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RESUMO

Introducdo: Evidéncias experimentais anteriores mostram querela ambientais ou
farmacoldgicos, como o exercicio fisico e a flumatreduzem a velocidade de propagacéo
da depresséao alastrante cortical (DAC) em ratostu@o, o tratamento com 10 mg/kg/d s.c.
de fluoxetina foi menos eficiente em antagonizadAC, quando comparado com doses
maiores.Objetivos: No presente trabalho foi inicialmente avaliadamsexercicio em esteira
poderia potencializar o efeito daquela dose de x#tina em ratos adultos jovens.
Adicionalmente, conhecendo-se a influéncia do estadricional no inicio da vida sobre a
propagacao da DAC, foi observado se o efeito daqrueghbinacéo poderia ser modulado pela
hipernutricdo no periodo de aleitameriateriais e métodos:Os animais foram separados
em grupos que receberam, por gavagem, 10 mg/kgildalestina ou agua destilada (grupos
F e A, respectivamente) por 21 dias. Metade dosiari de cada situacdo acima realizou
exercicio em esteira (grupos E) e a outra partesedexercitou (grupo sedentario; S) no
mesmo periodo. Aos 40 e 60 dias de idade foranzaeals medicdes murinométricas e aos
61-81dias de vida, foi registrada a DAC. Os mesprosedimentos descritos acima foram
realizados com animais que receberam durante acértdieta hipercalérica/hiperlipidica
manipuladas pela Rhoster® (grupos H) ou dieta noahdoica/normolipidica manipuladas
pela Rhoster® (grupos N), para comparacdo comugmgrH. Metade dos animais N também
realizou o protocolo de exercicioResultados: Nossos resultados mostraram que em
condi¢cbes nutricionais padrédo de lactacdo, o gfepaapresentou reducdo significativa de
ganho de peso, porém nao houve diferenca sigivécantre os grupos sobre 0s outros
parametros murinométricos avaliados. A hipernuitricdha lactacdo aumentou
significativamente o peso corporal, as circunfe@ndtoracica (CT) e abdominal (CA) e o
indice Lee dos animais aos 40 dias de vida. Aodié®, as CA e CT permaneceram
aumentadas nos animais H. O exercicio diminuiu @Agrupo H comparados com 0 seu
controle sedentario. Nos animais hipernutridosluaxetina reduziu, enquanto o exercicio
aumentou a quantidade do tecido adiposo retropeaio Nossos resultados também
mostraram que o exercicio fisico, bem como a fltinagisoladamente, reduziu a velocidade
de propagacdo da DAC tanto nos animais normonsgtridomo nos hipernutridos. Nos
normonutridos, a associacdo exercicio fisico + x@tima potencializou a reducdo da
velocidade da DAC. A hipernutricdo no aleitamenimantou a velocidade de propagacao da
DAC, mas ndo impediu o efeito antagbnico das duagweis ambientais sobre a DAC.
Concluséo: Nossos resultados fortalecem os achados de gagadoenutricional precoce, o
exercicio fisico, e a fluoxetina, todos afetammcfanamento eletrofisioldgico cerebral.

Palavras chave:Depresséo Alastrante Cortical. Exercicio fisiclmoketina. Hipernutricao.
Parametros murinométricos.



ABSTRACT

Introduction: Previous experimental evidence shows that enviemtah or pharmacological
factors, such as physical exercise and fluoxetatice the propagation velocity of cortical
spreading depression (CSD) in rats. However, treatrwith 10 mg/kg/d s.c. fluoxetine was
less effective in antagonizing CSD, when comparét higher dosesAims: In the present
study, it evaluated initially whether treadmill egise could potentiate the effect of that dose
of fluoxetine in young adult rats. Additionally, Bynowing the influence of nutritional status
early in life on the CSD features, it observedvéwnutrition during lactation could modulate
the association abovéVaterials and methods: Animals from standard Lab chow diet
condition, received either fluoxetine (10 mg/kg/day gavage) or distilled water (groups F
and W, respectively) for 21 days. Half of the arlsria each diet condition ran on treadmill
(group exercised; E) and the other half did notrage (group sedentary; S) on the same
period above. Body parameters were obtained ahd®@ days of life and CSD was recorded
at 61-81 days. Animals, which mothers receivedrdutactation high caloric and fat diet by
Rhoster® (groups H), underwent the same approaatesbove described. Another fifteen
animals were from mothers that received duringaldmh a normocaloric and normolipidic
diet by Rhoster® (group N), in order to comparegtoups H. Half of animals N also
performed the exercise protoc®esults: Our findings show that in standard nutritional
lactating condition, FE group had significant retitut in weight gain, but there was no
significant difference between the groups on theobody parameters evaluated. The over-
nutrition in lactation increased significantly bodyeight, thoracic circumference (TC),
abdominal circumference (CA) and Lee index of thienals at 40 days of life. At 60 days of
life, TC and AC remained increased in animals Hysiial exercise reduced AC in the group
H. In the over-nourished animals, fluoxetine redljaghile exercising increased the amount
of retroperitoneal adipose tissue. Our results alsowed that physical exercise as well as
fluoxetine reduced the CSD velocity in both wellinshed and over-nourished animals. In
well-nourished animals, the combination physicareise+fluoxetine enhanced the reduction
on CSD velocity. The over-nourishment increasedvidiecity of propagation of CSD and did
not impaired the antagonistic effect of those twavienmental variables on CSD.
Conclusion: Our results support the findings that early nigmial status, exercise, and
fluoxetine, all affect the brain electrophysiolagjiéunctioning.

Keywords: Cortical spreading depression. Physical Exeréikeoxetine. Overnutrition. Body
parameters.
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1. APRESENTACAO

A serotonina (5- hidroxitriptamina; 5-HT) € amplamie distribuida no sistema
nervoso central, onde funciona como neurotransmesgteuro-hormonio. Essa monoamina
atua em diversas fun¢des no organismo, tais coomirate do ritmo circadiano, nocicepgao,
secrecdo hormonal, alimentacdo, comportamento kexumor, entre outros (CIRANNA e
CATANIA, 2014).

Alguns estudos mostram que niveis diminuidos deeseotransmissor podem estar
envolvidos com doencas psiquicas, como a depre¢SEHARP e COWEN, 2011;
CRESCENZO et al., 2014). Assim, alternativas téudipas que visam reverter ou atenuar
aquela alteracao incluem a utilizagdo de drogasagmeentam a concentracdo de 5-HT na
fenda sinaptica, agindo através da inibicdo seletla recaptacdo de serotonina (ISRS).
Dentre essa classe de medicamentos esta a fluax@iiONG, PERRY e BYMASTER,
2005).

O aumento da disponibilidade de 5-HT, por sua pede amplificar suas acdes em
seus multiplos receptores nas varias regides @selNo cortex, por exemplo, a fluoxetina
foi capaz de reduzir a excitabilidade (AMANCIO-D@®NTOS et al., 2006).
Adicionalmente, algumas pesquisas demonstraranesgeeaumento da 5-HT parece também
promover a reducdo do apetite em humanos e em isnéxperimentais (GUIMARAES et
al., 2006; LEIBOWITZ, WEISS e SUH, 1990).

Além do uso de medicamentos, medidas comportames@ta utilizadas para melhorar
0S niveis cerebrais de serotonina, dentre elaseccieio fisico (BECKMAN e SANTOS,
2013). Sua pratica parece aumentar a neuroplaslieicem varios locais do sistema
serotoninérgico central (GREENWOOD e FLESHNER, 20Rbemais, € sabido sobre os
beneficios do exercicio fisico para a qualidadeida (TAIROVA E DE LORENZE, 2011).
Experimentalmente, o exercicio fisico foi capaz atenuar as alteracbes dos padrdes
bioguimicos e murinométricos de roedores alimergadmm dieta hipercalérica e
hiperlipidica (ESTADELLA et al., 2004) e ainda atan novo ganho de peso (HIGGINS et
al., 2011).

O incentivo ao exercicio fisico para emagreciméao se tornado bastante relevante,
devido a0 aumento da prevaléncia global da obesidaex$ paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (SIKORSKI et al., 2011). Véarios eatps podem estar envolvidos com a
epidemia da obesidade, por exemplo, fatores gesétimas também fatores ambientais.
Nesse ultimo, destaca-se a abundéancia de alimpalaveis de baixo custo associado com a
diminuicdo da atividade fisica (FRENCH, STORY e BERY, 2001; SIKORSKI et al.,
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2011). A obesidade provocada através de dietalipijuiica em ratos também parece estar
relacionada positivamente com alteracdes na atleidia 5-HT em areas cerebrais envolvidas
com humor (PAPAZOGLOU et al.,, 2015). Adicionalmente uso de medicamentos que
atuam sobre o sistema serotoninérgico, como os,I8R&nciam o humor (STUNKARD,
FAITH e ALLISON, 2003).

Pode-se perceber que tanto o exercicio fisicaptqua tratamento farmaolégico com
fluoxetina, sdo capazes de ativar o sistema sengi@ico (WEN et al., 2014). Entretanto, os
efeitos decorrentes da interacdo de ambos requeresalarecimento maior. Diante do
exposto, o presente trabalho objetivou compreesder efeito de uma dose subefetiva de
fluoxetina pode ser potencializado pela praticaxkrcicios fisicos em ratos adultos jovens.
Adicionalmente, € bastante reconhecida a vulnedabié do sistema nervoso a insultos
ocorridos no periodo perinatal (MORGANE et al., 39%em como tem sido descrita a
influéncia da dieta materna no desenvolvimento Hesidade na fase adulta (BAYOL,
FARRINGTON e STICKLAND, 2007). Assim, nesse tralmtambém investigamos o efeito
da combinacdo do exercicio fisico com a fluoxe@naratos adultos cujas méaes receberam
dieta hipercaldrica e hiperlipidica no periodo algdcdo. Para tanto foi utilizado o modelo da
“depressao alastrante da atividade elétrica cdittioa simplesmente “depresséo alastrante
cortical” (DAC) (LEAO, 1944).

O fendmeno eletrofisiolégico da DAC ocorre quardoortex cerebral é estimulado
por agentes quimicos, fisicos ou mecanicos; e stnsia diminuicdo (“depresséo”) da
atividade elétrica do tecido cerebral que se prapdalastrante”) de forma concéntrica e
reversivel (LEAO, 1944). Ele vem acompanhado poa wariacéo lenta de voltagem (VLV),
que se apresenta como uma onda de forma bem @efeuch caracteristica do tipo tudo-ou-
nada, que expressa com clareza o inicio e o fifieni@meno. Por essa razéo, a VLV é muito
utilizada para calcular a velocidade com que a D#«C propaga pelo tecido nervoso
(GUEDES, ROCHA-DE-MELO e TEODOSIO, 2004). A assg@éia das trés variaveis,
hipernutricdo, exercicio fisico e o tratamento dturaxetina, sobre a eletrofisiologia cerebral
ainda nao foi investigada. Por isso, este tema®&abi@ relevante no que concerne a possiveis
terapias no combate a depressdo, obesidade, bem &@&ocompreensdao dos mecanismos
eletrofisiologicos cerebrais subjacentes a estédqupas. Considerados juntos, todos esses
aspectos tornaram o desenvolvimento desse estudcademotivador.

Os resultados da presente investigacao estdao oengich dois artigos originais. O
primeiro foi publicado na revista “European Jourmdl Pharmacology”, intitulado de

“Physical exercise versus fluoxetine: Antagonistifects on cortical spreading depression in
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Wistar rats”. O segundo foi submetido a revista “Neuroscierm®h o titulo de'Physical
exercise and/or fluoxetine attenuate the facilitagtiect of high fat diet exposure on cortical

spreading depression in rat offspring”
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia do exercicio fisico no tratamento @ obesidade e no funcionamento
adequado do sistema nervoso

O exercicio fisico é compreendido como toda atdlédfisica planejada, estruturada e
repetitiva (CASPERSEN, POWELL e CHISTENSON, 198Burante sua execugao,
geralmente, operam todos os trés sistemas dedrénsfa de energia: o sistema fosfagénio-
fosfato de creatina (ATP-CP), o sistema glicolitico do éacido lactico e o aerbbico
(MACDARLE et al., 2008).

As atividades fisicas rapidas contam quase exeomwte com a energia “imediata”
gerada pelo fracionamento dos fosfatos de altagenarmazenados nos musculos. A medida
que o exercicio progride, a maior parte da enaigida € gerada através das vias anaeroébicas,
utilizando-se o sistema de energia em curto prgizeglise, com formacdo subsequente de
acido lactico. Com o prolongamento do tempo deddsier, 99% da demanda energética sao
gerados pelo metabolismo aerobico (MACDARLE et2008).

Os beneficios do exercicio fisico estdo nos aspeetacionados aos seus efeitos agudos
e cronicos sobre a mobilizacao e utilizacdo dewas] contribuindo com o emagrecimento
(TROMBETTA, 2003). Além de influenciar diretamerdegasto caldrico, a atividade fisica
mantém o metabolismo aumentado por um longo periagds a sua execucgado
(TROMBETTA, 2003). Por conseguinte, as respostselfigicas do exercicio fisico sobre a
obesidade podem ser alcancadas com intensidada, Ibadderada ou alta, indicando que a
manutencdo de um estilo de vida ativa € o0 mais litapte para evitar o desenvolvimento
dessa doenca ou suas consequéncias (CIOLAC e GUNESR 2004; MARCON, GUS e
NEUMANN, 2011; REGNAUX et al., 2015).

Além da reducéo de peso, 0 exercicio parece bointgpara o controle do diabetes do
tipo 2, da resisténcia a insulina, da hipertensderial e da dislipidemia, todos esses
relacionados com a obesidade (TEODORO et al., 2BO3OA et al., 2014; MILIONI et al,
2014; KESHEL e COKER, 2015). Experimentalmentexereicio fisico foi capaz de atenuar
as alteracdes dos padrbes bioquimicos e murinaogtde roedores alimentados com dieta
hipercalorica e hiperlipidica (ESTADELLA et al.,@) e ainda atenuar novo ganho de peso
(HIGGINS et al., 2011).

Para o tratamento da obesidade € necessario gast@ @nergético seja maior que o
consumo energético diario. Neste sentido, tem d&fnonstrado que mudanca no estilo de
vida, através da prética de exercicio fisico e ueacfio alimentar € o melhor tratamento
(CIOLAC e GUIMARAES, 2004; KESHEL e COKER, 2015).iAclus&o do exercicio fisico
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melhora os resultados de programas de reducaostedgelongo periodo, pois eleva a taxa
metabolica de repouso (TMR) ap0és a sua realizgagdo,aumento da oxidacdo de substratos,
niveis de catecolaminas e estimulacdo da sintesiga (HORTON, 1985). A maior
oxidagdo de substratos ocorre principalmente pefoeato da atividade da enzima lipase
horménio sensivel (enzima responsavel pela maidilimacdo de lipidios no tecido adiposo)
e pelo aumento da densidade mitocondrial, poteparalo a oxidacdo de lipidios e
favorecendo assim o emagrecimento (TROMBETTA, 2003)

O exercicio fisico, tanto em seres humanos comaarimais experimentais, parece
atuar em outros sistemas corporais, como o sisteemaoso (KNAEPEN et al., 2010;
JACOTTE-SIMANCAS et al., 2015). Por exemplo, foisebvado que a pratica de exercicios
fisicos traz beneficios a manutencéo da integridadebral, produz angiogénese e aumenta a
densidade das conexdes dendriticas (PYSH e WEKES, GAO et al.,, 2014; JACOTTE-
SIMANCAS et al.,, 2015). Ele também tem sido relaeido com o aprimoramento da
aprendizagem e memaria, processos cognitivos askisxca neurogénese cerebral (RADAK
et al., 2001).

Vérias hip6teses tém sido sugeridas para explicarefeitos neurofisiolégicos
decorrentes da prética de exercicios fisicos. Peritrs, destacam-se alteragbes nos niveis de
neurotransmissores; ativacdo da acao de neura@spfaumento da vascularizagéao, dos niveis
de proteinas sinapticas (sinapsinas e sinaptasisM@YNMAN, et al. 2006), do nimero de
receptores glutamatérgicos (FARMER, et al. 200gfipailacdo de neurogénese hipocampal
(VAN PRAAG, 2008; HAMILTONe RHODES, 2015) e regeneracéo axonal (ZHANG et al.,
2014).

O exercicio fisico também se relaciona positivament sistema serotoninérgico
(WANG et al., 2013). Por exemplo, 0 exercicio emeies por uma hora estimulou a liberacéo
de serotonina no hipocampo em ratos em jejum (MEEUSt al., 1996). Em outro estudo,
foi verificado que os efeitos do exercicio fisiabie 0 sistema serotoninérgico podem ser
superiores que os de drogas utilizadas para aumesitaiveis desse neurotransmissor no
cérebro e tratar doencgas psiquicas, como a fluex@VEN et al., 2014). Entretanto, ainda ha
muito a ser esclarecido quanto aos beneficios drcieko fisico sozinho ou combinado com

uso de medicamentos sobre o sistema nervoso.
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2.2 Sistema serotoninérgico e fluoxetina: relacdmm a obesidade e sistema nervoso

A serotonina (5- hidroxitriptamina; 5-HT) é um newasmissor produzido nos nucleos
da rafe do tronco cerebral e formam o sistema mtienmais complexo do cérebro humano
(CHARNAY e LEGER, 2010). Os neurdnios serotoninéogiestio entre os que nascem mais
precocemente no sistema nervoso central e a pdfdce atuar como um fator neurotrofico
que participa do crescimento e desenvolvimento idierea serotoninérgico e de outros
sistemas neurotransmissores cerebrais (BERUMEN, &04.2). Essas evidéncias séo claras,
uma vez que os neurbnios serotoninérgicos se projpara uma grande variedade de regides
do sistema nervoso central, incluindo medula esposebelo, cortex frontal, hipotalamo,
hipocampo e estriado (BEST, NIJHOUT e REED, 20Edyretanto, no cérebro, os maiores
niveis de 5-HT sdo encontrados no complexo nudeeral e mediano da rafe (SGHENDO e
MIFSUD, 2012).

A 5-HT no cérebro é sintetizada a partir do amimmcessencial L-triptofano
(FERNSTROM, 1983). E produzida e estocada em Viesiowa area pré-sinaptica e, apos o
surgimento de um potencial de acdo, € liberadaimapse, onde pode interagir com
receptores pré e pos-sinapticos (SGHENDO e MIFS2Y). Alteracdes nesse sistema de
transmissdo estdo relacionadas com varias disfang@eno por exemplo, obesidade e
depresséao psiquica (BELLO e LIANG, 2011; SHARP aNEN, 2012).

A relacdo da 5-HT com a obesidade advém do fatqu#eessa amina é o principal
neurotransmissor modulador do apetite e um agamieético potente. Adicionalmente, a
administracédo de dieta hiperlipidica em ratos edt&cionada com alteracfes na atividade da
5-HT (PAPAZOGLOU et al., 2015). Nesse sentido, sdbese que ha um numero
consideravel de projecdes neuronais serotoninérgieade os nudcleos da rafe até os nucleos
hipotalamicos (paraventricular e arqueado) (CHURRU& al., 2004) é possivel que
alteracOes genéticas ou induzidas por dieta naeigansmissao sinaptica nucleos de rafe-
hipotalamo podem desempenhar um papel importangeesenvolvimento e perpetuacédo da
obesidade (BELLO e LIANG, 2011; NASCIMENTO et &Q15).

Com relacéo a depressao psiquica, estudos mostrarhdguma forte associacao entre
diminuicdo da funcéo da 5-HT e estado depressiud@goem como maior vulnerabilidade a
depressdo (BHAGWAGAR, WHALE e COWEN, 2002; SHARE®WEN, 2011). Nesses
casos, 0 mecanismo que tem sido sugerido envolteragbes relacionadas com o
transportador de 5-HT (SERT), o qual é responsped recaptacdo da amina na fenda
sinptica (BEST, NIJHOUT e REED, 2010; KAMBEITZ ©M/ES, 2015; OLIVIER, 2015).
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O processo de recaptacao promove a reabsorcaonaepre-sinatica do neurotransmissor e
tem funcédo regulatéria (OLIVIER, 2015). No entartabe ressaltar que, essa doenca nao €
determinada apenas pela forma e atividade dessest@s neuronais, podendo ser resultado
de uma interacdo entre insulto ambiental e fatayeséticos (CASPI et al., 2002;
NORDQUIST e ORELAND, 2010).

A provavel participacdo da 5-HT nos mecanismosaadntes a obesidade e depresséo
incentivou o desenvolvimento de drogas que estimwaneurotransmissao serotoninérgica,
como a fluoxetina (MACGILLIVRAY et al., 2012; SUN al., 2015). Esta pertence a uma
classe de medicamentos conhecidos como inibid@lesiv®s da recaptacdo de serotonina
(ISRS), cujo mecanismo de acao principal é o aumndatdisponibilidade daquela amina na
fenda sinaptica (HIEMKE e HARTTER, 2000).

Estudos com humanos e animais experimentais mosgas 0 aumento da
disponibilidade cerebral de serotonina (5-HT) preenoeducéo de apetite (LEIBOWITZ,
WEISS e SUH, 1990; GUIMARAES et al., 2006). A flabixa parece agir diretamente no
tecido adiposo, dimuindim vitro 0 acimulo de gordura através da inibicdo da erelgao e
diferenciac@o das células-tronco derivadas dedeaitiposo (SUN et al., 2015). Em animais
geneticamente obesos, o tratamento com 10 mg/kgampduas semanas, reduziu a ingestao
alimentar, o peso e a gordura corporal total (CHURR et al., 2004). Postula-se que esse
efeito da fluoxetina seja devido a diminuicdo dacado neuropeptideo Y (NPY) no nucleo
paraventricular do hipotalamo, local em que o NPYodpz efeitos hiperfagicos
(GUTIERREZ et al., 2002). No tratamento da depm@ssafeito antidepressivo da fluoxetina
€ decorrente do bloqueio da recaptacdo de 5-HEmdafsinaptica, 0 que promove aumento
da disponibilidade neuronal daquela amina (OLIVIE&]15).

