultados em
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idades mais avancadas ndo ha modificacdes. As mudancas plasticas na vida adulta
podem resultar na estabilidade da circuitaria hipocampal que envolvam a sinalizacéo
pelo BDNF em animais que sofreram desnutricAo precoce. Por conseguinte, 0s
dados demonstram que essa maquinaria celular pode ser responsiva quando héa
outros estimulos ambientais, como o farmacolégico, que pode induizir o aumento da
plasticidade sinaptica no sistema nervoso de um individuo que ja foi acometido por
uma injdria. Isso pode favorecer no hipocampo de ratos adultos a sobrevivéncia

celular.

Estudos bioquimicos, eletrofisiolégicos e comportamentais tém proposto que
agentes farmacoldgicos aumentar a sinalizacdo de BDNF com seu receptor TrkB,
dentre eles esta os antidepressivos, além das ampakinas e agonistas de receptores
estrogénicos, resultando assim, na eficiéncia dos comportamentos coginitivos
(Ninan, 2014). Pesquisas sugerem a existéncia de uma retroalimentagcdo de
controles autocrino e paracrino regulando o fendétipo neuronal serotoninérgico sob a
regulacdo positiva do BDNF, indicando a sua participagdo no desenvolvimento
nessas ceélulas (Galter and Unsicker, 2000a, b). A inducédo pelo BDNF do fendtipo
celular serotoninérgico parece estar vinculada a uma regulacdo reduzida mediada
pelo 5-HT1A, que ir4 resultar em um aumento da producdo de AMPc e
conseqguentemente aumentara niveis intracelulares de triptofano e liberacdo da
serotonina na fenda sindptica (Galter and Unsicker,2000a, b). Experimentos com
microdialise em ratos adultos revelaram que niveis de serotonina extracelular séo
reduzidos apds injecdo intra-hipocampal de BDNF. Essa efeito pode ser resultado de
aumento da captacdo da serotonina pela SERT (Benmansour et al., 2008). Outros
observaram que ha uma superexpressdo de SERT acompanhado de niveis
reduzidos de serotina basal (Jennings et al., 2006). Resultados também mostram
gue camundongos modificados geneticamente para o BDNF apresentam diminuicao
da capacidade de recaptura de serotonina e seus niveis basais aumentados no
hipocampo de ratos (Guiard et al., 2008). Além disso, o tratamento crénico com
antidepressivos ativam rapidamente os receptores do BDNF (Rantamé&ki et al.,
2007). Entretanto pouco sabe-se sobre os mecanismos celulares de controle do

BDNF sobre o sistema serotoninérico.
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Essas evidéncias reforcam nossa hipotese que a responsividade das
neurdnios hipocampais dos desnutridos foram ativadas pela serotonina e que essas
células podem ter a modulacdo pelo BDNF, uma vez que os niveis de expressao
aumentaram para todos esses componentes neurais. Essas respostas refletiram
sobre a memodria de longa duracdo. Porém é necessério investigar a cascata de
sinalizacdo envolvida nesse processo de plasticidade sinaptica, bem como avaliar
outros comportamentos. Dessa forma, poderd auxiliar na compreensdo de
mecanismos integrados em um cérebro acometido por uma ma nutricdo no inicio da
vida. Como também, futuramente pode-se obter dados importantes para tracar
alternativas preventivas e terapéuticas para que auxiliem o tratamento de patologias
na idade adulta, como distlirbios de humor que sdo associados com distUrbios

alimentares, e que também podem ter origem no inicio da vida.
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8 CONCLUSAO

A desnutricAo proteica precoce provoca modificacdes a longo prazo,
reduzindo o perfil de reducdo de peso até a idade adulta, provoca hiperfagia e
retardo de saciacdo no comportamento alimentar. Além disso, altera a memoéria de
procedimento. Esses modificacdes nesses individuos adultos, que foram desnutridos
no inicio da vida, sdo revertidas pela estimulacdo crénica ao sistema
serotoninérgico, apresentando-se com uma maior responsividade tanto
comportamentais e moleculares.

Portanto, essas evidéncias sugerem que o estimulo do inibidor seletivo de
recaptura ativou o sistema serotoninérgico, que repercutiu sobre a plasticidade
sinptica hipotalamica e hipocampal, elevando a expressdao do BDNF nos animais
adultos desnutridos precocemente. Assim, essas alteragbes podem interferir no
controle homeostatico do comportamento alimentar, como também pode favorecer

processos de memaria nesse organismo.
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Oficio n® 603/13

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.* Sandra Lopes de Oliveira

Departamento de Anatomia — CCB
Universidade Federal de Pernambuco
Processo n°® 23076.023433/2013-88

Os membros da Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Programagéo fetal e desnutrigio perinatal: efeitos
da estimulagdo do sistema serotoninérgico sob aspectos moleculares da
memoria e comportamento alimentar de ratos adultos.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagéo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s3o
adotadas como critérios de avaliagéo e julgamento pela CEUA-UFPE.

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

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais: biotério de criagdo do Atenciosamente,
de Nutricdo; Animais: ratos; Linhagem:

¢ Whhr‘ Idade: 90dias; Peso: 200-350g; Sexo: machos e
[ fémeas; N° total de animais: 80. ‘
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