Entretanto, o tratamento com ISRS apresenta unolpegodo de laténcia até o inicio
de sua eficacia terapéutica (SHARP e COWEN, 20aAd¢mais, provoca efeitos adversos,
muitas vezes mal tolerados, como ansiedade, insgumi& comprometem a aderéncia ao
tratamento (SHARP e COWEN, 2011). Assim, se exerdisico, reconhecidamente um
ativador do sistema serotoninérgico, reforcar @efio tratamento com ISRS, a combinacao
desses fatores farmacolégico e comportamental gserégaestratégia simples e de baixo custo
no combate aos transtornos depressivos. Isto @odera relevancia ainda mais expressiva na

vigéncia de obesidade/hipernutricao.
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2.3 Efeitos metabdlicos e cerebrais da hipernutrighmaterna no periodo perinatal

A condicdo nutricional é um fator ambiental quduehcia de forma importante o
crescimento e o desenvolvimento do organismo (PEDRA QUEIROZ, 2011). Esta
participacdo se inicia ainda em fases tenras da, \dé forma indireta, através da mae
(VALLE, DURCE e FERREIRA, 2008).

A nutricéo fetal é influenciada pelo tamanho e cosigio corporal, bem como pela
dieta materna. O desequilibrio de nutrientes, aléntontribuir para o desenvolvimento de
obesidade, diabetes e doencas cardiovascularesE8¥R al., 2012), se persistente, durante
o periodo fetal e inicio do pds-natal, pode inftiande forma permanente o crecimento, a
estrutura e 0 metabolismo de seus descendentesL(FA112; LECOUTRE e BRETON,
2015).

Segundo a definicdo de Origem Desenvolvimentist&alade e Doenca, experiéncias
ambientais individuais no Utero e durante o dedeimaento precoce podem afetar a saude e
a susceptibilidade a doenca nas fases postericmevidh nos descendentes (GAGE,
MUNAFO e DAVEY SMITH, 2016). Por exemplo, a subriglio ou excesso nutricional
maternos parecem modificar alguns marcadores eftigen, afetando a expressao génica e
as adaptacOes fisiologicas ao ambiente nos seumrtkEntes (CHAVATTE-PALMER,
TARRADE e LEVY, 2012; CHANGO e POGRIBNY, 2015). Estonceito é suportado por
evidéncias em humanos que relacionam o cresciniefatotii e a nutricdo com a saude na
fase adulta, e por experimentos em animais queramospor exemplo, que a sub e hiper-
nutricdo materna, durante a gravidez, podem conduzalteracbes no metabolismo e
composicao corporal na prole adulta (SINCLAIR et2007; NIGHTINGALE et al., 2015).

Em se tratando de desequilibrios nutricionais matereles podem ocorrer ou por
insuficiéncia no consumo de energia e/ou nutriedi@snde para o feto ou por excesso
nutricional, ou seja, por consumo elevado de aliosemicos em gorduras e/ou energia
(FRENCH, STORY e JEFFERY, 2001; LECOUTRE e BRETQ2015). Essas duas
condi¢des nutricionais, quando ocorrem no periagnatal podem programar obesidade no
desenvolvimento da prole em roedores (SPENCER,;2BROUTRE e BRETON, 2015).

Com relacdo a obesidade, esta é definida como dcudsi gordura anormal ou
excessivo que pode prejudicar a saude e sua pmeialém todo o mundo mais do que
duplicou entre 1980 e 2014, atingindo mais de 6U0d®as de adultos (WHO, 2015). Sua
etiologia é devido, principalmente, ao desequititentre a ingestdo e o gasto de energia,

resultando no aumento da massa de tecido adipBFNEO et al., 2012). As consequéncias
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dessa patologia, que incluem diabetes tipo 2, t@psfio e doenca cardiaca isquémica,
representam um 6nus enorme para o sistema de GdOWIE et al., 2009). E importante
mencionar que, em 2014, 39% das pessoas com l8oanmsis estavam acima do peso e
13% da populacdo mundial adulta eram obesos, dE&s¥¢®ram mulheres (WHO, 2015).

Os problemas com a obesidade materna estdo bermeotados. Além do aumento
na incidéncia de diabetes gestacional, pré-eclampsis taxas de cesariana, estes efeitos
podem ser transmitidos para os descendentes, tm+tEn susceptiveis a obesidade e
sindrome metabdlica na idade adulta (efeitos temasgpnais) (HOWIE et al., 2009). Essas
consequéncias sao apoiadas por dados de estudosrextais em animais, que sugerem que
a hipernutricdo materna programa o risco de obésidia prole com influéncia no apetite,
metabolismo e niveis de atividade (OKEN, 2009).

Dentro do contexto sobre a relagédo entre a hipeciot materna e desenvolvimento
de obesidade na prole, podemos salientar que magg®s nutricionais durante a lactacéo
influenciam fortemente o fendtipo metabdlico dalgr® periodo de aleitamento coincide
com o periodo de maxima adipogénese em roedoresaglificacdo da ingestao de leite por
filhotes oriundos de pequenas (supernutricdo) @ndgs ninhadas (desnutricdo) tem sido
amplamente utilizada para investigar alteracbesdasenvolvimento do tecido adiposo
(LECOUTRE e BRETON, 2015). Além disso, € sabido gusomposicao do leite pode ser
alterada de acordo com o tipo de alimentacdo naa@iiNOCO et al., 2007). Foi observado,
por exemplo, altas concentragdes de proteinasskettrigliceridios no leite materno de ratas
que consumiram dieta hiperlipidica e essas mogiies parecem ter sido responsaveis pela
inducéo da hipernutricdo da prole (FRANCO et &@12). Adicionalmente, foi observado que
dentre a exposicao pré ou pos natal a este tipdgethes, o periodo da amamentacao foi mais
critico para determinar as consequéncias metaBdaiosdescendentes (SUN et al., 2012).

Dentre os mecanismos metabdlicos relacionados c@mgramacao decorrente da
hipernutricdo perinatal, pode-se mencionar hipénemia e hiperinsulinemia dos filhotes, os
quais foram associados com maior ganho de pesipesathde (HOWIE et al., 2009). Esses
efeitos foram encontrados mesmo na auséncia desexde peso materno, sugerindo efeito
especifico da gordura saturada no metabolismo @a FRANCO et al., 2012). A leptina é
descrita como um fator neurotréfico envolvido nasgitidade e regulacdo dos circuitos que
regulam o apetite (FERNANDES et al., 2013). Marmagbkes nutricionais podem produzir
alteracdes em longo prazo na sensibilidade dankemtd hipotalamo devido a alteragbes na
expressdo de mRNA, na localizagdo do receptor mabmama plasmatica e/ou na sinalizacéo

do receptor de leptina, resultando em diferentegosf sobre a capacidade dos descendentes
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desenvolverem ou resistirem a obesidade (PATTER&QIN, 2010). Com relacéo a insulina,
achados mostram que ratos alimentados por maesegaberam dieta hiperlipidica na
lactagdo apresentaram resisténcia a insulina éeiatia a glicose, ou seja, a obesidade
materna pode resultar edownregulationdo transportador de glicose (GLUT4) no musculo
esquelético na prole (SIMAR et al., 2012; VOGTlet2014).

A hipernutricdo no inicio da vida parece tambémnpeer alteracdes cerebrais na
prole (REYNOLDS et al., 2015). O consumo maternoddsta hiperlipidica reprograma
permanentemente o sistema de apetite hipotalarfasorecendo precursores orexigenos
(neuropeptidio Y; NPY) e reduzindo os precursomsrexigenos (pro-opiomelanocortina -
POMC) com consequente hiperfagia em ratos avaliddoante o periodo do desmame até a
fase adulta (BRETON, 2013). Em contraste com asssaumanos, o desenvolvimento destes
neurocircuitos hipotalamicos em roedores ndo est&lgida no momento do nascimento,
mas continua até a terceira semana de vida pos{NQ&T et al., 2014). Ou seja, a saude
materna prejudicada devido a exposicao da méae ambrente nutricional desfavoravel, pode
alterar a expressao de genes de neuropeptideamearamde células neuronais hipotalamicos,
bem como diminuir a formacéo de projecoes axonpdmicas (VOGT et al., 2014).

A leptina e a insulina também participam das ajfé@a neuronais decorrentes da
hipernutricdo materna. A leptina tem sido consideraomo um fator trofico critico que
influencia o desenvolvimento de projecdes hipotatas; o qual continua durante o
aleitamento (SUN et al., 2012). Alteracbes nos @aslde secrecdo desse hormonio (excesso
ou deficiéncia) durante o periodo perinatal podeasimnar efeitos no desenvolvimento do
hipotalamo (LECOUTRE e BRETON, 2015). A hipernuiogna lactacéo atraves de dietas de
cafeteria ou ricas em frutose sugere resisténciaatex leptina (ALZAMENDI et al., 2010).

A hiperinsulinemia e a resisténcia a insulina resiiés de dietas hiperlipidicas no periodo
perinatal resultou em aumento da sinalizagdo ddif@sneuronal, através da sua atuac¢do no
eixo hipotalamo-tecido adiposo (LECOUTRE e BRETQN]5).

O excesso de gordura corporal, por sua vez, estdciado com atrofia cerebral
generalizada e regional, bem como mudancgas naasebsbranca, sugerindo, portanto, que a
obesidade abdominal e a gordura visceral sdo iepes determinantes da associagao entre
excesso de gordura corporal e menor volume cerebraddultos de meia idade (DEBETTE
et al., 2010; DRISCOLL et al., 2012). O excess@eko ainda alteram respostas neurolégicas
de areas do cortex cerebral, como a diminuicddidacdo do cértex pré-frontal dorsolateral

esquerdo, quando comparados a individuos nao oflelSat al., 2009).
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Estudos com animais de laboratério mimetizam egperas alimentares de humanos
através da administracdo de dietas hiperlipidi¢as Ripercaldricas, as quais resultam em
obesidade, alterando padrdes murinométricos e dietab em ratos, mesmo quando
ofertadas durante curto periodo de tempo (ESTADEELAI., 2004; TORRES-LEAL et al.,
2011; RHEE, PHELAN e MCCAFFERY, 2012). Adicionalnbena exposicao indireta a estas
dietas em periodos criticos de desenvolvimento,ocam gestacdo e lactacdo, € capaz de
modificar as caracteristicas sensoriais da prole animais obesos na fase adulta (BAYOL,
FARRINGTON e STICKLAND, 2007; HOWIE et al., 200908l et al., 2012).

O entendimento da origem fetal da obesidade é itaupkay;, pois 0 excesso de peso,
além de aumentar o risco de enfermidades cronies relacionado com alteracdes
psiquicas, especialmente a depressdo na infaraialescéncia (MANCINI e HALPERNL,
2006; MCCLURE et al., 2012). Logo, fazem-se nea&sanedidas de intervencdo que
visem tanto a melhoria dos padrdes fisicos, mataisde funcionais, bem como dos sintomas
depressivos. Dentre estas, estdo o0 exercicio fsiem alguns casos, o uso de medicamentos
como, por exemplo, a fluoxetina (MANCINI e HALPERNROO6; MARCON, GUS e
NEUMANN, 2011; SUN et al., 2015). Ambas as situa;@xercicio fisico e administracédo
de fluoxetina, reduzem também a neuroexcitabilidamfgcal, analisada através do fenémeno
da Depressdo Alastrante Cortical (AMANCIO-DOS-SANT @t al., 2006; MONTEIRO et
al., 2011).

2.4 Depressao Alastrante Cortical: estudo da excitdidade neuronal

O fendbmeno da Depressédo Alastrante Cortical (DAC)éscoberto e descrito pela
primeira vez por um pesquisador brasileiro, Aresidhzevedo Pacheco Ledo (1944), quando
realizava estudos sobre a epilepsia experimerdasuperficie do cortex cerebral de coelhos
anestesiadogle observou que quando o cortex cerebral era @lstiltn por agentes quimicos,
fisicos ou mecanicos, surgia uma diminuicdo (“degfie”) da atividade elétrica do tecido
cerebral, que se propagava (“alastrante”) de farameéntrica e reversivel (com velocidade
da ordem de 2 a 5 mm/min), do ponto onde se inipata todo o restante da populagédo de
neurdnios (LEAO, 1944). Ou seja, quando uma red@ioérebro é invadida pela DAC ocorre
uma depressao na amplitude do eletrocorticogramdpmina que esse registro grafico da
atividade neuronal se torna praticamente isoetét(cEAO 1944, 1947). A DAC é

acompanhada pelo aparecimento de uma variagdodemaltagem (VLV), a qual também se
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propaga de forma concéntrica e € igualmente rexdrsh VLV se apresenta como uma
forma de onda bem definida, com caracteristicaiplo tudo-ou-nada; ela expressa com
clareza o inicio e o final do fenbmeno. Por esgd@aaé muito utilizada para calcular a
velocidade com que a DAC se propaga pelo tecideoser(GUEDES, ROCHA-DE-MELO e
TEODOSIO, 2004FIGURA 1).

Figura 1. Sequéncia de eventos (A-F) que ocorrem durante@nfeno reversivel da
depressao alastrante cortical (DAC). Em A, x regm&s 0 ponto do tecido cortical que é
estimulado, deflagrando um episddio de DAC. O tdrtwanco marcado em B mostra a area
inicialmente deprimida, que se propaga concentécdende forma concéntrica para outras
areas do cortex (pontos C e D). O circulo em pretstrado em E e F indica as area
recuperadas apos a DAC. A area quadriculada reyieeagefratariedade cortical a uma nova
estimulacdo apos a DAC, e antes da total recupmrdrgrcebe-se que a recuperagcao é
gradativa e também ocorre de forma concéntricdimddmente retornar a condi¢ao inicial
prée-DAC, mostrada em A. Ao centro, € mostrado draderticograma (ECoG) com a
variacédo lenta de potencial (VLV) da DAC. Nota-se, eletrocorticograma, a reducao da
amplitude das ondas eletrograficas, no momento em aporre a VLV (B, C e D),
caracteristica da DAC.

Fonte: Adaptado de GUEDES, 2011.

A ocorréncia da DAC tem sido demonstrada ndo senamicortex cerebral de aves,
répteis e anfibios, como também no cérebro de reamsifincluindo o homem (BERGER et
al., 2008). O fenébmeno foi evidenciado em variasuaegas do Sistema Nervoso Central
como nucleo caudado, tubérculo quadrigémio, bulfaddsio, cortex cerebelar, teto optico e
medula espinhal (LEAO e MARTINS FERREIRA, 1958, 196-IFKOVA et al., 1961;
STREIT, FERREIRA-FILHO e MARTINS-FERREIRA, 1995; (RJI e SPERCKMANN,
2004; GUEDES et al., 2005; BERGER et al., 2008)sddesentido, situacdes experimentais
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que possam alterar a susceptibilidade do teciddA@ podem oferecer dados importantes
para o entendimento deste fenbmeno, cuja impogacdiénica reside no fato dele estar
relacionado a algumas doencas neurolégicas humeoas) injuria cerebral, enxaqueca e
isquemia cerebral (SOMJEN et al., 1992; DREIER.ef811; TORRENTE et al., 2014).

Tem-se demonstrado que altera¢cdes nutricionaio@esc(no aleitamento), tanto no
sentido da desnutricdo como no da hipernutricimeatam e diminuem, respectivamente, a
propagacdo da DAC e esses efeitos persistem deida adulta (ROCHA-DE-MELO et al.,
2006; GERMANO et al., 2013). Além disso, observelwgae o tratamento com fluoxetina na
dose de 10 mg/kg/dia reduziu de forma pouco siatita a velocidade de propagacgao da
DAC, comparada com doses maiores (AMANCIO-DOS-SAIST@al., 2006).

Assim, reconhecendo-se a vulnerabilidade do sisten&so a insultos ocorridos no
periodo perinatal (MORGANE et al.,, 1993), a infla& da dieta materna no
desenvolvimento da obesidade na fase adulta (BAYEARRINGTON e STICKLAND,
2007) e desta sobre o sistema nervoso, é que enpeefrabalho visou investigar se a
atividade eletrofisiologica cortical de ratos adsltque foram amamentados por maes
alimentadas com dieta hipercal6rica e hiperlipigiode ser modificada pelo exercicio fisico
e/ou tratamento farmacol6gico com uma dose subiafdé fluoxetina.

Assim como o estado nutricional, outras condicfesimportancia clinica que
influenciam a excitabilidade neuronal podem int@&rfeom a incidéncia da DAC e sua
propagac&o. Dentre essas condi¢des, pode-se aitar exemplo, a fluoxetina (AMANCIO-
DOS-SANTOS et al., 2006), a suplementacdo de amithos, como a arginina e a glutamina
(MAIA et al., 2006; FRAZAO, MAIA e GUEDES, 2008; MA et al., 2009), tratamento com
doses elevadas de acido ascorbico (MONTE-GUEDE®,£2011; MENDES-DA-SILVA et
al., 2014), consumo de alcool (ABADIE-GUEDES, GUEDE BEZERRA, 2012) e, mais
recentemente, o exercicio fisico (MONTEIRO et20]11; BATISTA-DE-OLIVEIRA et al.,
2012). Porém, os efeitos sobre a eletrofisiologr@loral do exercicio fisico tardio combinado
com droga capaz de aumentar a serotonina cerabranenais hipernutridos no inicio da
vida ainda nado foram estudados. Em longo praze estudo pode contribuir para o
desenvolvimento de agbes preventivas e terapéuticeernentes aos efeitos da obesidade.
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3. JUSTIFICATIVA

A serotonina é um neurotransmissor que desempeinigdds importantes no organismo,
tais como controle da nocicepgao, alimentacdo, humatre outros (CIRANNA e
CATANIA, 2014). Manipulacdes que envolvem esseesist de transmissdo neuronal alteram
também a neuroexcitabilidade cortical, observadavés da DAC. Por exemplo, a
administracdo de fluoxetina diminui a velocidadepdepagacédo da DAC em ratos, mas na
dose de 10 mg/kg/dia foi subefetiva sobre essenien6 (AMANCIO-DOS-SANTOS et al.,
2006). O exercicio fisico, que parece ativar cenmist serotoninérgico, também exerce efeito
antagonico sobre esse fenbmeno (MONTEIRO et allL1R0 Assim, conhecendo-se a
participacdo dessas duas manipulacbes sobre o msmteona neuronal, justifica-se a
necessidade de investigar se o exercicio fisicenmdgotencializar o efeito de uma dose
subefetiva de fluoxetina sobre a DAC.

Além disso, sabe-se que a prevaléncia da obesitadeundo quase duplicou entre
1980 e 2014 (WHO, 2015). Diante desse panoramapeasido infantil a hipernutricdo no
periodo perinatal também pode estar aumentadaoRar lado, alteracfes nutricionais nessa
fase da vida podem alterar irreversivelmente o rdeseimento cerebral e metabdlico
(BAYOL, FARRINGTON e STICKLAND, 2007; GERMANO et al2013). A desnutricao
perinatal pode alterar a resposta eletrofisiolégcaarios medicamentos e/ou situacdes
metabdlicas (GUEDES et al., 2002; GUEDES, ROCHAMELO e TEODOSIO, 2004).
No entanto, o efeito da hipernutricdo precoce diamna manipulagdo farmacoldgica e

ambiental sobre DAC ainda néo foi estudada, jastiftlo 0 presente trabalho.

4. HIPOTESES

v' O exercicio fisico é capaz de reforcar o efeit@@dnico da fluoxetina sobre a DAC

na dose de 10 mg/kg.

v A hipernutricdo reduzira a excitabilidade corti@laliada pela DAC;

v" A combinacdo dessas duas variaveis (exerciciofisidose subefetiva de fluoxetina)
sobre a DAC é exacerbada pela hipernutricdo nmid& vida.
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5. OBJETIVOS

5.1 Geral
Avaliar os efeitos do exercicio fisico e da flunxe em ratos adultos amamentados
por maes que receberam dieta padrao ou dieta hipaoa e hiperlipidica durante o periodo
de desenvolvimento do cérebro sobre as caractedstia depressdo alastrante cortical
(DAC).

5.2 Especificos

Em filhotes de ratos, cujas matrizes receberana ghatirdo ou hipercalorica e hiperlipidica

durante a gestagao:

v' Acompanhar o ganho ponderal durante o aleitamento;

v Analisar o estado nutricional decorrente da regdimade exercicio fisico e/ou
tratamento com dose subefetiva de fluoxetina. Rauta, foram adquiridas medidas ponderais

e murinométricas aos 40 e 60 dias de idade;

v Avaliar, na idade adulta, os efeitos do exercid¢gicé e/ou tratamento com dose
subefetiva de fluoxetina sobre a eletrofisiologeaetrral através da deflagracéo e do registro

de propagacédo da DAC.

6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Animais

Foram utilizados 93 ratos albinos, da linhagéfistar, do Biotério do Departamento
de Nutricdo da Universidade Federal de PernambUdePE). Todos os procedimentos
experimentais descritos a seguir foram previamanétisados e aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da UFPE, nimero de contd&8/12 (Anexo A). No periodo

experimental, os animais foram mantidos em gaid&agolietiieno, a temperatura ambiente
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de 22+1° C, com ciclo claro escuro de 12 h (a td&& se inicia as 6:00 h) e livre acesso a
racdo e agua. Apos a fecundacéao, as fémeas foratidasaem gaiolas individuais.

Vinte e quatro horas apds o parto (primeiro diavidia, considerando-se o dia de
nascimento como dia zero), os filhotes foram disfdos aleatoriamente, em ninhadas de seis

filhotes por mae. Em seguida, os animais forampegtas de acordo com a descricdo abaixo.

6.2 Manipulacao nutricional

A primeira parte do presente trabalho, que visaliavo efeito da combinacdo do
exercicio fisico e da fluoxetina sobre a DAC, fomposta de animais que foram alimentados
durante toda a vida com a dieta padrdo usada neérioioa racdo comercial Presence
(Presence Nutricao Animal). Esses animais formayargrupos experimentais denominados
de “Padréao” (grupopB).

Para a analise da influéncia da hipernutricAanfma da vida, filhotes de varias méaes

constituiram dois grupos experimentais, nutricioraite distintos:

1) Grupo nutrido N): os filhotes foram amamentados por maes que eeaeb a dieta
normocaldrica e normolipidica baseada na AIN pasa de crescimento (Rhoster Industria e
Com Ltda). Apos o desmame (vigésimo primeiro diavida), os filhotes receberam a dieta

padrédo do biotério (Presence) até o dia dos expetos eletrofisioldgicos.

2) Grupo hipernutridoH): os filhotes foram amamentados por maes que eeagba dieta
hipercaldrica e hiperlipidica baseada na AIN pasefde crescimento (Rhoster Industria e
Com Ltda). Ap6s o desmame (vigésimo primeiro diavid@), os filhotes receberam a dieta
Presence até o dia dos experimentos eletrofisidégi

A composicao e a distribuicdo caldrica estdo diescnasTABELAS 1 e2. A composicao
percentual dos acidos graxos foi realizada pelaresap CBO Andlises Laboratoriais,
Campinas/ S&o Pau(@8ABELA 3).
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Tabela I Ingredientes utilizados nas dietas experimenifigadas no estudo.

Produtos Composicéo %

Dieta Normocalérica/normolipidica  Dieta Hipercaldrica/ hiperlipidica

Caseina Lactea 22,00 21,00
Amido de Milho 39,53 28,00
Amido Dextrinizado 10,00 -

Oleo de Palma - 30,00
Sacarose 10,0 8,00
Oleo de Soja 7,00 2,50
Celulose Microfina 5,00 4,00
Mix Mineral AIN-76 4,00 4,00
Mix Vitaminico AIN-93 1,20 1,20
DL-Metionina 0,60 0,60
Carbonato de Calcio 0,67 0,70

Fonte: Rhoster IndUstria e Com Ltda

Tabela 2 Composicdo centesimal das dietas experimentéigadas no estudo.

Analises Dieta Normocalérica/normolipidica Dieta Hipercaldrica/ hiperlipidica

% Kcal % % Kcal %
Proteinas 20,14 21,15 23,79 20,35
Carboidratos 58,75 62,12 38,54 33,80
Lipidios 7,08 16,73 22,68 45,85
Umidade 10,09 - 9,04 -
Cinzas 3,53 - 3,88 -
Kcallg 3,81 4,67

Fonte: Rhoster IndUstria e Com Ltda
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Tabela 3 Composicao percentual dos acidos graxos dassdegaerimentais utilizadas no

estudo.

Dieta Normocalorica/ Dieta Hipercalorica/

normolipidica hiperlipidica

Caprdéico (C6:0) 0,85 -
Caprilico (C8:0) 0,71 0,04
Céprico (C10:0) - 0,08
Laurico (C12:0) 0,28 0,25
Miristico (C14:0) 0,85 0,97
Pentadecanoico (C15:0) 0,28 0,08
Palmitico (C16:0) 20,34 36,50
Palmitoleico (C16:1) 0,28 0,17
Estearico (C18:0) 6,50 10,84
Margérico (C17:0) - 0,17
Elaidico (C18:1n9t) - 2,98
Oleico (C18:1n9c) 29,38 32,26
Linolelaidico
(C18:2n6t) ) 042
Linoleico (C18:2n6c) 35,73 13,40
Alfa Linolenico LNA
(C18:3n3) 208 088
Araquidico (C20:0) 0,56 0,42
Cis-11-Eicosenoico
(C20:1n9) 0.28 013
Behenico (C22:0) 0,72 0,25
Tricosanoico (C23:0) 0,56 0,04
Lignoceérico (C24:0) - 0,12

Fonte: CBO Analises Laboratoriais

6.3 Tratamento Farmacoldgico

A partir dos 40-60 dias de idade, os animais daslicdes P e H foram tratados, por

gavagem, durante 21 dias com uma solucéo diarauie A) ou de FluoxetinaK; cloridrato
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de fluoxetina - Medley). Esse farmaco foi dissalvieim agua e administrado a dose de 10
mg/kg/dia (adaptacdo de AMANCIO-DOS-SANTOS et2006).

6.4 Exercicio fisico

Aos 40-60 dias de vida, metade dos animais foi ®tidlm ao protocolo de exercicio
fisico (grupoE) em esteira motorizada (Insight EP-131, 0° inclitg. O exercicio fisico foi
realizado durante 3 semanas, sendo 5 sessdes sefuama sessao por dia), com duragéo de
30 minutos (MONTEIRO et al., 2011).

A velocidade da corrida na esteira aumentou graterste de acordo com a semana de
treino. A velocidade € de 5 m/min na primeira sesmadepois, aumentou para 10 m/min e 15
m/min na segunda e terceira semanas, respectivanfeata efeito de comparacéo, a outra
metade dos animais formou o grupo controle (ndecéie; aqui chamado de sedentaf,
Esses animais foram submetidos as mesmas condigiea descritas, porém, estando a
esteira desligada (MONTEIRO et al., 20EIGURA 2).

Figura 2: Representacdo esquematica do delineamento exgrgamFoi utilizado um
namero de animais entre 7 e 11 em cada grupo.

H Dieta na Lactacao Pos-lactacio

40-60 dias 61 — 81 dias

Sedentario (S) Execicio (E)
DAC

Agua (A) | Fluxetina (F) Agua (A) | Fluxetina (F)

1 Dieta Padrao !Pi Presence) 1

Ganipos [|pas| | ews | | p-aE | | pre | |
1 Dieta Hipercalorica/ 1 Dieta Padrao ]
I Hiperlipidica (H; Roster) ! (Presence) '
Grupos || mas | [ mrs | | maE | | mre | |
1 Dieta Normocalérica/ | Dieta Padrio ]
INormolipidica (N; Rhoster)" (Presence) L

Grupos I I N-AS | | N-AE | I
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6.5 Determinagbes murinométricas

6.5.1 Peso corporal

A evolucao do peso corporal foi obtida a partirldalia de vida dos filhotes até o dia do
experimento eletrofisiolégico. Os animais foramgues (balanca com sensibilidade até 0,1
g) nos dias 1, 7, 14, 21(dia do desmame), 30, @& 6o dia de experimento. O ganho de
peso dos animais também foi avaliado nos inten@do30-40 dias e 40-60 dias.

6.5.2 Determinac&o do indice de Lee

Foi avaliado um indice de composicao corporal pateentual de gordura de animais
segundo protocolo adaptado de protocolo de NOVHldl. (2007). Nas idades de 30, 40 e
60 dias foi obtido o indice de Lee através da efpandice de Lee~/peso (g)comprimento
nasoanal (cmFIGURA 3).

Figura 3. Sequéncia de eventos para determinacao do conmgadmasoanal.

Fonte: Autor

6.5.3 Determinacao das circunferéncias abdominaisteracicas

Os animais, nas idades de 30, 40 e 60 dias foomtidos em um ambiente calmo e
livre de ruidos onde foi posicionada uma fita neétgposteriormente as patas dianteiras para
obtencdo da circunferéncia torécica. Para a medigiaircunferéncia abdominal, a fita
métrica foi posicionada anteriormente as pataeita@s(NOVELLI et al., 2007 IGURA 4).
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Figura 4. Procedimentos para avaliagdo das circunferénmiasita (A) e abdominal (B).
A

Fonte: Autor

6.6 Procedimentos para registro da DAC

6.6.1 Cirurgia

Aos 61-81 dias de idade, os animais foram submetoregistro eletrofisioldgico da
depresséao alastrante cortical (DAC). Para o regtdrDAC, cada animal foi anestesiado com
uma solucao contendo mistura de uretana a 10 %ralase a 0,4 %, a dose de 1000 mg/kg
de uretana + 40 mg/kg de cloralose, via intrapeeiab. Foi procedida uma traqueostomia para
introdugdo de uma canula de polietileno. Em seguadaabeca do animal foi fixada em
aparelho estereotaxico (marca "David - Kopf* USAgdelo 900), de modo a permitir a
incisdo e remocao da pele e do periésteo para iggoodo cranio. Por meio de trepanacéo,
foram feitos 3 orificios (anterior, médio e posteride cerca de 2 a 4 mm de didmetro cada),
alinhados paralelamente a linha média, ao nivélesoisfério cerebral direito. A temperatura

retal do animal foi mantida em torno det37 C.

6.6.2 Registros eletrofisiolégicos

A DAC foi provocada aplicando-se o estimulo (sotucg KCl a 2%) a um ponto da
superficie cortical frontal, durante um minuto,aa@s do orificio anterior. Os registros
eletrofisiologicos foram feitos utilizando-se etetos impolarizaveis (tipo “Ag-AgCl”),
conectados a um poligrafo. Em dois pontos cortiparsetais (um em cada orificio) foram
registradas, simultaneamente, a atividade elétictical (eletrocorticograma) e a variacao
lenta de voltagem que acompanha a DAC. As variagiescais de voltagem foram

registradas contra um eletrodo de referéncia conumocado sobre 0s 0ssos nasais, nos
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quais o potencial é invariavel. O registro foidgitor um periodo de 4 horas. A velocidade de
propagacdo da DAC foi calculada com base na dist@mtre os dois eletrodos registradores

e no tempo gasto pela DAC para percorrer estandista

6.7 Coleta de tecido adiposo

Apés cirurgia para registro da DAC, os tecidos aslijs retroperitoneal e epididimal
foram dissecados dos animais ainda anestesiados.&\poleta, os tecidos foram pesados em
uma balanca digital eletrbnica, com capacidade2fe?e sensibilidade de 0,01 g (modelo
AY220, Shimadzu do Brasil Comércio Ltda, S&o PaBlasil).

6.8 Analise estatistica

A andlise estatistica entre as duas condi¢Bescimuntais, nutrido e hipernutrido, foi
realizada, usando-se o Testéde StudentA andlise de variancia (ANOVA) foi empregada
para analisar os demais dados. Nas comparacfesuena qnesma apontou diferencas
significantes foi aplicado o teste para comparatdidtipla de Holm-Sidak. Em todos os
casos, foi considerado como nivel de significapeia rejeicdo da hipétese nula, um valor de
P < 0,05.



38

7. RESULTADOS

7.1 ARTIGO 1: Exercicio fisico versus fluoxetina: efeitos antagés sobre a depressao

alastrante cortical em ratos Wistar

1. Introducao

Serotonina, ou 5-hidroxitriptamina (5-HT), é um r@tansmissor que esta largamente
distribuido no sistema nervoso central. Esta mommar@ importante para muitas acoes,
incluindo o sono, o apetite, memdéria, comportamsetaial, funcdo neuroenddcrina e humor
(SGHENDO e MIFSUD, 2012). Ela também interfere nomportamento alimentar,
promovendo a saciedade e reduzindo o peso cor@HMARAES et al., 2006;. VOIGT e
FINK, 2015); e parece diminuir a excitabilidadeetenl (PARDO-PENA, MEDINA-CEJA
E MORALES-VILLAGRAN, 2014; TARLACI, 2009).

O inibidor seletivo da recaptacéo de serotoninR8) fluoxetina, € um antidepressivo que
aumenta a disponibilidade da serotonina cerebrdl€tal., 2009). Por causa de alguns relatos
de que o exercicio fisico também aumenta a serwama@rebral (LAN et al., 2014; MEEUSEN
et al., 1996), sugere-se que 0 mesmo possa sexstragegia menos dispendiosa para 0 mesmo
resultado.

A relacdo entre a serotonina e excitabilidade catébm sido relatada com outros ISRS
(AMANCIO-DOS-SANTOS et al., 2006; GUEDES et al.02). O citalopram pode reduzir a
ocorréncia de oscilacdes de alta frequéncia espeasaque ocorrem em crises epilépticas
(PARDO-PENA, MEDINA-CEJA E MORALES-VILLAGRAN, 2014) Escitalopram
promove uma diminuicdo da frequéncia, duracédo engidade dos episédios de enxaqueca
(TARLACI, 2009). Além disso, a serotonina exerce @faito inibitorio sobre a depressao
alastrante cortical (DAC) (AMANCIO-DOS-SANTOS et.,al2006;. AMANCIO-DOS-
SANTOS et al., 2013; GUEDES et al., 2002; READ eRS®ONS, 2000). A DAC tem sido
descrita como uma onda de propagacao lenta detorandepressdo da atividade elétrica
cortical espontanea que ocorre com a estimulacémwicpy eléctrica ou mecéanica de um ponto
de tecido cortical (LEAO, 1944). A onda de DAC dstes na reducdo ("depressdo”) da
atividade elétrica do tecido cerebral que se prap@gspalhando™) concentricamente e de
forma reversivel (LEAO, 1944). Simultaneamente candepressdo da atividade elétrica
espontanea, uma mudanca de potencial (SPC) damocantinua lenta (DC) aparece na regiao

cortical em que a DAC é observada, e este sindb"tw nada" marca claramente o inicio eo
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fim do fenémeno (LEAO, 1947). Assim, o SPC é amplate usado para calcular a velocidade
a que a DAC propaga através do tecido nervoso (GEE al., 2004).

Nés previamente mostraramos que a administracdofludxetina durante o
desenvolvimento prejudica a propagacdo DAC de fodose-dependente. Ratos Wistar
tratados com fluoxetina (10 mg/kg, sc) mostrarana weducao da velocidade de propagacao
de DAC. No entanto, uma dose de 20 mg/kg teve eitoefinda mais forte (AMANCIO-DOS-
SANTOS et al.,, 2006). Aléem disso, o efeito do eiocfisico sobre DAC também foi
investigado. Ratos realizaram exercicio fisico esteim durante fases iniciais de
desenvolvimento, na idade adulta, ou durante asséneia. Em todas as idades, um efeito
antagonista do exercicio sobre DAC foi observadaT{BTA-DE-OLIVEIRA et al., 2012;
MONTEIRO et al., 2011). Esses dados nos levarasmex os seguintes questionamentos: 1) O
exercicio fisico pode potenciar o efeito de 10 mditkoxetina sobre DAC? 2) A administracao
de fluoxetina e exercicio fisico influénciam a mgacdo da DAC no adulto jovem? 3) O

exercicio fisico e a administracéo de fluoxetirtaregem e influenciam parametros corporais?

2. Métodos

2.1 Animais e grupos experimentais

Ratos Wistar machos foram tratados de acordo cotRroscipios do Laboratorio de
Cuidados Animais" (Institutos Nacionais de Saud#AJFe com as normas do Comité de Etica
em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Rdmuneo. Os animais foram alojados em
gaiolas de polietileno (51 cmx35,5 cmx18,5 cm), tidas em uma sala a 22 £ 1° C, ciclo
claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 06:@8 Harmanha) e com livre acesso a agua e
racdo para roedores de laboratério (Presence BatAgimal, Sdo Paulo, Brasil). Aos 40-60
dias de vida, os animais foram distribuidos em omsgguintes grupos: sedentéarios e tratados
com veiculo (controle agua destilada; grupo somagte); exercitado e tratados com veiculo
(grupo somente exercicio); sedentéario e tratadas flwoxetina 10mg/kg/dia (grupo apenas

fluoxetina); e exercitado e tratados com fluoxe{graipo exercicio + fluoxetina).
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2.2 Administracdo de fluoxetina e protocolo de exefcio em esteira

Os animais foram administrados orogastricamenteoou 10 mg/kg de cloridrato de
fluoxetina (Medley®) ou um volume equivalente deuagdestilada. O volume total
administrado em cada administragéo por gavagemefdi,0 mL/d. Na sequéncia a gavagem,
ratos dos dois grupos de exercicio realizaram @sféisico moderado em esteira rolante
(modelo ET 2000, Insight Equipamentos Cientifid®#eirdo Preto, Brasil, 0° de inclinacao)
(BATISTA-DE-OLIVEIRA et al., 2012; GOMES-DA-SILVA ¢al., 2010). O periodo de
exercicio em esteira foi de trés semanas, 30 miidippem cinco sessdes semanais (uma sessao
por dia). A velocidade da esteira de corrida feadio em 5 m/min durante a primeira semana;
durante a segunda e terceira semanas, as velogittaden aumentadas para 10 m/min e 15
m/min, respectivamente (MONTEIRO et al., 2011).dRatlos grupos sedentarios (grupos
somente agua e apenas fluoxetina) foram colocaestaira no mesmo periodo que os animais

exercitados, mas a esteira permaneceu desligada.

2.3 Parametros corporais
2.3.1 Ganho de peso

O ganho de peso foi calculado pela diferenca ergneesso na idade de 60 dias e 40
dias de vida. O peso corporal foi mensurado, atido-se uma balanca digital eletronica, com
capacidade de 1.010 g e sensibilidade de 0,5 gdlmodiDF 1000, Marte Cientifica e

Instrumentacédo Industrial Ltda, Minas Gerais, Byasi

2.3.2 indice de Lee

Este indice foi calculado no inicio e no fim dopexmentos (ratos aos 40 e 60 dias de
idade). Ele expressa a relagdo entre a raiz caloigeeso corporal e do comprimento do naso
anal PV Peso (g) / NAL (cm)] (NOVELLI et al., 2007).

2.3.3 Circunferéncias abdominal (CA) e toréacics (C

Aos 40 e 60 dias cada animal foi contido em um antbitranquilo e sem ruido, e uma
fita métrica foi colocada imediatamente anteriopada traseira para obtencdo da CA ou
imediatamente atras da pata dianteira para TC (NQVE&t al., 2007). A razao de CA/CT foi

calculado no mesmo periodo.



41

2.4 Registro da Depresséao Alastrante Cortical (DAC)

Nos quatro grupos a DAC foi gravada aos 61-81 dgasida. Antes dos registros, 0s
animais foram anestesiados intraperitonealmentewneamistura de 1000 mg / kg de uretana
mais 40 mg/kg de cloralose (ambos da Sigma Co.,)EBEgta mistura foi utilizada pois no rato,
ela fornece uma anestesia muito estavel, que téunagdo de varias horas e ndo bloqueara a
DAC (GORELOVA, KRIVANEK e BURES, 1987). Além dissayma canula traqueal foi
inserida para melhorar a respiracdo. Para a medié&oorificios foram feitos por trepanagéo
alinhados na direccao antero-posterior e paralégha meédia no lado direito do cranio (2-4
mm de diametro). Um orificio foi posicionado no @$sntal e usado para aplicar o estimulo
(KCI) para eliciar DAC. Os outros dois orificiogdmn perfurados no (3-4 mm de didmetro) no
0Sso parietal e usado para registrar a onda degagfo da DAC. Durante a cirurgia e registro
da DAC, os animais respiraram espontaneamenteteenperatura retal foi monitorizada
continuamente e mantida a 37£1°C. A DAC foi prowdazcam intervalos de 20 min através da
aplicacado de uma bola de algodao (1-2 mm de diainembebida em solugéo de KCl 2%
(cerca de 270 mM) no orificio feito anterior a ggfrontal por 1 min. A aplicacédo de KClI foi
repetida cada 20 min durante o periodo total deAdhalteracbes de potenciais lentos que
acompanham a DAC foram registados utilizando di@iscelos de Ag/AgCI agar-Ringer (um
em cada orificio) contra um elétrodo comum de égfeia do mesmo tipo colocado sobre os
0Ss0s nasais. A velocidade de propagacdo da DAKRagsdada no tempo necessério para que
uma onda de DAC percorra a distancia entre ospamigs de registro corticais. Este tempo foi
medida utilizando o inicio da fase de ascensdoRID fegativo como o ponto inicial, como
relatado anteriormente (BATISTA-DE-OLIVEIRA et &012). No fim da sessao de gravacgao,
0S animais, enquanto ainda anestesiados, foranosnpeia introducdo de uma uma agulha
fina, inserida através da cisterna magna, provaramntha lesdo na regido da bulbar e parada

cardio-respiratoria.

2.5 Analise estatistica

Parametros corporais e velocidade da DAC foramessms em média * erro padrao da
média. Diferencas intergrupos de parametros coipweam comporadas, usando analise de
variancia de uma via (ANOVA) para medidas repetidaguida pelo tesfmwst-hocde Tukey.
Diferencas de propagacao da DAC foram comparadgsegrando a ANOVA de duas vias,

incluindo os fatores de tratamento gavagem (flingebu agua) e condicdo de exercicio
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(exercido ou sedentario), seguido de um teste lmsttHolm-Sidak), quando indicado. As

diferencas foram consideradas significativas pataQb.

3. Resultados
3.1 Parametros corporais

Os animais tratados durante 21 dias com fluoxetirmubmetidos a exercicio fisico
apresentaram menor (p<0,05) ganho de peso (788BB#3,que seus controles, ou seja, 0S
grupos somente a fluoxetina (93,34+4,77 g) e stenexercicio (97,04+3,48 §igura 1). Os
grupos nao diferiram significativamente com relagéanedidas corporais (Indice de Lee, TC,
AC) (Tabela 1.

Figura 1. Ganho de peso entre 40 e 60 dias. W, E, F, e HEaimdos grupos somente agua
(n=8), somente exercicio (n=10), somente fluoxefm=l0), e fluoxetina+exercicio (n=10),
respectivamente. Valores expressos como mediatSEM.denotam que o ganho de peso nos
animais FE foi significativamente men®<0.05) que nos grupos F e E, respectivamente (one-
way ANOVA).

110.0 1

#
*
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50.0
w E F FE
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Tabela 1Efeitos da administracdo de fluoxetina e exeraamesteira nos parametros
corporais em ratos Wistar machos.

40 dias de vida 60 dias de vida

Parametros
W E F FE W E F FE

Indice de Lee ) 35,001 030£0,01 0,31¢0.03 0,30:001  0,31:003 0324003 0314002 0.3040,03

(n=11)
CT (n=12) 10,37+1,21 10,97+1,24 10,70+1,13 10,42+0,92 13,03+1,40 13,35+1,24 13,32+1,09 12,40+0,66
CA (n=12) 12,61+1,63 12,72+0,85 13,41+1,16 12,79+1,38 15,54+1,33 15,92+1,45 15,79+0,92 15,22+0,87
Razéo
CAICT 1,22+0,06 1,17+0,14 1.26+0.08 1,23%0,08 1,19+0,09 1,19+0,07 1,19+0,06 1,23+0,07
(n=11)

CT, circunferéncia toracica (cm); CA, circunferéabdominal (cm). W, E, F, e FE indicam os grupmrsente
agua, somente exercicio, somente fluoxetina, edtima+exercicio, respectivamente. Os valores Saess0s
como média £ DP. Ndo houve significAncia estatiiime-way ANOVA).

3.2 Depressao Alastrante Cortical

Os registros eletrofisiolégicos na superficie cattde um rato Wistar em cada condicao
estudada (somente agua, apenas fluoxetina, apepasic®, fluoxetina + exercicio) séo
apresentados na Figura 2. A mudanca lenta de patt@os registros DC denota a presenca da
DAC ap0s estimulacdo com KCI. De um modo gerapleacao topica de KCl a 2% durante
1 min em um ponto do cortex frontal, no hemisféiireito, provocou uma unica onda de DAC
propagada sem interrupcdo e pdde ser registada gei® elétrodos na superficie parietal do
mesmo hemisfério. Dentro de alguns minutos apoéf@ Eer sido gravada, a mudanca de
potencial lenta gradualmente voltou ao padréo pk&D

A ANOVA de duas vias sobre os valores de velocid#sl@ropagacdo DAC mostrou
que o exercicio fisico sozinho (F [3445] = 45,2@80,01), fluoxetina sozinho (F [3445] =
18,564; p<0,01), e exercicio fisico + fluoxetina[@845] = 8,878; p<0,01) tiveram efeitos
significativos sobre a propagacdo da DAC. As aeafipst-hocrevelaram que o tratamento
apenas com fluoxetina (10 mg/kg/d) reduziu a velade de propagacdo da DAC (p<0,01) em
comparacao com o veiculo agua. A média + DP pgrafm apenas fluoxetina foi de 3,03+£0,35
mm/min, contra 3,24+0,39 mm/min para os controtgpgmaDa mesma forma, animais do grupo
somente exercicio tiveram menores valores de \dddei da DAC (p<0,01) do que aqueles do
grupo apenas agua. A média + DP para o grupo seneaetcicio foi 2,96+0,23 mm/min. A
combinacéo de exercicio fisico e administracdoxitioa também resultou em reducdo da
velocidade da DAC, como esperado (média £ DP 0,22 mm/min). Em comparacdo com

o grupo somente fluoxetina, o valor médio da DAGapé#uoxetina + exercicio foi



44

significativamente reduzida (p<0,01); no entant@ similar ao valor do grupo somente
exercicio (p=0,35)Kigura 3).

Figura 2. Registos representativos da alteracao lenta tm@al (P) da depressao alastrante
cortical (DAC) provocado pelo KCI em quatro ratesnc61-81 dias de vida, como se segue:
um rato do grupo de controle (somente agua; W) daioada um dos trés grupos experimentais
[somente exercicio (E), somente fluoxetina (F)Juexetina + exercicio (FE)]. As barras
verticais de 10 mV para P. A DAC foi induzida pdZlka 2% aplicada por via epidural durante
1 min, como indicado pelas barras horizontais sBhreA DAC foi registada por dois eletrodos
corticais localizados posterior a area de estindilgpontos 1 e 2), e as barras mais finas
verticais delimitam o tempo gasto para um epis@&idAC propagar por eles. Um terceiro
eletrodo do mesmo tipo foi colocado sobre 0s asasais e serviu como uma referéncia comum
(R) para os eletrodos de registo.

Veiculo Fluoxetina

P1 -\__.__‘__/\\___._..._l
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Figura 3. Velocidades de DAC em ratos adultos jovens toaagoor gavagem, durante 40-
60 dias pds-natais com fluoxetina (F; 10 mg/kgldum volume equivalente de veiculo (agua
destilada, W). Metade dos animais em W e F correramima esteira em um periodo definido
de 40 a 60 dias de vida (grupos E e FE). O nUmer@mdnais em cada grupo variou entre 9 e
10. Os valores sdo expressos como média + SEMlocMades de DAC nos grupos E e F séo
significativamente menores (p<0,01) do que no groqatrole (W). # indica velocidade de
DAC em ratos FE é significativamente menor (p<Ogie no grupo F (two-way ANOVA plus
Tukey’s test).
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4. Discussao

Os resultados deste estudo fornece a primeira mymé&e que o tratamento com
fluoxetina (10 mg/kg) em associagcdo com o exerdiiGimo em esteira exerce um efeito
antagonista sobre o fenébmeno relacionado com éxai@de cerebral, a DAC. O exercicio
sozinho traz esses efeitos em concordancia comassaunteriores que mostram que 0 exercicio
fisico pode antagonizar propagacdo da DAC (BATISORA-OLIVEIRA et al.,, 2012;
MONTEIRO et al., 2011). Esses estudos envolveranpratocolo similar de exercicio fisico
em esteira, mas o exercicio foi realizado com ratosum periodo de vida anterior (15 a 35
dias de vida) a do trabalho atual. Em ratos, mperde lactacéo (1 a 21 dias de vida) inclui a
janela de "intenso crescimento cerebral”, que ésiderada critico e muito sensivel as
condi¢cdes ambientais adversas (MORGANE et al., 1998sses casos, 0 exercicio fisico
realizado no periodo precoce da vida produziu witcetle longa duracdo, uma vez que sua
acdo antagonista foi encontrada, mesmo na idad@aguando a atividade de esteira ndo era
mais realizada.

O tratamento com fluoxetina durante o periodo deatdio também prejudica

propagacao da DAC; no entanto, o efeito de 10 migikigferior a de 20 mg/kg, o qual teve o
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mesmo efeito que a dose de 40 mg/kg (AMANCIO-DONSAS et al., 2006). No presente
estudo, ambos, exercicio fisico e o tratamento flooxetina, foram realizados durante o
periodo juvenil com efeitos significativos, indicanque as influéncias ambientais podem
influenciar outras fases da vida que néao os prosgieriodos de desenvolvimento. Estes efeitos
robustos sobre a DAC séo intrigantes, pois a eadéhcia também representa um estagio de
desenvolvimento importante, suscetivel a variosattgs neurofisiolégicos a partir de
experiéncias ambientais (BOUTROS et al, 2015; GOMEZL., 2014).

O exercicio fisico melhora o fluxo sanguineo cexletegional (NISHIJIMA et al.,

2012; VIBOOLVORAKUL e PATUMRAJ, 2014) e parece rémua angiogénese cerebral
atraves do fator de crescimento endotelial vaseufator de crescimento semelhante a
insulina, o que pode aumentar a tolerancia do cglisguémico (WANG et al., 2014;
ZHANG et al., 2011). Por outro lado, a DAC influeno fluxo sanguineo cerebral (SUN et
al., 2011), e isquemia cerebral esta fortemenéei@miada com a DAC (FERRARI et al.,
2015).

Além da angiogénese, a neurogénese tem sido poomosno um fendmeno de
plasticidade estrutural promovida pela praticaxagacio fisico. Ferreira et al. (2011) mostrou
um efeito positivo do exercicio moderado em estdéraurto periodo sobre a plasticidade do
hipocampo. Esse efeito foi independente dos prose$s transcricao e dgoregulatiotiondo
fator neurotrofico derivado do cérebro e ocorreisme na presenca de niveis elevados de
corticosterona. Sugere-se que este estimulo neucogiEm efeitos positivos sobre o humor,
aprendizado e memodria em seres humanos e roedEEKMVAN e SANTOS, 2013). O
exercicio fisico também induz sinaptogénese (HOTFIB RODER, 2013). Assim, um
aumento do numero de neurbnios, bem como das cesedapticas plausivelmente pode
aumentar a distancia na comunicacao ceélula-c&ukapode ser responsavel pela reducao da
velocidade da DAC na condicéo exercitado.

O exercicio fisico moderado é um conhecido métodontklhorar os sistemas
glicoliticos e oxidante, e 0 exercicio em ested@ f/min durante 30 min, 5 dias por semana
durante um periodo de 3 semanas consecutivas) sameajicolise cerebral em ratos e esta
associada com um aumento em niveis cerebraisaltsptirtadores de glucose 1 e 3 (KINNI et
al., 2011). Assim, o exercicio melhora a capacidirleérebro de usar a glicose. Em adicao a
estes efeitos sobre o metabolismo cerebral, o iex@rfisico parece ser importante para
proteger o tecido do cérebro de danos oxidativ&(E@ETTI et al., 2011). Em um estudo com
ratos, a corrida em esteira durante 12 semanasl inibestado oxidativo e aumentou a

capacidade antioxidante no hipocampo apés oclukdteral permanente das artérias carétidas
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comuns (CECHETTI et al., 2011). Este resultado smug@e a maquinaria antioxidante do
cérebro é ativada em resposta a geracado excessivaditais livres. Estudos anteriores
envolvendo neuroexcitabilidade mostraram que amiiugsis elevados de glicose plasmaticos
(XIMENES-DA-SILVA e GUEDES, 1991) e administraca® dntioxidante (ABADIE-
GUEDES et al., 2012), estdo associados com bauioses de velocidade da DAC. Assim,
especula-se que o0 exercicio em esteira que 0s rafdigaram neste trabalho pode ter
promovido a melhoria na resposta metabdlica e xidaote, que pode ser responsavel pelo
efeito de desaceleracéo da velocidade de propagacaaC.

O exercicio fisico estimula e aumenta a liberagéoserotonina no cérebro; por
exemplo, em um estudo, o exercicio (12 m/min derdh) aumentou os niveis de serotonina
extracelular de uma forma dependente do tempopuazampo de ratos em jejum (MEEUSEN
et al., 1996). Uma explicacdo possivel é que dispdnduzida pelo exercicio aumenta o
triptofano livre no sangue, promovendo um aumeatalplo no triptofano do cérebro e, por
sua vez, a sintese/metabolismo da serotonina. Em @studo, o exercicio voluntario em roda
de corrida durante 4 semanas aumentou 0s nivasrd®nina do hipocampo e do RNAm do
receptor 5-HT1A (WANG et al., 2013). Além disso, efeito antagonista sobre a propagacao
da DAC a partir do do aumento da disponibilidadese&®tonina no cérebro foi demonstrada
(AMANCIO-DOS-SANTOS et al., 2006; GUEDES et al.,02). Assim, este provavel papel
do exercicio fisico na ativacado do sistema sernérgico pode explicar o seu efeito sobre a
DAC. No entanto, € altamente provavel que ester@anico mecanismo, pois 0 exercicio em
esteira por si teve um efeito mais pronunciadowmatratamento somente com fluoxetina.

Além de fluoxetina, outras drogas serotoninérgigae aumentam a atividade da
serotonina no cérebro promovem o mesmo efeito anisiga sobre este fenémeno
eletrofisiologico. Exemplos incluem a d-fenfluramjium libertador de serotonina (CABRAL-
FILHO, TRINDADE-FILHO e GUEDES, 1995); sumatriptanm agonista de serotonina
(READ e PEARSON, 2000); e um outro ISRS, o citedopr(GUEDES et al., 2002). Em
contraste, a tianeptina, um potenciador da recaptde serotonina, facilita a propagacéo da
DAC (AMANCIO-DOS-SANTOS et al., 2013). Portanto, esultados apresentados suportam
a hipétese de modulacdo da DAC por processos deptsdde serotonina. Neste estudo, a
fluoxetina € administrada oralmente; no entangyaac¢ao sobre a excitabilidade neuronal foi
semelhante a identificada nos estudos acima utdiz@utras vias de administragéo, incluindo
ip, Sc, e aplicacado topica. A via oral € a maig#ipno contexto clinico.

Para o melhor de nosso conhecimento, os presgaudes constituem o primeiro relato

sobre o efeito do tratamento combinado da fluageti exercicio fisico sobre a DAC em ratos
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jovens. Um achado principal adicional foi que oreiao fisico diminuiu mais a DAC que a
fluoxetina, como também foi observado por Wen et(2014) em um outro paradigma
experimental. Eles descobriram que 0s niveis adg@@na estavam mais elevados nos nucleos
da rafe de animais exercitados em esteira queratglds com fluoxetina. Além disso, estes
autores relataram que o exercicio preveniu a atipglade mitocondrial no nacleo rafe em
um modelo de depressdo em ratos. Os resultadas atgpermitem especular se 0 exercicio
fisico pode substituir ou complementar a admingsibada droga serotoninérgica no tratamento
de patologia relacionada com cérebro, tais comgpaedsao, na fase juvenil da vida.

Quanto aos dados de peso corporal, 0 grupo quieaeaxercicio fisico e recebeu
tratamento com fluoxetina apresentaram, aos 6@ddiagla, menor ganho de peso do que todos
0S outros grupos. No entanto, 0s grupos que reafizaomente exercicio em esteira ou foram
tratados apenas com fluoxetina nédo diferiram dpaontrole agua. Da mesma forma, Li et
al. (2014) mostraram que os animais exercitados esteira durante 8 semanas né&o
apresentaram mudancas significativas no peso @rmgn comparacdo com O grupo
sedentario. Além disso, Gollisch et al. (2009) adocontraram nenhuma alteracdo de peso em
ratos exercitados em roda de corrida e sugeriragnagugestao calorica significativamente
maior, provavelmente compensava 0 maior gasto étieoglo exercicio. Os resultados atuais
também confirmam um estudo anterior do nosso gieptdio faver diferencas no peso corporal
entre ratos jovens exercitados e sedentarios (MORDEt al., 2011).

Com relacéo aos efeitos da fluoxetina sobre o peuoral, 0os nossos resultados estao
de acordo com aqueles de Klomp et al. (2014), ndiweencontraram efeito do tratamento com
fluoxetina sobre o ganho de peso em ratos adoleesceh administracédo de fluoxetina parece
reduzir o consumo de racdo durante os primeiros digatratamento, atingindo um estado
estacionario apos a primeira semana (GAMARO ek8D8). No entanto, a serotonina é um
promotor de saciedade bem conhecida em seres hemananimais experimentais
(GUIMARAES et al., 2006;. LEIBOWITZ et al., 1990),que poderia resultar em reducéo de
peso corporal. Neste estudo, a reducado no ganpestecorporal pode ser observado apenas
guando duas condi¢cbes que aumentam a serotonara tammbinadas.

De um modo geral, os parametros corporais, tai®aonimdice de Lee, CT, e CA sdo
usados para verificar efeitos adversos sobre cionesto corporal em animais de laboratério
(NOVELLI et al., 2007). Ao considerar os possiafisitos da serotonina sobre o peso corporal,
decidimos analisar aqueles parametros e nao fainéraclo diferencas entre os grupos para
nenhum deles. A partir dessa constatacao, infelgpiseo tratamento com fluoxetina e/ou

exercicio fisico ndo pareceu afetar significativata® crescimento do corpo. Mais estudos séo
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necessarios para melhor esclarecer os possivesimems envolvidos no efeito da serotonina

sobre estes parametros.

5. Concluséo

Com base nos resultados atuais, exercicio enraegtai si s6 teve melhores efeitos do
gue fluoxetina sobre a excitabilidade neuronalnitisso, a velocidade de propagacdoda DAC
foi semelhante entre os grupos somente exercitiiworetina + exercicio. Estes resultados
destacam a importancia do exercicio fisico como asteatégia muito util no tratamento de
doencas importantes, tais como a depresséo e guarea Na verdade, o exercicio fisico ja é
prescrito como uma medida comportamental paraaalos sintomas da depressao (COONEY
et al., 2013), e estes resultados reforcam estalatpem. Além disso, nem o exercicio fisico,
nem o tratamento com fluoxetina sozinhos afetarapeso corporal, indicando que estas

manipulagdes nédo prejudicam o desenvolvimentodfigie ocorre na fase juvenil da vida.
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7.2 ARTIGO 2: Exercicio fisico e/ou fluoxetina atenua o efeitoilfeador da exposicao de
uma dieta hiperlipidica sobre a depressao alastmtical na prole de ratos.

1. Introducéo

O estado nutricional é um fator ambiental que arikia significativamente o
crescimento e desenvolvimento dos animais (PEDRAZRUEIROZ, 2011). Esta influéncia
comeca em fases iniciais da vida, indiretamentevasr da mée (VALLE et al., 2008). A
desnutricdo materna durante a gravidez e lactacde [nterferir permanentemente no
metabolismo dos descendentes (FALL, 2013; LECOULT&RBRETON, 2015) e pode
contribuir para o desenvolvimento da obesidaddedés e doencgas cardiovasculares na idade
adulta (AYRES et al., 2012.). A obesidade mateamabém influencia o desenvolvimento
adequado dos circuitos neurais que controlam atepftvorecendo a hiperfagia na prole, a
partir do desmame até a idade adulta (BRETON, 2REY;NOLDS et al., 2015).

A programacdo do desenvolvimento ndo se restringeperiodo de gestacao.
Manipula¢cdes nutricionais durante a lactacdo tamlg@Erecem influenciar o fendtipo
metabolico da prole, pois o periodo de lactacamoide com o periodo maximo de adipogénese
em roedores (LECOULTRE e BRETON, 2015). Além dissangestdo materna durante a
amamentacao pode levar a alteragcdes na composigadgedmaterno (TINOCO et al., 2007).
Por exemplo, se a mée apresenta uma elevada iogkstiordura e proteina, o leite materno
tera altas concentracfes destes nutrientes, esporpoderia induzir supernutricdo na prole
(FRANCO et al., 2012).

O exercicio fisico afeta a homeostase energétigaalseus efeitos agudos e crdonicos
sobre a mobilizacéo e utilizacdo de gordura, oodmeem exercicios de intensidade leves a
intensas (TROMBETTA, 2003). Experimentalmente, oerefcio fisico minimizou as
alteracbes bioquimicas e corporais de ratos alexestdieta com elevado teor de caloria e
gorduras (ESTADELLA et al., 2004) e atenuou novohgade peso (HIGGINS et al., 2011).
Além disso, muitos dos impactos negativos da obdsidnaterna pode ser melhorado pelo
exercicio de inicio tardio (BAHARI, CARUSO e MORRI&Z)13).

Tem sido proposto que o exercicio fisico melhordumgdes do sistema nervoso
(JACOTTE-SIMANCAS et al., 2015). Por exemplo, elztbeneficios para a manuntencéo da
integridade do cérebro, produz neurogénese, anggsgée aumenta a densidade das conexdes
dendriticas (PYSH e WEISS, 1979; GAO et al, 20lMCOTTE-SIMACAS et al, 2015).
Estudos prévios realizados em nosso laboratoériolgivam que o exercicio em esteira exerceu

um efeito antagonista sobre a excitabilidade calitacelerando a velocidade de propagacao da
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depressao alastrante cortical (DAC) no cérebratbs (MONTEIRO et al, 2011; MONTEIRO
et al, 2015).

A DAC é uma reducdo, "depressao”, da atividadeiedeto tecido cerebral que "se
espalha” concentricamente e de forma reversivetgemo de 2 a 5 mm/min) a partir do ponto
em que comecgou para o resto da populacdo de nesr@riEAO, 1944; ENGELHARDT e
GOMES, 2015). A DAC é acompanhada por uma mudaapgaténcial (SPC) de corrente lenta
continua (DC) na regido cortical, que exprime ctaate o inicio e o fim do fendmeno e é
utilizado para calcular a taxa na qual a DAC s@aga através do tecido nervoso (GUEDES
et al., 2004). Agentes quimicos, fisicos ou mec@Enowdem desencadear a DAC (GUEDES et
al., 2004).

Evidéncias indicam que o exercicio fisico ativasbesna serotoninérgico (LAN et al.,
2014). Este efeito pode estar envolvido na redulgéexcitabilidade cortical pelo exercicio
fisico. As drogas que aumentam a disponibilidadese®tonina do cérebro, tais como
citalopram e fluoxetina, diminuem a velocidade dgppgacédo da DAC (GUEDES et al., 2002;
AMANCIO-DOS-SANTOS et al., 2006). Além disso, unatialho recente mostra que o
exercicio fisico pode interagir com fluoxetina orear o seu efeito antagonista sobre a DAC
(MONTEIRO et al., 2015).

A obesidade pode ser relacionada com a alteracatimittade da serotonina no cérebro
(PAPAZOGLOU et al.,, 2015). Adicionalmente, a marimgdio no inicio da vida pode
persistentemente afetar a capacidade de respostajmna agentes farmacologicos, mesmo se
a condi¢ao de nutricional seja recuperado (GUEDE ,€1992; DE-VASCONCELOS et al.,
2004). No presente trabalho, considerando todes estudos acima, nés hipotetizamos se os
efeitos do exercicio fisico e/ou fluoxetina sobf2feC podem ser modificados na prole adulta
provenientes de fémeas que receberam dieta hijpchpdieta HF) no periodo de lactacéo.

Neste estudo, as seguintes questdes foram abordad&esa que a ingestdo materna de
dieta HF durante a lactacdo modifica os parametrgsorais e a propagacéo a DAC na prole
adulta? 2) Sera que os efeitos antagbnicos doiekefisico e/ou fluoxetina sobre a DAC ainda
permanecem na prole adulta exposta a dietaHF duadattacdo? 3) Sera que o exercicio fisico
e/ou fluoxetina influenciam os parametros corpoeaisfilhotes adultos previamente expostos

a uma dieta HF?
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2. Procedimentos Experimentais
2.1 Aprovacao ética

Todos os experimentos foram realizados em confa@ueidcom os "Principios de
Cuidados com Animais de Laboratério" (National ituses of Health, EUA) e as normas da

Comisséo de Etica para Experimentacdo Animal dedysidade Federal de Pernambuco.

2.2 Animais e dietas

Ratas fémeas Wistar receberam durante a lacta€2b dlas apos o parto) ou dieta
controle ou dieta hiperlipidica. A prole daquelagesy compuseram os grupos controle (C;
n=15) e hiperlipidica (HF; n=40). A formulacao dams dietas experimentais foi baseada em
AIN (REEVES, NIELSEN e FAHEY, 1993) e fabricado @dRhoster Industria e Comércio
Ltda (Sao Paulo, Brasil). Na dieta HF, 45,9% da twergético foi derivado de lipidos (6leo
de palma + soja) versus 16,7% (6leo de soja) eta diontrole. O respectivo valor calorico
diferiu entre as dietas: 4,67 kcal/g na dieta Hitreo3,81 kcal/g na dieta C. A composicéo de

ambas as dietas sdo apresentaddsabeala 1
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Tabela I Composicdo das dietas experimentais controlee(Biperlipidica (HF) durante a
lactacéo.

Dieta Normocalorica/ Dieta Hipercaldrica/
normolipidica hiperlipidica

Energia (Kcal/g dieta 3.81 4.67
seca)
Proteinas (% Kcal) 21,15 20,36
Carboidratos (% Kcal) 62,12 33,79
Lipidios (% Kcal) 16,63 45,85
Composicao de acidos graxos:
Caprdéico (C6:0) 0,85 -
Caprilico (C8:0) 0,71 0,04
Céprico (C10:0) - 0,08
Laurico (C12:0) 0,28 0,25
Miristico (C14:0) 0,85 0,97
Pentadecanoico (C15:0) 0,28 0,08
Palmitico (C16:0) 20,34 36,50
Palmitoleico (C16:1) 0,28 0,17
Estearico (C18:0) 6,50 10,84
Margérico (C17:0) - 0,17
Elaidico (C18:1n9t) - 2,98
Oleico (C18:1n9c) 29,38 32,26
Linolelaidico (C18:2n6t) - 0.42
Linoleico (C18:2n6c¢) 35,73 13,40
Alfa Linolenico LNA
(C18:3n3) 2,68 0.88
Araquidico (C20:0) 0,56 0,42
Cis-11-Eicosenoico
(C20:1n9) 0.28 0.13
Behenico (C22:0) 0,72 0,25
Tricosandico (C23:0) 0,56 0,04
Lignocérico (C24:0) - 0,12

Apds o desmame, os filhotes machos de ambos oegyrapeberam a dieta padrao de
laboratério (Presenca Nutricdo Animal, Sdo PautasB. Os ratos foram mantidos em gaiolas
de polietileno (51 cm x 35,5 cm x 18,5 centimetresp ciclo de luz/escuridao de 12-h (luzes

acesas as 06:00), a 22+1° C e acesso a comidaadghitum

2.3 Design experimental

Na idade de 40-60 dias, alguns animais C e HF fat#@mimetidos a exercicio moderado
(E;. BATISTA-DE-OLIVEIRA et al.,, 2012) em esteiranfdelo ET 2000, o Insight

Equipamentos Cientificos, Ribeirdo Preto, Bradll % de inclinacdo) durante 3 semanas, 5



54

sessdes semanais (uma sessdo de 30 minutos poA dialocidade da esteira foi ajustada
durante a primeira, segunda e terceira semanas eminbn, 10 m/min e 15 m/min,
respectivamente, como descrito anteriormente (MORTEet al., 2011; MONTEIRO et al.,
2015). O restante dos animais foram mantidos emico@s sedentarias (S); isto €, eles também
foram mantidos durante 30 minutos por dia na ested entanto desligada.

A fim de verificar a agdo da combinacéo de flumeett exercicio em animais oriundos
de uma condicéo nutricional hiperlipidica durantaleitamento, em metade dos animais HF
foi administrada 10 mg/kg de cloridrato de fluorati orogastricamente (F; Medley),
imediatamente antes de serem colocadas na efara.minimizar os possiveis efeitos do
procedimento de gavagem, nos ratos C e HF queac@&beram a fluoxetina foi administrado
volume equivalente de agua destilada (W). Os asifteam entéo distribuidos em um dos
seguintes grupos: C/SW (n=8), C/EW (n=7), HF/SW10)}s= HF/EW (n=11), HF/SF (n=9),
HF/EF (n=10).

2.3 Parametros corporais

Para avaliar o efeito de uma dieta HF duranteta¢éo sobre o crescimento da prole,
0 peso corporal foi obtido nos dias 1, 7, 14, 21,48 e 60. Os pesos corporais foram obtidos
por meio de uma balanca com escala digital eletadmiapacidade de 1.010 g e sensibilidade
de 0,5 g (modelo ADF 1000, Marte Cientifica e lmstentacdo industrial Ltda, Minas Gerais,
Brasil).

Aos 40 e 60 dias de vida foram realizadas as sesguimedidas: indice Lee,
circunferéncia abdominal (CA), circunferéncia tacaqCT) e razdo CT/CA. O indice de Lee
foi calculado pela raiz cubica do peso corporalct@hprimento naso-anal (cm)\Beso
(g)/NAL (cm)] (NOVELLI et al., 2007; MONTEIRO et al2015). As CA e CT foram obtidas
com uma fita métrica colocada imediatamente antes@atas traseiras e imediatamente atras
das patas dianteiras, respectivamente (NOVELLI.e2807; MONTEIRO et al., 2015). O
ganho de peso dos animais foi também avaliadodifele’enca de peso entre 40 e 60 dias.

2.5 Registros eletrofisioldgicos

Antes do registro da DAC, os animais foram anestles intraperitonealmente com
uma mistura de 1000 mg/kg de uretana e 40 mg/lajodalose (ambos da Sigma Co., EUA).
Uma céanula traqueal foi inserida para melhorarspiracdo dos animais. Trés orificios (2-4

mm de diametro) foram feitos no lado direito, atidbs na direccéo antero-posterior do cranio,
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paralelamente a linha mediana. O orificio no oseatél foi usado para aplicar o estimulo
(KCI) para eliciar a DAC. Os outros dois orificigae foram feitos no osso parietal foram
utilizados para registrar a onda de propagacaoAia. B DAC foi induzida em intervalos de
20 min, usando uma chumaco de algodao de 1 mim{fir2le diametro) embebido em solugéo
de KCI a 2% (aproximadamente 270 mM) aplicado rificay da regido frontal. A aplicacédo
de KCI foi repetida cada 20 min durante um totatide Dois eletrodos Ag/AgCl agar-ringer
(um em cada orificio) foram utilizados ligados a eletrodo de referéncia comum do mesmo
tipo colocado sobre o osso nasal para gravar asamgaed potenciais lentas (SPC) que
acompanhaa DAC. Durante a cirurgia e registro daCpPAs animais respiraram
espontaneamente, e a temperatura retal foi marattai continuamente e mantida a 37+1° C.
A velocidade de propagacédo da DAC foi baseada mpdenecessario para que uma
onda de DAC percorra a distancia entre os doisogodé registo corticais. Este tempo foi
calculado usando o inicio da fase de subida da I8f@tiva como ponto inicial, conforme
relatado anteriormente (MONTEIRO et al., 2015).fMo da sessdo de gravacao, os animais,
sob anestesia profunda, foram sacrificados porles& na regido da bulbar, feita com uma
agulha afiada inserida através da cisterna magoapgando prontamente parada cardio-

respiratoria.

2.6 Coleta de tecido

Os tecidos de gordura retroperitoneais e epididifimmam dissecados dos animais apos
o sacrificio. Estes tecidos foram pesados em utaadedigital eletrdnica, com capacidade de
220 g e sensibilidade de 0,01 g (modelo AY220, Skira do Brasil Comércio Ltda, Sao Paulo,

Brasil).

2.7 Anélise estatistica

As diferencas no peso corporal, indice de Lee, @A grazdo CA/CT entre o animais
HF e C foram analisadas utilizando o teste-t deétu As mudancas nestes parametros apos
o tratamento com fluoxetina e exercicio, bem comelacidade da DAC entre 0s grupos, foram
analisadas usando ANOVA one-way seguido do tesetpr (Holm-Sidak), quando indicado.

As diferencas foram consideradas significativas jpa0,05.



56

3. Resultados
3.1. Efeito da dieta materna hiperlipidica sob osgrametros corporais da prole adulta

A prole exposta a dieta HF dieta apresentaram rpa®u (p <0,05) corporal a partir do
7° dia até o 40° dia de vida em comparagdo conola pkposta a dieta Gigura 1A). As
médias + DP de pesos corporais da prole exposttatdF, em gramas, foram 7,34+0,79 (dia
1), 19,93+2,25 (dia 7), 38,07+3,30 (dia 14), 628,89 (dia 21), 109,14+20,55 (dia 30),
164,31+17,73 (dia 40). A prole exposta a dieta Gtnoo naquela mesma sequéncia de idade
superior, médiatSD de peso corporal em gramas Z,30;+ 16,38+2,00, 30,87+2,34,
49,54+4,74, 89,44+8,10 e 154,12+12,30.

No 40 dia, a prole exposta a dieta HF mostrou um aumgtoficativo (p<0,05) na
CT, CA e indice de Lee em comparagcdo com a prgiesta a dieta CH{guras 1B e 1Q. A
média + DP, em cm, dos valores na prole exposta #iE e C foram, respectivamente, CT =
11,75+0,62 versus 11,02+0,38; CA = 14,45+0,76 \&@i81+0,49; indice de Lee = 0,33+0,01
versus 0,31 0,02. A razdo CA/CT foi de 1,23+0,0/amagrupo HF e 1,25+0,05 para grupo C,
sugerindo uma distribuicdo de gordura corporal hpgnea em ambas as condi¢des nutricionais
(Figura 1D).

Figura 1. A - Evolucéo corporal de ratos previamente amamestpdr maes que receberam
dieta controle (C) ou hiperlipidica (HF) durantelaztacdo. Aos 40 dias de vida as
circunferéncias toracica e abdominal (CT e CA,eeipamente)R), indice de LeeQ) e razéo
CAJ/CT (D) foram medidos nos animais C e HF. O niumero dexasiem cada grupo foi de
n=15 (grupo C) e n=40 (grupo HF). Os valores s@esgmtados como média £ SEM. * Indica
diferencas (p <0,05) entre os grupos C e HF (t@ste-
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3.2 Efeito do exercicio e/ou fluoxetina sobre paraetros corporais de filhotes adultos
expostos a dieta materna hiperlipidica

A fluoxetina e/ou o exercicio durante 21 dias ndlier@u significativamente o peso
corporal (p = 0,52), nem o ganho de peso entraass4d e 60 (p = 0,656) nos animais. No
entanto, as circunferéncias abdominal e toraciceng@eceram aumentadas em todos 0s
animais da dieta HF materna (grupos HF/SW, HF/EWSH e HF/EF) em comparacao com
0s animais C (grupos C/SW e C/EW; p <0,05). O dgersozinho reduziu significativamente
a CA dos animais do grupo HF/EW em comparacdo cogmupo hiperlipidico-controle
sedentéario (grupo HF/SW). N&o houve diferencasanaa CA/CT (p=0,574) e indice de Lee
(p=0,113). O tecido adiposo retroperitoneal diminubs animais HF/SF em comparacdo com
0s outros cinco grupos do estudo (grupos HF/SWEWE/HF/EF, C/SW e C/EW) e nos
animais HF/EF em comparacdo com os animais do gil&gpeW. Além disso, o tecido adiposo
retroperitoneal aumentou o grupo HF/EW em comparagé o grupo HF/SW. Nao houve

diferencas no tecido de gordura epididimoal ergrgrapos (p = 0,09Tabela 2.

3.3 Efeito da fluoxetina e/ou exercicio sobre a DAE@m de filhotes adultos expostos a

dieta materna hiperlipidica

A mudanca lenta de potencial nos registros DC @enopresenca da DAC apos a
estimulacdo com KCI, que séo apresentados, de faepnasentativa, nigura 2A em cada
condicéo estudada: C/SW, C/EW, HF/SW, HF/EW, HRSH-/EF. A aplicacéo topica com
KCl a 2% durante 1 min no orificio localizado narhsfério direito do cortex frontal provocou
uma unica onda de DAC que se propagou sem intéroupcpdde ser gravada pelos dois
eletrodos na superficie parietal do mesmo hemisf&éntro de alguns minutos apés a DAC
ser gravada, a mudanca lenta de potencial gradotnaeltou ao padréo pré-DAC.

Na prole exposta a dieta HF, os valores da ANOVa#sdiias mostraram que o0 exercicio
fisico (F [3.428] = 6,320; p<0,001), fluoxetina[@428] = 22,285; p<0,001), e exercicio fisico
+ fluoxetina (F [3.428] = 24,238; P <0,001) tiverafeitos principais significativos sobre a
propagacdo da DAC. A andlise post-hoc revelou uméndicdo significativa na velocidade
da DAC no grupo HF/EW (2,97+0,40 mm/min), grupo/$#F (2,88+0,45 mm/min) e grupo
HF/EF (2,98 £ 0,27 mm/min ) em comparacdo com asas HF-controles (grupo HF/SW;
3,40%0,36 mm/min).
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De forma semelhante, na prole exposta a dietaeXerxicio apresentou a velocidade

da DAC menor em comparacdo com o seu controle sgternA média + SD para 0os grupos

C/SW e C/EW foram 3,24+0.25 mm/min, e 2,94+0,28 mim/ respectivamente. Houve um

aumento significativo na velocidade da DAC entrgropos HF/SW e C/SW (p <0,0Rigura

2B)

Tabela 2 Efeito do exercicio e/ou administracdo de flumesobre parametros corporais e
gordura visceral em ratos Wistar. C e HF sdo asic@itrole e hiperlipidicos, respectivamente.
SW = sedentario, EW = exercitado, SF = fluoxetifieFe= exercitado + fluoxetina. Os valores
sdo expressos como meédia + DP. Os valores maroamos letras mindsculas diferem
significativamente dos valores correspondentegdgsos marcados com as mesmas letras na
linha dos grupos experimentais. O nimero de radogiupo esta entre parénteses (ANOVA).

Parametros Grupos Experimentais
CISW(a) CIEW(b) HF/SW(c) HF/EW(d) HF/SF(e) HF/EF(f)
Peso corporal (g) 254,56+£23,25 247,80+10,80 270,48%+29,72 263,43t20,45 253,85+33,48 263,30+£30,15
(8) (1) (10) (11) 9) (10)
Ganho de peso 40 - 60 dias (g) 97,70+17,12 96,8016,77 107,59+12,63 100,30+15,73  94,41+25,90 99,12+17,51
(8) ) (10) (11) 9) (10)
Circunferéncia toracica cm (CT) 12,90+0,355 12,86+0,522 14,37+1,078t 13,91+0,678t 14,12+0,908* 14,18+0,766t
(8) (1) (10) (11) 9) (10)
Circunferéncia Abdominal cm 15,96+1,065 16,090,549  18,56+0,81%F 17,360,867 17,98+0,795°  18,09+0,936*
(CT) (8) (7) (10) (11) 9) (10)
Razdo CA/CT 1,24+0,030 1,250,031 1,3040,026 1,250,010 1,28+0,030 1,2840,024
(8) (1) (10) (11) 9) (10)
Indice de Lee 0,31+0,011 0,31+0,020 0,33+0,022 0,33+0,022 0,34+0,022 0,330,023
(8) (1) (10) (11) 9) (10)
Tecido de gordura epididimal (g) 2,49+0,24 2,39+0,53 2,79+0,26 2,84+0,33 2,47+0,35 2,66+0,24
(6) (5) (6) (8) (6) (10)
Tecido de gordura 2,37+0,27 2,21+0,41 2,04+0,15 2,50+0,3Z 1,63+0,22bed, 2,05+0,33
retroperitoneal (g) (6) 5) (5) (6) 5) (5)
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Figura 2. A - A - Registos representativos da alteracéo lentaotengal (P) da depresséo
alastrante cortical (DAC) elicidada pelo KCI emagos com 61-81 dias de idade, como segue:
dois ratos controle - agua, dois hiperlipidico uag dois hiperlipidicos - fluoxetina. Em cada
grupo, um registro foi de animal exercitado e odkesedentario. As barras verticais indicam
10 mV para P. A DAC foi induzida por KCIl a 2% aglilo por via epidural durante 1 min,
como indicado pelas barras horizontais sobre @ tPdc A DAC foi gravada a partir de dois
eletrodos corticais localizados posteriores a decastimulacdo (em pontos 1 e 2) e as barras
verticais finas indicam o tempo gasto para um eliisde DAC propagar entre eles. Um
terceiro eletrodo do mesmo tipo foi colocado sabosso nasal e serviu como uma referéncia
comum (R) para os eletrodos de regi®o- Velocidade de propagacdo da DAC em ratos
adultos previamente amamentados por maes que rapelsieta controle (C) ou dieta
hiperlipidica (HF). Cada grupo foi subdividido emraais sedentarios (S) e exercitados (E),
durante os dias pés-natais 40-60. No mesmo perdsdanimais foram tratados, por gavagem,
com veiculo (Agua destilada, W) ou fluoxetina (Fnig/kg/dia). O nimero de animais em cada
grupo variou entre 7 e 10. Os valores séo apresentaomo média £ SEM. O simbolo asterisco
indica que os grupos E, F e EF diferem signifieatiente do controlo (SW) dentro da condigéao
HF. O simbolo # denota diferenca de E versus Sraléia condicdo C. O simbolo @ indica
diferencas entre HF e C em condi¢cdo SW. (p <0,08D¥A plus teste de Holm-Sidak).
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4. Discussao

Os principais resultados deste estudo foram queas&do a uma dieta HF apenas
durante a lactacdo reforca a propagacdo da DACérebim da prole adulta e aumenta as
medidas corporais. Estes resultados reforcam esi@@mterior de que em ratos as mudancas
no consumo materno durante a lactacéo séo capazdterhr o estado nutricional e a fungéao
cerebral da descendéncia (SOARES et al., 2012yel#ade, o periodo de lactacdo, que em
ratos corresponde os trés primeiros semanas deéviansiderado muito critico e sensivel as
condicbes ambientais adversas (MORGANE et al., 199®utro grande achado deste estudo
foi que o exercicio em esteira e/ou tratamento floaxetina tem efeito antagonista sobre as
velocidades da DAC mesmo sob condi¢ao de uma miaterna HF durante a lactagéo.

No que diz respeito as medidas corporais, 0os asigwidieta HF materna teve peso
corporal, CA, CT e indice de Lee mais elevado d® agicontroles até os 40 dias de vida. A
dieta HF utilizada no presente estudo continha guaatidade maior de gordura e energia do
gue a dieta controle. As evidéncias indicam queyaadores, 0 excesso nutricional materno
devido ao elevado consumo de alimentos ricos endugas e/ou energia promove 0
desenvolvimento de obesidade na descendéncia (FREN@GI., 2001; SPENCER, 2012).
Além disso, ao considerar a exposicao preé ou pta-para estes tipos de dietas, o periodo pos-
natal (amamentagdo) foi mais critico para determioansequéncias metabdlicas na
descendéncia (SUN et al., 2012). Estudos sugerem dieta materna influencia a composicéo
do leite materno (TINOCO et al., 2007, RICHARD kt 2015), e que a dieta HF eleva as
concentracdes de proteinas, lactose e triglicériangeite. Consequentemente, uma dieta
materna HF pode induzir hipernutricdo na prole (H@\at al., 2009; FRANCO et al., 2012).

AlteracBes metabdlicas devido a ingestdo de diétadttante a fase perinatal pode
envolver sistemas de leptina e insulina. Ambosisisrmeas estao relacionados com mudancas
corporais, tais como maior ganho de peso e adipdsigHOWIE et al., 2009). Todos estas
alteracbes podem ser encontradas mesmo na audénex@esso de peso materno, indicando
efeito especifico da gordura saturada no metabolgadescendéncia (FRANCO et al., 2012).
Uma dieta HF durante a lactacdo também induz stéesia a insulina e a intolerancia a glicose
(VOGT et al., 2014), uma vez que a obesidade matgode resultar numa regulacdo negativa
do transportador de glicose (GLUT4) no musculo ekico da prole (SIMAR et al., 2012).
Em nosso estudo utilizamos uma dieta hiperlipidetmrada, o 6leo de palma, que pode ter
influenciado esses hormonios e aumentado as medipdgorais na prole.
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Aos 60 dias de vida ndo houve diferencas signifiaatde ganho de peso corporal e
peso corporal nos animais HF dentro das quatroigcdesl estudadas, quando comparados aos
controles. Em outro modelo experimental de obesgidadtos provenientes de ninhadas
pequenas apresentaram um aumento de peso corfibédl dias, mas apés 30 e 60 dias de
vida, este efeito desapareceu (NERI et al., 2(Hh) nosso estudo este aumento permanaceu
até os 40 dias de vida.

O exercicio fisico ndo influenciou o peso corperganho de peso corporal nos ratos
expostos a dieta HF, semelhante aos resultadostuttoecom animais controle (MONTEIRO
et al., 2011; MONTEIRO et al., 2015). Lee et aD(®2) sugeriram que 0 exercicio aerébico
cronico pode aumentar a taxa total de musculo-gardam perda de peso. Além disso, 0
tratamento com fluoxetina néo teve efeito sobreesopcorporal dos animais HF. A mesma
constatacdo foi reportada para a fluvoxamina, ouibidor seletivo da recaptacdo da
serotonina (ISRS) em ratos adolescentes eutr6fil®BIG et al., 2006). E possivel que os
efeitos sobre o peso corporal de ISRS e o apatidem desaparecer durante o tratamento
cronico (JONG et al 2006; CAMARO et al., 2008).i@ite de Lee, um preditor de sobrepeso
que considera o peso corporal (NERY et al., 20449, diferiu entre os grupos.

Outros preditores corporais, CA e CT, aumentaramtains os quatro grupos HF
comparados com 0s grupos controles. Sabe-se q@tagdo coincide com o periodo méaximo
adipogénese em roedores (LECOULTRE e BRETON, 2Bjn disso, a ingestédo de dieta
materna durante a amamentacao pode alterar a aglitb leite em favor do alargamento dos
adipdcitos dos descendentes (LECOULTRE e BRETOMSRE importante mencionar que a
CA foi reduzida no grupo HF/EW comparado ao grupdSVV. Isso demonstra a eficiéncia do
exercicio fisico em melhorar a composicéo corp@adésar de sua incapacidade de reduzir o
peso corporal.

O exercicio fisico diminuiu a CA, mas aumentou edgra retroperitoneal no grupo
HF/EW. Pode ser especulado que um efeito compeitdtbexercicio fisico sobre a ingestéao
caldrica (GOLLISH et al., 2009; ZAMBON et al., 2Q008ssociado com a lipogénese induzida
por dieta HF (LECOULTRE e BRETON, 2015) promovecaraulo de gordura abdominal. A
gordura retroperitoneal € uma medida que pode septar a adiposidade central (ZAMBON
et al., 2009). No entanto, quando a fluoxetinafrininistrada em conjunto com o exercicio, o
valor absoluto de gordura retroperitoneal foi redazA fluoxetina parece atuar diretamente
sobre o tecido adiposim vitro, diminuindo o acumulo de gordura através da idibiga
proliferacdo e diferenciacdo de células estamidars/adas de tecido adiposo (SUN et al.,

2015). Em animais geneticamente obesos, o tratancent fluoxetina (10 mg/kg i.p. durante
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duas semanas) reduziu a gordura corporal total @RIUCA et al., 2004). Na verdade, a
gordura retroperitoneal no grupo HF/SF foi, sigrafivamente, a menor entre 0s grupos.

O tecido epididimal nao foi alterado apds o exéadou administracao de fluoxetina.
Resultados semelhantes foram encontrados em rdidtosa amamentados em pequenas
ninhadas e submetidos ao exercicio de natacdo (NERIY, 2011). Estes autores sugerem que
a sobrecarga do exercicio ou, pelo menos, o malame de atividade teria mais efeito sobre
este tecido. No que diz respeito efeito fluoxetiaase tecido, Da Silva et al. (2015) mostraram
que ratos que receberam injecdes subcutaneasoketilua a partir declaté 21 dias de vida
apresentaram reducdo de tecido adiposo branco idadiem. A discrepancia dos nossos
resultados pode ser devido a diferencas metodalggiona vez que usamos a fluoxetina por
via orogastrica em animais mais velhos (40 a 66 digavida).

Com relacéo aos efeitos relacionados com a nutgg@oa excitabilidade cerebral, a
dieta HF acelera a velocidade da DAC (grupo HF/S\Wrupo C/SW). De fato, tem sido
sugerido que o consumo de uma dieta HF materrasitgtificativamente o ambiente cerebral
da descendéncia (SEGOVIA et al., 2015). Além diasanodificacdes nos lipidios alimentares
maternos tém sido associadas com efeitos negatoloe a mielinizacdo da via auditiva do
tronco cerebral (SASTE et al., 2008). Por outr@Jadconteddo de mielina esta inversamente
relacionado com a velocidade de propagacédo da DMAEIRKLER et al., 2009).

Soares et al. (2012) sugeriram que o tratamentcéoisto linoleico conjugado realizado
durante a lactacdo pode prejudicar a sintese denaniea descendéncia e poderia estar
envolvido na aceleracdo da DAC. A dieta HF utilz&en nosso estudo continha quantidades
mais elevadas de acido palmitico, estearico emlgie a dieta controle; e os proteolipideos
presentes na mielina no sistema nervoso centrediddoro de rato parece conter acidos graxos
na sua ligacéo, principalmente os acidos palmittmco e esteéarico (BIZZOZERO, SOTO e
PASQUINI, 1984; BIZZOZERO e GOOD, 1991). E possiwgle o desequilibrio na
composicado dos lipidios ingeridos durante o periddoamamentacdo possa influenciar
negativamente a mielinizacdo e promover efeitoadhuros na eletrofisiologia do cérebro.

Freeman et al. (2014) relataram que uma dieta Hpeni@do pds-natal esta envolvida
com danos no cérebro da prole, devido a inflamaDaestado obeso é caracterizado por uma
inflamacéo sistémica de baixo grau, principalmentao resultado de um aumento no tamanho
dos adipdcitos, bem como da atividade macrofagitsdente e resistente a gordura (GIL et al.,
2007). Em relacéo ao cérebro, a dieta HF podetaesein elevada quantidade de TiRo
hipocampo de ratos (SPAGNUOLO et al., 2015), etat#o € critica para o desenvolvimento
do sistema imune, especialmente para o sistemaiadguirido (KELLY e COUNTTS, 2000).
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A inflamacgao crbnica de baixo grau, como resultdaongestdo de dieta HF materna,
pode ser ativada em muitos 6rgdos da descendémciiaindo no cérebro (ZHOU e PAN,
2015). Sasaki et al. (2013) observaram que a ddénera adulta exposta a dieta HF perinatal
apresentou expressdo aumentada dos receptoredidesterona na amigdala e expressao pro-
inflamatdria e anti-inflamatéria alterada em gedeshipocampo e amigdala conhecidos por
serem regulados pelo receptor glucocorticéide. Alsso, a DAC parece esta envolvida na
inflamacédo neurogénica intracraniana em torno dsey sanguineos meningeos na enxaqueca
(CUI, KATAOKA e WATANABE, 2014). Assim, é possivekpecular que o efeito facilitador
de uma dieta HF sobre a DAC pode estar associatleracdes impostas pela inflamacéao.

A dieta HF também esta relacionada ao estressatack alteragdes na vascularizagdo
cerebral (FREEMAN et al., 2014). Por exemplo, teidosmostrado que uma dieta
hiperlipidémica altera a estrutura micro-vasculao mortex cerebral de hamster
(CONSTANTINESCU, SAFCIUC e SIMA, 2011). No hipocamgde ratos, Spagnuolo et al.
(2015) detectaram que uma dieta HF por longo periadmenta os niveis séricos de
hemoglobina e diminuem os de haptoglobina, umaepratque atua como um antioxidante
através da ligacdo com a hemoglobina livre. Essésres sugerem que as mudancas na
vascularizacdo/barreira hemato encefalica podemesponsaveis pelo aumento observado nos
niveis de hemoglobina cerebral (SPAGNUOLO et 8115).

Por outro lado, alguns estudos demonstraram guees®0 de espécies reativas de
oxigénio aumenta a excitabilidade cortical (GUEBHSRADE, 1993;. ABADIE-GUEDES et
al., 2008). Além disso, a desnutricdo durante &gése ou lactacdo diminui a densidade de
vasos sanguineos no cortex cerebral de filhoteatde e essa reducdo se mantem ao longo da
vida (PEELING e SMART, 1994; BENNIS-TALEB et al.999). Ambas situacdes, estresse
oxidativo e vascularizacéo cerebral, podem inflisare eletrofisiologia do cérebro (ABADIE-
GUEDES et al., 2012;. AYATA, 2013). Assim, diante elxposto acima, podemos especular
que a dieta HF durante a lactagdao pode mudar aalefedativa e o desenvolvimento vascular
da descendéncia (animais HF/SW), aumentando aislieéade a DAC.

Assim como é importante para identificar as ac@esrda dieta HF sobre o corpo, é
necessario propor maneiras de reverter seus efegpgliciais. Em nosso estudo, o aumento
da velocidade da DAC foi atenuada pelo exercicioestrira (animais HF/EW). Pesquisas
anteriores em nosso laboratdrio mostraram um ed@itagonista do exercicio fisico na DAC
sob condi¢Bes nutricionais normais durante a lactdlf M ONTEIRO et al., 2015). Ou seja,

parece que os efeitos do exercicio fisico ocoitependente do estado nutricional.
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Curiosamente, ratos desnutridos durante a lactag@mém apresentam um aumento nas
velocidades da DAC. No entanto, o exercicio emirastambém desacelera a velocidade de
propagacdo da DAC, mesmo em animais idosos (BATISEAOLIVEIRA et al., 2012).
Alguns estudos tém proposto que o consumo de daédental pode ativar vias consistentes
que originam alteracdes vasculares semelhantes esvélhecimento (DANTAS et al., 2014).
Diante disso, estudos tém proposto que o exerecimderado (exercicio de natacdo, 60
minutos/dia, 5 dias/semana, durante 8 semanas) ptafeiar os efeitos vasculares do
envelhecimento através da regulacdo positiva dar féé¢ crescimento endotelial vascular
(FCEV), e reduzir significativamente o estressalativo induzido pela idade (Viboolvorakul
e Patumraj, 2014). Além disso, o exercicio em esthirante 3 semanas, 30 min/dia também
aumentou o FCEV e a densidade de micro vasos degatvasculatura cerebral de ratos idosos
(DING et al., 2006). Assim, € possivel que umaadi¢f pode promover alteracdes vasculares
no cérebro prole. Contudo, o exercicio fisico adeputativamente este efeito por seu papel
angiogénico no organismo, incluindo no cértex cerlelUANG et al., 2013).

Tem sido relatado que as alteracbes vascularedbraereestdo envolvidas na
patofisiologia da enxaqueca, incluindo as altera¢@asculares induzidas pela obesidade
(NOSEDA e BURSTEIN, 2013; IRBY et al., 2015). Paasrez, o mecanismo da DAC parece
estar implicado em desordens vasculares da enxadWEcCOMAS e UPTON, 2015). Ao
considerar que o exercicio fisico pode reduzirrddala enxaqueca (IRBY et al., 2015), é
razoavel que ele pode também influenciar a exdidaie cerebral, retardando a propagacéao
da DAC.

O exercicio fisico também melhora as mudancas lassucerebrais que ocorrem no
acidente vascular cerebral isquémico e este efeitgolve a ativacdo do sistema
serotoninérgico. Lan et al. (2014) mostraram queelasao permanente da artéria cerebral
média reduziu os niveis de serotonina. No entapos 16 dias de desempenho em roda de
corrida, o receptor 5-HT1A (5-HT1AR) e os niveisea@ressao do fator neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF) foram regulados positivamente NLét al., 2014). Além disso, estudo
prévio observou que exercicio em esteira isoladésm@mn em conjunto com a fluoxetina, um
medicamento que aumenta a disponibilidade de senatmo cérebro, diminuiu a velocidade
da DAC (MONTEIRO et al., 2015). Nesse estudo, foseyvado efeito da fluoxetina em
condi¢des de lactacao favoraveis.

Estudos de DAC anteriores demonstraram que o estatt@ional precoce pode
promover diferentes respostas eletrofisiolégicalgamas substancias (GUEDES et al., 1992;.
COSTA-CRUZ e GUEDES, 2001). Por exemplo, a destadrdurante a lactacdo aumenta o
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efeito da naloxona sobre a propagacao da DAC nmebrs de ratos adultos (GUEDES et al.,
2013). Em contraste, o efeito da pilocarpina é zietiu em animais adultos que foram
submetidos a desnutricdo nas fases iniciais da (D&aVASCONCELOS et al., 2004). No
entanto, outro estudo sugere que a inducao de icexghes do estado nutricional precoce sobre
a DAC dependem do sistema cerebral em questaoyvemaque trés drogas serotoninérgicas
testadas, citalopram, fluoxetina e tianeptina,tn@vam seus efeitos alterados pela subnutricdo
anterior (GUEDES et al., 2002;. AMANCIO -DOS-SANT@S8al., 2006; AMANCIO-DOS-
SANTOS et al., 2013).

Na verdade, o periodo de lactagdo constitui unmegasensivel para o desenvolvimento
do sistema serotonérgico (JURY et al., 2015) e sistema de neurotransmissao afeta os
mecanismos subjacentes da DAC (GUEDES et al., 2ADEANCIO-DOS-SANTOS et al.,
2006). Papazoglou et al. (2015) demonstraram que dieta HF prejudica a proliferacéo de
células na area do cérebro que recebe intensaag@rvserotoninérgica (giro dentado do
hipocampo) e sugeriu que os mecanismos que ligabesidade a depressdo envolvem este
neurotransmissor. Assim, as intervencdes que atigagistema serotoninérgico, como 0
exercicio fisico e o tratamento com fluoxetinagparser uma estratégia util contra condicbes

patologicas importantes, tais como a obesidadeep@essao.

5. Conclusao

Em conclusé@o, o presente estudwivodescreve os efeitos duradouros do exercicio em
esteira e tratamento fluoxetina sobre a DAC enotida de ratos expostos a uma dieta HF
materna durante a lactacdo. Os resultados permmiésntirar duas conclusdes. Primeiro, a
propagacdo da DAC acelera em condi¢des desfaverdeelactagcdo. Em segundo lugar, o
processo de hipernutricdo precoce interage comassrdanipulagdes de inicio tardio (exercicio
e fluoxetina), acelerando a velocidade da DAC. @fod destacam a relagdo entre a nutricéo,
exercicio fisico e fluoxetina sobre o fendbmenodadiel@ado com excitabilidade do cerebral e

parametros corporais.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

v" A hipernutricdo precoce aumentou a neuroexcitakdcortical na prole na idade
adulta, observada através de maiores velocidadgsop@agacdo da DAC que os animais

controles;

v A fluoxetina e o exercicio fisico exercem efeitositagbnicos sobre a
neuroexcitabilidade cortical nas duas condi¢cdesamais de lactacdo; pois nos animais
padréo e hipernutridos ambas as manipulacdes raduzas velocidades de propagacdo da
DAC.

v' O exercicio fisico reforcou o efeito da fluoxetimas animais que recebram dieta padrao
na lactagao, no que se refere a excitabilidadérdrdefeito que ndo aconteceu nos animais
hipernutridos.

v A hipernutricdo na lactacé@o alterou os padréesmorétricos da prole até a idade de
40 dias. Aos 60 dias, o exercicio em esteira sozinduziu significativamente a
circunferéncia abdominal nesses animais, mas css@ocge gordura abdominal e toracica

ainda pode ser observado pelas medicfes das @gerudias toracicas e abdominais.

v A combinacao da fluoxetina e do exercicio fisiomiduiu significativamente o ganho
de peso no periodo entre 40 e 60 dias de vidamp®gs alimentados por dieta padrdo no
aleitamento. Nos animais hipernutridos durantetatfio, a fluoxetina reduziu, enquanto o

exercicio aumentou a quantidade do tecido adipetsoperitoneal.
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The antidepressant fluoxetine and physical exercise exert similar effects on the serotoninergic system by
increasing brain serotonin availability, and both show antagonistic action on cortical excitability. Here we
provide the first assessment of the interaction of the two together on cortical spreading depression (CSD)
in young adult rats. Wistar rats (40-60 days of life) received fluoxetine (10 mg/kg/d, orogastrically) or an
equivalent volume of water. Half of the animals from each condition were assigned to perform physical
exercise in a treadmill, and the other half formed the sedentary (non-treadmill) control groups. Body
parameters (Lee index and thoracic and abdominal circumferences) and the velocity of CSD propagation
were investigated. Fluoxetine +exercise animals had less weight gain (78.68 + 3.19g) than either the
fluoxetine-only (9334 +4.77 g) or exercise-only group (97.04 + 3.48 g), but body parameters did not
differ among them. The velocity of CSD propagation was reduced in the fluoxetine-only and exercise-only
groups compared to sedentary water controls (3.24 + 0.39 mm/min). For the fluoxetine + exercise group,
CSD velocity values were significantly lower (292 +022mm/min) than for fluoxetine only
(3.03+0.35mm/min); however, they were similar to values for the exercise-only group
(2.96 + 0.23 mm/min). These findings confirm the similar effects of fluoxetine and exercise and suggest a

greater effect of physical exercise in reducing brain excitability.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Serotonin, or 5-hydroxytryptamine (5-HT), is a neuro-
transmitter that is widely distributed in the central nervous sys-
tem. This monoamine is important in many behaviors, including
sleep, appetite, memory, sexual behavior, neuroendocrine func-
tion, and mood (Sghendo and Mifsud, 2012). It also interferes in
food behavior, promoting satiety and reducing body weight
([Guimardes et al, 2006,Voigt and Fink, 2015]) and seems to de-
crease brain excitability ([Pardo-Pefia et al, 2014,Tarlaci, 2009)).

The selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI) fluoxetine is
an antidepressant that increases brain serotonin availability (Qu
et al., 2009). Because of some reports that physical exerdse also
increases brain serotonin (Lan et al, 2014; Meeusen et al., 1996),
physical exercise could be suggested as a less expensive strategy

* Correspondence to: Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Centro de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Pernambuco. Av. da Engenharia, S/N
Cidade Universitiria, 50740-600 Recife, PE-Brazil. Fax: +5581 2126 8976.
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http: //dx.doi.org(10.1016/).¢jphar 2015.05.027
0014-2999/ 2015 Elsevier BV. All rights reserved.

for the same result.

A relationship between serotonin and brain excitability has
been reported with other SSRIs (Amancio-dos-Santos et al., 2006;
Guedes et al., 2002). Citalopram can reduce the occurrence of
spontaneous high-frequency osdllations that occur in epileptic
seizures (Pardo-Pefia et al, 2014). Escitalopram promotes a de-
creased frequency, duration, and intensity of episodes of migraine
(Tarlaci, 2009). Additionally, serotonin exerts an antagonistic effect
on cortical spreading depression (CSD) ([Amancio-dos-Santos
et al, 2006 Amando-dos-Santos et al., 2013,Guedes et al, 2002,
Read and Parsons, 2000]). CSD has been described as a slowly
propagating wave of depression of spontaneous cortical electrical
activity that occurs with chemical, electrical, or mechanical sti-
mulation of one point of cortical tissue (Ledo, 1944). The CSD wave
consists of reducing (“depression”) of the electrical activity of
brain tissue that spreads (“spreading”) concentrically and re-
versibly (Ledo, 1944). Simultaneous with the depression of spon-
taneous electrical activity, a slow direct-current (DC) potential
change (SPC) appears in the cortical region where the CSD is ob-
served, and this “all or none” signal clearly marks the beginning
and the end of the phenomenon (Ledo, 1947). Thus, the SPC is
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widely used to calculate the velocity at which the CSD propagates
through the nervous tissue (Guedes et al., 2004).

We previously showed that administration of fluoxetine during
development dose-dependently impairs CSD propagation. Wistar
rats treated with fluoxetine (10 mg/kg, s.c.) showed a reduction in
CSD propagation velocity. However, a dose of 20 mg/kg had an
even stronger effect (Amancio-dos-Santos et al, 2006). Ad-
ditionally, the effect of physical exercise on CSD was also in-
vestigated. Rats performed physical exercise on a treadmill during
early phases of development, at adulthood, or during senescence.
At all ages, an antagonistic effect of exercise on CSD was observed
(Batista-de-Oliveira et al., 2012; Monteiro et al., 2011). These data
led us to ask the following questions: (1) Can physical exerdse
potentiate the effect of 10 mg/kg fluoxetine on CSD? (2) Do
fluoxetine administration and physical exercise influence CSD
propagation in young adulthood? (3) Do physical exercise and
fluoxetine administration interact and influence body parameters?

2. Methods
2.1. Animals and experimental groups

Male Wistar rats were handled in accordance with the “Prin-
ciples of Laboratory Animal Care” (National Institutes of Health,
USA) and the norms of the Ethics Committee for Animal Research
of the Universidade Federal de Pernambuco. They were reared in
polyethylene cages (51 cm x 35.5 cm x 18.5 cm) in a room main-
tained at22 + 1 °C with a 12- h light:dark cycle (lightson at6:00 a.
m.) and free access to water and rodent laboratory chow diet
(Presence Nutri¢cao Animal, Sdo Paulo, Brazil). At 40-60 days of life,
the animals were assigned to one of the following groups: se-
dentary and treated with vehicle (distilled water control; water-
only group); exercised and treated with vehicle (exerdsed-only
group); sedentary and treated with fluoxetine 10 mg/kg/d (fluox-
etine-only group); and exercised and treated with fluoxetine (ex-
ercised + fluoxetine group).

22. Fluoxetine administration and the treadmill exercise protocol

Animals were administered orogastrically either 10 mg/kg
fluoxetine hydrochloride (Medley®) or an equivalent volume of
distilled water. The total volume administered in each gavage was
1.0 ml/d. Following gavage, rats in the two exercise groups were
submitted to moderate exerdse on a treadmill (model ET 2000,
Insight Equipamentos Cientificos, Ribeirdo Preto, Brazil, 0° in-
clination) (Batista-de-Oliveira et al., 2012; Gomes da Silva et al.
2010). Periods of treadmill exercise lasted 3 weeks, 30 min per day,
in 5 weekly sessions (one session per day). The treadmill running
velocity was set at 5 m/min during the first week; during the
second and third weeks, the velocity was increased to 10 m/min
and 15 m/min, respectively (Monteiro et al, 2011). Rats from the
sedentary groups (water-only and fluoxetine-only groups) were
placed in the treadmill for the same period as the exercised ani-
mals, but the treadmill was turned off.

23. Body parameters

23.1. Weight gain

Weight gain was taken as the difference between weights at
the age of 60 days and 40 days of life. Body weight measurements
were made using a digital electronic scale, with 1010 g capacity
and sensitivity of 05 g (ADF 1000 model, Marte Cientifica e In-
strumentacao Industrial Ltda, Minas Gerais, Brazil).

23.2. Lee index

This index was calculated at the beginning and end of the ex-
periments (rats at 40 and 60 days old). It expresses the relation-
ship between the cube root of body weight and the nose-to-anus
length [/ Weight (g)/NAL (cm)] (Novelli et al., 2007).

23.3. Abdominal (AC) and thoracic circumference (TC)

At 40 and 60 days, each animal was contained in a quiet and
noise-free environment, and a tape measure was placed im-
mediately anterior to the forefoot to obtain AC or immediately
behind the foreleg for TC (Novelli et al., 2007). The ratio of AC/TC
was calculated in the same period.

24. Cortical spreading depression (CSD) recording

In the four groups, CSD was recorded at 61-81 days of life.
Before recordings, the animals were intraperitoneally anesthetized
with a mixture of 1000 mg/kg urethane plus 40 mg/kg chloralose
(both from Sigma Co., USA). This mixture was used because in the
rat, it provides a very stable anesthesia that lasts for several hours
and does not block CSD (Gorelova et al, 1987). Furthermore, a
tracheal cannula was inserted to improve breathing. For the
measurement, three trephine holes aligned in the anteroposterior
direction and parallel to the midline were drilled on the right side
of the skull (2-4 mm diameter). One hole was positioned on the
frontal bone and used to apply the stimulus (K1) to elicit CSD. The
other two holes were drilled on the parietal bone (3-4 mm dia-
meter) and used to record the propagating CSD wave. During
surgery and CSD recording, animals breathed spontaneously, and
rectal temperature was continuously monitored and maintained at
37 4+ 1°C. CSD was elicited at 20- min intervals by 1 min applica-
tion of a cotton ball (1-2 mm in diameter) soaked in 2% KCl so-
lution (approximately 270 mM) to the anterior hole drilled in the
frontal region. The KCl application was repeated every 20 min for a
total of 4 h. The slow potential changes accompanying CSD were
recorded using two Ag/AgCl agar-Ringer electrodes (one in each
hole) against a common reference electrode of the same type
placed on the nasal bones. The CSD velocity of propagation was
based on the time required for a CSD wave to pass the distance
between the two cortical recording points. This time was mea-
sured using the beginning of the rising phase of the negative SPC
as the initial point, as previously reported (Batista-de-Oliveira
et al., 2012). At the end of the recording session, the animals, while
still anesthetized, were killed by the introduction of a lesion in the
bulbar region with a sharp needle, inserted through the cistern
magna, promptly provoking cardio-respiratory arrest

25. Statistical analysis

Body parameters and CSD velocity were expressed as
mean + standard error of the mean. Intergroup body parameter
differences were compared by using a one-way analysis of var-
iance (ANOVA) for repeated measures followed by the post-hoc
Tukey test. CSD propagation differences were compared by em-
ploying a two-way ANOVA, including the factors of gavage treat-
ment (fluoxetine or water) and exercise condition (exercised or
sedentary) followed by a post-hoc (Holm-Sidak) test, when in-
dicated. Differences were considered significant at P < 0.05.

3. Results

3.1. Body parameters

The animals treated for 21 days with fluoxetine and submitted
to physical exerdse presented less (P<0.05) weight gain



87

H. Mirelle Costa Monteiro et al. / European Journal of Pharmacology 762 (2015) 49-54 51
(78.68 + 3.19g) than their controls, i.e, the fluoxetine-only
(93.34 + 4.77 g) and exercise-only groups (97.04 + 348 g; Fig. 1).
110.0 The groups did not differ significantly for any body measurements
(Lee index, TC, AC) (Table 1).

3 # 32. Cortical spreading depression
‘i * Electrophysiological recordings on the cortical surface of one
= 80.0 Wistar rat from each studied condition (water only, fluoxetine
B only, exercise only, fluoxetine +exerdse) are presented in Fig. 2.
= The slow potential change in the DC potential recordings denotes
- the presence of CSD after Kl stimulation. Generally, the topical
application of 2% KCl for 1 min at one point of the frontal cortex in
the right hemisphere elicited a single CSD wave that propagated
50.0 W E ’ - without interruption and could be recorded by the two electrodes

‘ at the parietal surface of the same hemisphere. Within a few
Fig. 1. Weight gain between 40 and 60 days. W, E, F, and FE indicate water-only minutes after the CSD had been recorded, the slow potential
=8), ; ly (n=10), fi ti | =10), and fi tine+ i
SO, SURSDECN 0= FAL TSN 0, WA ST S change gradually returned to the pre-CSD pattern.

(n=10) groups, respectively. Values expressed as mean + SEM. # and # denote that 5 .
weight gain in FE animals was significantly lower (P < 0.05) than in the F and E Two-way ANOVA of the CSD propagation velocity values

groups, respectively (one-way ANOVA). showed that physical exercise alone (F [3,445]=45228; P<001),
Table 1
Effects of fluoxetine administration and treadmill exerdse on body parameters in male Wistar rats.
Parameters Age 40 days Age 60 days
w E F FE w E F FE
Lee index (n=11) 030+ 0.01 0.30 + 0.01 0.31 + 003 030 +0.01 031 +003 032 + 003 031+ 002 0.30 + 003
TC(n=12) 1037+ 1.21 1097 + 124 1070 + 113 1042 +0.92 13.03 + 140 1335+ 124 1332+ 109 1240 + 066
AC (n=12) 1261+ 1.63 1272+ 085 1341 + 116 1279 +1.38 15.54 + 133 1592 + 145 15.79+ 092 1522 + 087
AC/TC ratio (n=11) 122 + 0.06 L17 0.4 126 + 0.08 123 +0.08 119 + 009 119 + 007 119 + 0.06 1.23 + 007

TC, thoracic drcumference (cm); AC abdominal circumference (cm). W, E, F, and FE indicate water-only, exerdse-only, fluoxetine-only, and exerdse+fluoxetine groups,
respectively. Values are expressed as mean + SD. There was no statistial significance (one-way ANOVA).

Vehicle Fluoxetine
-— —-— e r——
Sedentary
P2 pm— | o | s
R
e
2
-
Exercised I

Fig. 2. Representative recordings of the slow potential change (P) of KCl-elicited cortical spreading depression (CSD) of four 61-81-day-old rats, as follows: one rat from the
ntrol group (water-only; W) and one from each of the three experimental groups [exercise-only (E), fluoxetine-only (F), and fluoxetine + exercise (FE)). Vertical bars, 10 mV
for P. CSD was elicited by 2% KCl applied epidurally for 1 min, as indicated by the horizontal bars over P1 traces. The CSD was recorded by the two cortical electrodes located
posterior to the area of stimulation (at points 1 and 2), and the vertical thinner bars delimit the time spent for a CSD episode to propagate from them. A third electrode of the
same type was placed on the nasal bones and served as a common reference (R) for the recording electrodes.
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CSD velocity (mm/min)

*
*

3.0 I ¥
2.5 I |

W K F FE
Fig. 3. CSD velocities in young ad ult rats treated, per gavage, during postatal days
40-60 with fluoxetine (F; 10 mg/kg/d) or an equivalent volume of vehicle (distilled
water, W). Half of the animals in W and F ran on atreadmill on a set schedule from
40 to 60 days of life (groups E and FE). The number of animals in each group varied
between 9 and 10. Values are expressed as mean + SEM. #CSD velocities in the E
and F groups that are significantly lower (P < 0.01) than in the control group (W) #

denotes CSD velocities in FE rats that are significantly lower (P < 0.01) than in the F
group (two-way ANOVA plus Tukey's test).

fluoxetine alone (F [3,445]=18.564; P<0.01), and physical ex-
ercise +fluoxetine (F [3,445]=8.878; P<0.01) had significant
main effects on CSD propagation. Post-hoc analysis revealed that
treatment with fluoxetine alone (10 mg/kg/d) reduced CSD pro-
pagation velocity (P<0.01) in comparison to water vehicle.
Mean + SD for the fluoxetine-only group was 3.03 4 0.35 mm/min
versus 3.24 + 0.39 mm/min for the water controls. Similarly, ani-
mals in the exercise-only group had lower CSD velocity values
(P < 0.01) than those in the water-only group. The mean + SD for
the exercise-only group was 2.96 4+ 023 mm/min. The combina-
tion of physical exercise and fluoxetine administration also re-
sulted in reduced CSD velocity, as expected (mean + SD,
2.92 4 0.22 mm/min). Compared to the fluoxetine-only group, the
mean CSD value for fluoxetine + exerdse was significantly reduced
(P < 0.01); however, it was similar to the value for the exercise-
only group (P=0.35) (Fig. 3).

4. Discussion

The results of this study provide the first evidence that fluox-
etine treatment (10 mg/kg) in association with physical exerdse
on a treadmill exerts an antagonistic effect on the brain excit-
ability-related phenomenon CSD. Exercise alone does so, as well,
in agreement with previous studies showing that physical exerdse
can antagonize CSD propagation (Batista-de-Oliveira et al., 2012;
Monteiro et al., 2011). Those studies involved a similar protocol of
treadmill physical exercise, but the exercise was performed in rats
in an earlier phase of life (15-35 days of life) than in the current
work. In rats, lactation period (1-21 days of life) includes the
“brain growth spurt” window, which is considered very critical
and sensitive to adverse environmental conditions (Morgane et al.,
1993). In those cases, physical exercise early in life produced a
long-lasting effect because its antagonistic action was recorded
even in adulthood, when the treadmill activity was no longer
performed.

Fluoxetine treatment during the lactation period also impairs
CSD propagation; however, the effect at 10 mg/kg was lower than
at 20 mg/kg, which had the same effect as a 40 mg/kg dose
(Amancio-dos-Santos et al., 2006). In the present study, both
physical exerdse and fluoxetine treatment were carried out during
the juvenile period, with significant effects, indicating that

environmental influences may play a role in phases of life other
than the earliest developmental periods. These robust effects on
CSD are intriguing because adolescence also represents an im-
portant developmental stage that is susceptible to several neuro-
physiological impacts from environmental experiences (Boutros
et al., 2015; Gomez et al., 2014).

Physical exercise improves regional cerebral blood flow (Nish-
ijjima et al., 2012; Viboolvorakul and Patumraj, 2014) and seems to
regulate cerebral angiogenesis through vascular endothelial
growth factor and insulin-like growth factor, which can increase
brain ischemic tolerance (Wang et al, 2014; Zhang et al., 2011). On
the other hand, CSD influences cerebral blood flow (Sun et al,
2011), and brain ischemia is strongly related to CSD (Ferrari et al,,
2015).

In addition to angiogenesis, neurogenesis has been proposed as
a structural plasticity phenomenon promoted by practicing phy-
sical exercise. Ferreira et al. (2011) showed a positive effect of
short-term, moderate treadmill exercise on hippocampal plasti-
city. That effect was independent of transcriptional processes and
of brain-derived neurotrophic factor upregulation and occurred
even in the presence of increased corticosterone levels. This neu-
rogenic stimulus is suggested to have positive effects on mood,
learning, and memory in both humans and rodents (Beckman and
Santos, 2013). Physical exercise also induces synaptogenesis
(Hotting and Roder, 2013). Altogether, an increase in the number
of neurons as well as of synaptic connections plausibly might
augment the distance in cell-cell communication, which could be
responsible for reducing CSD velocity in the exercised condition.

Moderate physical exercise is a known method of enhancing
the glycolytic and oxidative systems, and treadmill exercise (30 m/
min for 30 min, 5 days a week for a consecutive 3-week period)
enhances cerebral glycolysis in rats and is associated with an in-
crease in brain levels of the glucose transporters 1 and 3 (Kinni
et al, 2011). Thus, exercise improves the brain's ability to use
glucose. In addition to these effects on cerebral metabolism, phy-
sical exerdse appears to be important to protect brain tissue from
oxidative damage (Cechetti et al., 2012). In one study in rats,
treadmill running for 12 weeks inhibited the oxidative state and
increased antioxidant capacity in the hippocampus after perma-
nent bilateral occlusion of the common carotid arteries (Cechetti
et al, 2012). This outcome suggests that the brain's antioxidant
machinery is activated in response to excessive generation of free
radicals. Previous studies involving neuroexdtability showed that
both high plasma glucose levels (Ximenes-da-Silva and Guedes,
1991) and antioxidant administration (Abadie-Guedes et al., 2012)
are associated with low CSD velocity values. Thus, we speculate
that the treadmill exercise that the rats performed in this work
may have promoted improvement in the metabolic and anti-
oxidant response, which could be responsible for the decelerating
effect on CSD propagation velocity.

Physical exerdse stimulates and increases serotonin release in
the brain; for example, in one study, exercise (12 m/min for 1 h)
increased extracellular serotonin levels in a time-dependent
manner in the hippocampus of fasted rats (Meeusen et al., 1996).
One possible explanation is that exercise-induced lipolysis in-
creases free tryptophan in the blood, promoting a parallel aug-
mentation in brain tryptophan and, in turn, serotonin synthesis/
metabolism. In another study, voluntary wheel running for
4 weeks increased hippocampal levels of serotonin and the mRNA
of receptor 5-HT,, (Wang et al, 2013). Moreover, an antagonistic
effect on CSD propagation of increasing brain serotonin availability
has been demonstrated ([Amancio-dos-Santos et al., 2006,Guedes
et al, 2002]). Thus, this probable role of physical exerdse in acti-
vating the serotoninergic system could explain its effect on CSD.
However, it is highly likely that it is not the only mechanism be-
cause treadmill exercise per se had a more pronounced effect than
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fluoxetine treatment only.

In addition to fluoxetine, other serotoninergic drugs that in-
crease serotonin activity in the brain promote the same antag-
onistic effect on the electrophysiological phenomenon. Examples
include p-fenfluramine, a serotonin releaser (Cabral-Filho et al,
1995); sumatriptan, a serotonin agonist (Read and Pearsons,
2000); and another SSRI, citalopram (Guedes et al, 2002). In
contrast, tianeptine, a serotonin reuptake enhancer, facilitates CSD
propagation (Amancio-dos-Santos et al., 2013). Therefore, the
present results support the hypothesis of CSD modulation by ser-
otonin-dependent processes. In this study, fluoxetine was ad-
ministered orally; however, its action on neural excitability was
similar to that identified in the above studies using other admin-
istration routes, including iLp., s.c., and topical application. The oral
route is the most typical in the clinical context

To the best of our knowledge, the present data constitute the
first report of an effect of combined fluoxetine treatment + physi-
cal exercise on CSD in juvenile rats. An additional main finding
was that physical exercise decreased CSD more than fluoxetine
did, as also observed by Wen et al. (2014) in another experimental
paradigm. They found that serotonin levels were elevated in the
raphe nuclei of treadmill-exerdsed animals more than in the
fluoxetine-treated ones. Moreover, these authors reported that
exercise prevented raphe nucleus mitochondrial overactivity in a
rat depression model. The current findings allow us to speculate
about whether physical exerdse could replace or complement
serotoninergic drug administration in the treatment of brain-re-
lated pathology, such as depression, in the juvenile phase of life.

Concerning body weight data, the group that performed phy-
sical exercise and received fluoxetine treatment presented at 60
days of life with less weight gain than all other groups. However,
the groups performing only treadmill exercise or having fluox-
etine-only treatment did not differ from the water control. Simi-
larly, Li et al. (2014) showed that animals exercised on a treadmill
for 8 weeks did not present significant changes in body weight
compared to the sedentary group. Additionally, Gollisch et al
(2009) found no weight alteration in rats engaging in exerdse on
wheels and suggested that a significantly higher caloric intake
probably compensated for the higher energy expenditure from the
exercise. The current results also confirm a previous study from
our group of no difference in body weight between exercised and
sedentary young rats (Monteiro et al., 2011).

Regarding fluoxetine effects on body weight, our findings are in
agreement with those of Klomp et al. (2014) of no effect of
fluoxetine treatment on weight gain in adolescent rats. Fluoxetine
administration seems to reduce lab chow consumption during the
first days of treatment, reaching a steady state after the first week
(Gamaro et al, 2008 ). However, serotonin is a well-known satiety
promoter in both humans and experimental animals ([Guimaraes
et al., 2006,Leibowitz et al., 1990]), which could result in body
weight reduction. In this study, the reduction in body weight gain
could be seen only when two serotonin-enhancing conditions
were combined.

Generally, body parameters such as the Lee index, TC, and AC
are used to verify adverse effects on body growth in laboratory
animals (Novelliet al., 2007). In considering the possible serotonin
effects on body weight, we decided to analyze those parameters
here and found no differences among groups for any of them. From
this finding we infer that fluoxetine treatment and/or physical
exercise did not appear to significantly affect body growth. Further
studies are necessary to better clarify the possible mechanisms
involved in the effect of serotonin on these endpoints.

5. Conclusion

Based on the current results, treadmill exerdse by itself had

greater effects than fluoxetine on neuronal excitability. In addition,
the velocity of CSD propagation was similar between exercised and
fluoxetine +exercise groups. These results highlight the value of
physical exerdse as a putatively useful strategy in the treatment of
important diseases, such as depression and migraine. In fact,
physical exercise is already prescribed as a behavioral measure to
alleviate the symptoms of depression (Cooney et al., 2013), and
these results reinforce this approach. Moreover, neither physical
exercise nor fluoxetine treatment alone affected body weight, in-
dicating that these manipulations did not impair the physical de-
velopment that occurs in the juvenile phase of life.
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ABSTRACT

Nutritional status during lactation can influenaai metabolism and brain function even in
later stages of life. Additionally, physical exeeiand fluoxetine have antagonistic effects
on the phenomenon known as cortical spreading dejore (CSD). This investigation
studied whether physical exercise and fluoxetimaiagtration in the adult phase of life
could modulate CSD features in rats offspring erpde high fat (HF) diet during lactation.
Wistar male rats suckled by dams fed either cori@€plor HF dietad libitum At weaning,
the pups received standard laboratory chow. At@@dys of life, half of the animals were
treadmill exercised (group E); the other half remedi sedentary (group S). Moreover,
animals E and S received either fluoxetine (10mdgday, orogastrically) or vehicle (water;
groups F and W, respectively). At 40 days of Iiks from the maternal HF diet presented
higher body weight, abdominal and thoracic circueriees (AC and TC, respectively) and
Lee Index. At 60 days of life, AC and TC remainedreased in HF animals. Fluoxetine
treatment decreased the weight of the retroperidiaétissue (RET) in the groups HF/SF
and HF/EF. Physical exercise decreased AC, butased the weight of the RET in the
animals HF/EW. The HF diet increased the CSD vgtldanean+SD; mm/min) from
3.24+0.25 in the rats C/SW to 3.40+0.36 in the H¥/@nes. The treadmill exercise
decelerated it in both groups C/EW and HF/EW, @D velocity 2.94+0.28 and
2.97+0.40, respectively. Fluoxetine alone or togethith exercise, also decreased CSD
propagation, with CSD velocity 2.88+0.45 and 2.92¥0n the groups HF/SF and HF/EF,
respectively. Results indicate that the effectghofsical exercise and/or fluoxetine on CSD
did not altered by previous overnutrition. Theyferce that malnutrition during lactation

period modifies cortical electrophysiology even witiee high fat condition no longer exists.

KEY WORDS: body parameters; cortical spreading depressiotgtlan; hyperlipidic diet;

treadmill.
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1.0 INTRODUCTION

Nutritional status is an environmental factor timluences significantly the growth
and development of the animals (Pedraza and Qu&iédA). This influence starts at tender
stage of life, indirectly through the mother (Vadieal., 2008). Maternal malnutrition during
pregnancy and lactation can permanently interfetie the metabolism of the descendants
(Fall, 2013; Lecoutre and Breton, 2015) and mayrdaute to the development of obesity,
diabetes and cardiovascular disease in adulthogeélet al., 2012). Maternal obesity also
influences the appropriate development of the neincuits controlling appetite, favoring
offspring hyperphagia, from weaning to adulthoodetBn, 2013; Reynolds et al., 2015).

Developmental programming is not restricted togastational period. Nutritional
manipulations during lactation also seem to infeesthe metabolic phenotype of offspring
(Lecoutre and Breton, 2015). The lactation perioithicides with the maximum adipogenesis
period in rodents. Furthermore, mother intake dulatctation can lead to alterations in
breast milk composition (Tinoco et al., 2007). Fatance, if mother presents a high intake
of fat and protein, her breast milk will have higdncentrations of these nutrients, and so
this could induce overnutrition in the offspring#Rco et al., 2012)

Physical exercise affects energy homeostasis dite acute and chronic effects on
the mobilization and utilization of fat; this eftdtappens from low to severe intensity of the
exercise (Trombetta, 2003). Experimentally, physs&rcise has been shown to minimize
the changes of biochemical and body patterns sffeak high calorie and high fat diet
(Estadella et al., 2004) and attenuate new weigimt @liggins et al., 2011). Additionally,
many of the negative impacts of maternal obesigg@nts an improvement by late-onset
exercise (Bahari et al., 2013).

There is been proposed that physical exercise maesraoervous system functions
(Jacotte-Simancas et al., 2015). For exampleingbrbenefits to maintain brain integrity,

produces neurogenesis, angiogenesis and incrdesdsrisity of dendritic connections
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(Pysh and Weiss, 1979; Gao et al., 2014; Jacotta&is et al., 2015). Previous studies
from our laboratory have concluded that treadnxiéireises exerted an antagonist effect on
cortical neuroexcitability, desaccelerating thepgagation of Cortical Spreading Depression
(CSD) in rat brain (Monteiro et al., 2011; Monteebal., 2015).

CSD is a reduction, "depression”, of the electrazivity of the brain tissue that
"spreads"” concentrically and reversibly (with thidey rate 2 to 5 mm/min) from the point
where it started to the rest of the populationafnons (Ledo, 1944; Engelhardt and Gomes,
2015). CSD is accompanied by a slow direct-cur(®t) potential change (SPC) in the
cortical region, which expresses clearly the beigmand the end of the phenomenon and it
is used to calculate the rate at which CSD progasgéirough the nervous tissue (Guedes et
al., 2004). Chemical, physical or mechanical ageatstriggered CSD (Guedes et al., 2004).

Evidence indicates that physical exercise actividteserotoninergic system (Lan et
al., 2014). This could be involved in the effecpbiysical exercise on reducing cortical
excitability. Drugs that increase brain availalilf serotonin, such as citalopram and
fluoxetine, decrease the CSD velocity of propagef{uedes et al., 2002; Amancio-dos —
Santos et al., 2006). Furthermore, a recent waokvstihat physical exercise can interact
with fluoxetine and reinforce its antagonistic etffen CSD (Monteiro et al., 2015).

Obesity can be related to alteration in brain semotactivity (Papazoglou et al.,
2015). Additionally, malnutrition early in life cgrersistently affect body responsiveness to
pharmacological agents, even if the nutrition cbadiis recovered (Guedes et al., 1992;
De-Vasconcelos et al., 2004). In the present walking into account all of these studies,
we hypothesize whether physical exercise and/ox#tine effects on CSD can be modified
in the adult offspring of dams receiving high faf) diet during the lactation period.

In this study, the following questions were addeelsd) Does a maternal intake of
HF diet during lactation modify body parameters &®8D propagation in adult offspring?

2) Do the antagonistic effects of physical exereisd/or fluoxetine on CSD still remain in
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the adult offspring with HF diet-exposition durifagtation? 3) Does physical exercise
and/or fluoxetine influence the body parameteradult offspring previously exposed to a

HF diet?

2.0 EXPERIMENTAL PROCEDURES

2.1 Ethical approval
All experiments were carried out in accordance \thth “Principles of Laboratory
Animal Care” (National Institutes of Health, USA)daithe norms of the Ethics Committee

for Animal Research of Universidade Federal de &abuco.

2.2 Animals and diets

Wistar rat dams received during lactation (0-21sdafyer delivery) either a control
diet or a high-fat diet. Offspring from those matheomposed the Control (C; n=15) and
High-fat (HF; n=40) groups. The formulation of bakperimental diets was based on AIN
(Reeves, et al., 1993) and manufactured by Rhosdéstria e Comércio Ltda (Sao Paulo,
Brazil). In the HF diet, 45.9% of the energy comteas derived from lipids (palm +
soybean oil) versus 16.7% (soybean oil) in therabliet. The respective caloric value
differed between diets: 4.67 kcal/g in the HF dmtsus 3.81 kcal/g in the control. The
composition of both diets is presented in Table 1.

After weaning, male offspring from both groups iiged the standard Lab chow diet
(Presence Nutricdo Animal, Sao Paulo, Brazil). fidie were kept in polyethylene cages (51
cmx35.5 cmx18.5 cm), under a 12-h light/dark cybtghts on at 6:00 a.m.) at 22+1 °C and

ad libitumaccess to food and water.
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Table 1 Composition of the experimental control (C) andltigh-fat (HF) diets in lactation

period.
C diet HF diet
Energy content (Kcal/g dry diet) 3.81 4.67
Proteins (% Kcal) 21.15 20.36
Carbohydrates (% Kcal) 62.12 33.79
Lipids (% Kcal) 16.63 45.85
Fatty acid composition (%):
Caproic (C6:0) 0.85 -
Caprylic (C8:0) 0.71 0.04
Capric (C10:0) - 0.08
Lauric (C12:0) 0.28 0.25
Myristic (C14:0) 0.85 0.97
Pentadecylic (C15:0) 0.28 0.08
Palmitic (C16:0) 20.34 36.50
Palmitoleic (C16:1) 0.28 0.17
Stearic (C18:0) 6.50 10.84
Margaric (C17:0) - 0.17
Elaidic (C18:1n9t) - 2.98
Oleic (C18:1n9c) 29.38 32.26
Linolelaidic (C18:2n6t) - 0.42
Linoleic (C18:2n6c) 35.73 13.40
Alfa Linolenic (C18:3n3) 2.68 0.88
Arachidic (C20:0) 0.56 0.42
Cis-11-Eicosenoic (C20:1n9) 0.28 0.13
Behenic (C22:0) 0.72 0.25
Tricosylic (C23:0) 0.56 0.04
Lignoceric (C24:0) - 0.12

2.3 Experimental design

At the age of 40-60 days, some the C and HF animate submitted to moderate

exercise (E; Batista-de-Oliveira et al., 2012) dreadmill (model ET 2000, Insight

Equipamentos Cientificos, Ribeirdo Preto, BraZilinglination) for 3 weeks, 5 weekly
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sessions (one session of 30 min per day). Treadeidkity was set during the first, second
and third weeks at 5 m/min, 10 m/min and 15 m/mespectively, as previously described
(Monteiro et al., 2011; Monteiro et al., 2015). Tleenaining animals were maintained in
sedentary (S) conditions; i.e., they were also Kepihg 30 min per day on the treadmill,
but it was turned off.

In order to verify the action of the combinationflofoxetine + exercise in animals
from high fat diet conditions during lactation, hal the HF rats were administered
orogastrically with 10 mg/kg fluoxetine hydrochldei (F; Medley), immediately before they
were placed on the treadmill. To minimize posséifects of gavage procedure, rats C and
HF not receiving fluoxetine were administered wathequivalent volume of distilled water
(W). The animals were then assigned to one ofdhewing groups: C/SW (n=8), C/EW

(n=7), HF/SW (n=10), HF/EW (n=11), HF/SF (n=9), BF/(n=10).

2.4 Body parameters

To evaluate the effect of a HF diet during lactatim the offspring’s growth, body
weight was obtained on days 1, 7, 14, 21, 30, 4068n Body weights were obtained by
using a digital electronic scale, with 1010 g catyaand sensitivity of 0.5 g (ADF 1000
model, Marte Cientifica e Instrumentagéo Industrtdl, Minas Gerais, Brazil).

At 40 and 60 days of life the following measureseveerformed: Lee Index,
abdominal circumference (AC), thoracic circumfere(tC) and AC/TC ratio. Lee index
was calculated by the cube root of body weight (@)se-to-anus length (crV[Weight (g)

/ NAL (cm)] (Novelli et al., 2007; Monteiro et aR015). The AC and TC were obtained
with a tape measure placed immediately anteritimedorefoot and immediately behind the
foreleg, respectively (Novelli et al., 2007; Momteet al., 2015). Weight gain of the animals

was also evaluated by the difference in weighthen4®' and the 69 days.
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2.5 Electrophysiological recordings

Before CSD recordings, the animals were intrapeeitdly anesthetized with a
mixture of 1000 mg/kg urethane plus 40 mg/kg chém@ (both from Sigma Co., USA). A
tracheal cannula was inserted to improve breathirfigee trephine holes (2-4 mm diameter)
were drilled on the right side of the skull, aligne an anteroposterior direction, parallel to
the midline. The hole in the frontal bone was usedpply the stimulus (KCI) to elicit CSD.
The other two holes that were drilled in the patibbne were used to record the
propagating CSD wave. CSD was elicited at 20-mii@ruals by using a 1-min cotton ball
(1-2 mm in diameter) soaked in 2% KCI solution (appmately 270 mM) to apply to the
anterior hole drilled in the frontal region. The Ka&pplication was repeated every 20 min for
a total of 4 h. Two Ag/AgCl agar-Ringer electrodese in each hole) were used attached to
a common reference electrode of the same type@late¢he nasal bones to record the slow
potential changes (SPC) accompanying CSD. Duringesy and CSD recording, animals
breathed spontaneously, and rectal temperatureovdasmuously monitored and maintained
at 37+1° C.

CSD velocity of propagation was based on the tieagiired for a CSD wave to
travel the distance between the two cortical reogr@oints. This time was calculated by
using the beginning of the rising phase of the heg&PC as the initial point, as previously
reported (Monteiro et al., 2015). At the end of teeording session, the animals, under deep
anesthesia, were sacrificed by a lesion in theasukegion, made with a sharp needle

inserted through the cistern magna, promptly prowpkardio-respiratory arrest.

2.6 Tissue collection
Epididymis and retroperitoneal fat tissues wersetited from the animals after
sacrifice. These tissues were weighed on a digiggtronic scale, with 220 g capacity and

sensitivity of 0.01 g (AY220 model, Shimadzu do 8f&€omércio Ltda, Sado Paulo, Brazil).
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2.7 Statistical analysis

The differences in body weight, Lee Index, AC ar@ldircumferences, ratio AC/TC
between the animals HF and C were analyzed usumie8t's t-test. The changes in these
parameters after fluoxetine treatment and exepes®rmance, as well as CSD velocity
between groups, were analyzed using a one-way AN@Véwed by a post-hoc (Holm—

Sidak) test, where indicated. Differences were c@ned significant aP<0.05.

3.0 RESULTS
3.1. Effect of maternal high fat diet on body parareters in adult offspring

The HF diet-exposed offspring presented higher Qp08) body weight from the 7th
day until the 40th day of life compared with C eiafposed offspringHigure 1A). The
mean = SD body weights of the HF diet-exposed aiffgp in grams, were 7.34+0.79 (day
1), 19.93+2.25 (day 7), 38.07+3.30 (day 14), 626.82 (day 21), 109.14+20.55 (day 30),
164.31+17.73 (day 40). C diet-exposed offspringnsdbin that same sequence of age
above, mean = SD body weight in grams of 7.40+£118138+2.00, 30.87+2.34, 49.54+4.74,
89.44+8.10 and 154.12+12.30.

On the 40th day, the HF diet-exposed offspring sftbw significant (p<0.05)
increase in TC, AC and Lee index compared to Gekpbsed offspringHigure 1B and
1C). The mean £ SD, in cm, of the values in the H¥t dnd C diet offspring, respectively,
were, TC = 11.75+0.62 versus 11.02+0.38; AC = 1#404F6 versus 13.81+0.49; Lee Index
=0.33%0.01 versus 0.31+0.02. The CA/CT ratio w&840.07 for HF diet group and
1.25%0.05 for C diet group, which suggests thatdis&ibution of body fat was

homogeneous under both previous nutritional comaitiEigure 1D).
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Figure 1. A- Body evolution of rats previously suckled by nerththat received control (C)
or high fat (HF) diet during lactation. At 40 dayd life thoracic and abdominal
circumferences (TC and AC, respectivel),(Lee Index C) and AC/TC ratio D) were
measured in animals C and HF. The number of animatach group was n=15 (group C)
and n=40 (group HF). Values presented as mean *.SMicates differences (P < 0.05)

between the groups C and HRdst).

3.2 Effect of exercise or/and fluoxetine on body pameters in adult offspring from
maternal high fat diet

The fluoxetine and/or exercise during 21 days aidsignificantly alter body weight
(p = 0.52) nor weight gain between days 40 ando69@.656) in the animals. However,
abdominal and thoracic circumferences remainectased in all animals from the maternal
HF diet (groups HF/SW, HF/EW, HF/SF and HF/EF) canag to the animals C (groups

C/SW and C/EW; p<0.05). Exercise alone significargduced the AC of animals in the
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HF/EW group, compared to the sedentary controlugtdF/SW). There were no
differences in the AC/CT ratio (P=0.574) and Leéelx (p=0.113). Retroperitoneal fat
tissue was decreased in the HF/SF animals compatédse in the other five groups
(HF/SW, HF/EW, HF/EF, C/SW and C/EW groups) anthim HF/EF animals compared to
those in the HF/EW group. Furthermore, the retrnopaeal fat tissue was increased in the
group HF/EW compared to the group HF/SW. There werdifferences in the epididymis

fat tissues among the groups (p=0.0B4able 2).

3.3 Effect of fluoxetine or/and exercise on cortidaspreading depression in adult
offspring from maternal high fat diet

The slow potential change in the DC potential rdoags denotes the presence of
CSD after KCI stimulation, which are presentedyespntatively, irfFigure 2A in each
studied conditions: C/SW, C/EW, HF/SW, HF/EW, HF8t HF/EF. The topical
application of 2% KCI for 1 min at one point of thght hemisphere of the frontal cortex
elicited a single CSD wave that propagated withiotgrruption and could be recorded by
the two electrodes at the parietal surface of #meshemisphere. Within a few minutes after
the CSD had been recorded, the slow potential ehgradually returned to the pre-CSD
pattern.

On the HF diet-exposed offspring, two-way ANOVAtbé values of CSD
propagation velocity showed that physical exer(#sE3.428] = 6.320P<0.001), fluoxetine
(F [3.428] = 22.285P<0.001), and physical exercise+fluoxetine (F [3]4224.238;
P<0.001) had significant main effects on CSD propiagaPost-hoc analysis revealed a
significant decrease in CSD velocity in the grodEBEW (2.97+£0.40 mm/min), group
HF/SF (2.88+£0.45 mm/min) and group HF/EF (2.98+0v#%W/min) compared to the HF-

control animals (HF/SW group; 3.40£0.36 mm/min).
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Similarly, the C diet-exposed offspring, exercisegented a lower CSD velocity

compared with its sedentary control. The meant3@he groups C/SW and C/EW were

3.24+0.25 mm/min and 2.94+0.28 mm/min, respectivEhere was a significant increase in

CSD velocity between the groups HF/SW and C/SW @k@igure 2B)

Table 2 Effect of exercise and/or fluoxetine adminiswaton body parameters and visceral fat in

Wistar rats. C and HF are Control and High Fat asnrespectively. SW = sedentary, EW =

exercised, SF = Fluoxetine and EF = exercised+#tiog. Values are expressed as mean + SD.

Values marked with lower-case letters differ siguaiftly from the corresponding values of the

groups marked with the same letters in experimegrtaips’ row. The number of rats per group is
in parentheses (ANOVA).

Parameters Experimental groups
CISW(a) CIEW(b) HF/SW(c) HF/EW(d) HF/SF(e) HF/EF(f)
Body Weight (g)
2545642325  247.80+10.80  270.48+29.72  263.43+20.45  253.85:+33.48  263.30+30.15
8) (7) (10) (11) 9 (10)
Weight gain 40 - 60 days ()
97.70+17.12 96.80+6.77 107.59+12.63  100.30+15.73 94.41425.90 99.12417.51
(8) (7) (10) (11) 9 (10)
Thoracic circumference cm (TC) 12.90+0.355 12.86+0.522  14.37+41.078°  13.91+0.673°  14.12+0.908°  14.18+0.766°
8) (7) (10) (11) 9 (10)
Abdominal circumference cm (AC) 1o o511 o5 16.09+0.549  18.56+0.817°  17.36:0.867°¢  17.98+0,795°  18.09+0.936"
(8) (7) (10) (11) 9 (10)
AC/TC ratio
1.24+0.030 1.25+0.031 1.30+0.026 1.25+0.010 1.28+0.030 1.28+0.024
8) (7) (10) (11) 9 (10)
Lee Index
0.31+0.011 0.31£0.020 0.33+0.022 0.33+0.022 0.34+0.022 0.33+0.023
(8) (7) (10) (11) 9 (10)
Epididymis fat tissue (g)
2.49+0.24 2.39+0.53 2.79+0.26 2.84+0.33 2.47+0.35 2.66+0.24
(6) (%) (6) (8) (6) (10)
Retroperitoneal fat tissue (g)
2.37+0.27 2.21+0.41 2.04+0.15 2.50+0.32 1,630,220 2.05+0.33
(6) (5) (5) (6) (5) (5)
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Figure 2. A - Representative recordings of the slow potentiahgka(P) of KCl-elicited
cortical spreading depression (CSD) in 6 rats aBbtays of age, as follows: two control—
water, two high fat—water and two high fat—fluoxetirats. In each group, one recording was
from exercised and one from sedentary rats. Thiecaebars indicate 10 mV for P. CSD was
elicited by 2% KCI applied epidurally for 1 min, eslicated by the horizontal bars over P1
traces. CSD was recorded by the two cortical eddets located posterior to the area of
stimulation (at points 1 and 2) and the verticatrtler bars indicate the time spent for a CSD
episode to propagate from them. A third electroihe same type was placed on the nasal

bones and served as a common reference (R) foetoeding electrode® - CSD velocity
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of propagation in adult rats previously sucklednbgthers that received control (C) or high
fat (HF) diet. Each group was subdivided into s¢éalgn(S) and exercised (E) animals, during
postnatal days 40—60. In the same period, animale Wweated, per gavage, with vehicle
(distilled water, W) or fluoxetine (F; 10 mg/kg/dayThe number of animals in each group
ranged between 7 and 10. Values are presented as tMi&EM. The asterisks symbol
indicates that the groups E, F and EF differ sigaiftly from the control (SW) within the HF
condition. The symbol # denotes E versus S difieewithin the C condition. The symbol
@ indicates differences between HF and C within &#dition. (P < 0.05; ANOVA plus

Holm-Sidak test).

4.0 DISCUSSION

The main outcomes from this study were that expestb an HF diet only during
lactation enhanced CSD propagation in the braitt affispring and increased body
measurements. These outcomes reinforce previodsree, indicating that changes in
maternal consumption during lactation are abldttr autritional status and brain function
of the progeny in rats (Soares et al., 2012). ¢t filne lactation period, which in rats
corresponds to the three firsts week of life, isstdered very critical and sensitive to
adverse environmental conditions (Morgane et 863). The other major finding of this
study was that the treadmill exercise or/and fltimestreatment have an antagonistic effect
on CSD velocities, even under the condition of arkiternal diet during lactation.
However, these environmental and pharmacologiaadiitions did not alter body
parameters significantly.

Concerning body measurements, animals from matetiRaliet had body weight,
AC, TC and a Lee Index higher than the controlsou0 days of life. The HF diet used in

the present study contained a higher amount @rfdtenergy than the control diet. Evidence
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indicates that, in rodents, maternal nutritionadess, by a high consumption of foods rich in
fats and/or energy, promotes obesity in the devetoy of offspring (French et al., 2001,
Spencer, 2012). Furthermore, by considering pr@ostnatal exposure to these types of
diets, the postnatal (breastfeeding) period wasmnotical in determining metabolic
consequences in the offspring (Sun et al., 201R2di&s have suggested that maternal diet
influences the composition of breast milk, (Tin@tal., 2007, Richard et al., 2015), and so
HF diet leads to high concentrations of proteintdae and triglycerides in this milk.
Consequently, a HF maternal diet can induce offigpovernutrition (Howie et al., 2009;
Franco et al., 2012).

Metabolic alterations due to HF diet intake dunpgginatal phase may involve leptin
and insulin systems. Both systems are relateddy bbanges, such as greater weight gain
and adiposity (Howie et al., 2009). All of these d@e found even in the absence of maternal
overweight, indicating specific effect of saturafatlin the metabolism of offspring (Franco
et al., 2012). A HF diet during lactation also inds insulin resistance and glucose
intolerance (Vogt et al, 2014), since maternal dpesn result in a downregulation of the
glucose transporter (GLUTA4) in skeletal musclehm offspring (Simar et al, 2012). In our
study, we used a diet rich in satured fat, palmwailich may have influenced those
hormones and increased the corporal measuremeoffsjoming.

At 60 days of life, there were no significant baglgight and body weight gain
differences in HF animals under the four conditisnglied, compared with the controls. In
another experimental model of obesity, rats fronalhtters presented an increase in body
weight up to 21 days, but after 30 and 60 day#@fthis effect disappeared (Nery et al.,
2011). In our study, this increase continued u@idays of life.

Physical exercise did not influence body weight, mady weight gain, in the HF-
exposed rats, similar to what had been seen indgh&ol animals (Monteiro et al., 2011;

Monteiro et al., 2015). Lee et al. (2005) suggesitad chronic aerobic exercise can increase
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the total muscle-to-fat ratio without weight logslditionally, fluoxetine treatment did not
have a body weight effect on the HF animals. TimeesAinding was reported for
fluvoxamine, another selective serotonin reuptakebitor (SSRI) in well-nourished
adolescents rats (Jong et al., 2006). It is passitat SSRI effects on body weight and
appetite may disappear during chronic treatmemtg &b al. 2006; Gamaro et al., 2008).
The Lee Index, an overweight predictor (Nery et2011) that considers the body weight,
did not differ among the groups.

The other body predictors, AC and TC, increaseallifour HF groups compared to
the C ones. It is known that lactation coincidethwine maximum adipogenesis period in
rodents. Besides, maternal diet intake during sngkhay change milk quality in favor of
an enlargement in the adipocytes of offspring (Leand Breton, 2015). It is important to
mention that AC was reduced in the HF/EW groupamparison to the group HF/SW. This
demonstrates the efficiency of physical exercisaneliorating body composition, despite
its failure to reduce weight measures.

Physical exercise decreased AC, but increasedoezitoneal fat in the HF/EW
group. It could be speculated that a compensaféeygteof physical exercise on caloric
intake (Gollish et al., 2009; Zambon et al., 20@9association with HF diet-induced
lipogenesis (Lecoutre and Breton, 2015) promotesraalation of abdominal fat.
Retroperitoneal fat is a measure that can represenital adiposity (Zambon et al., 2009).
However, when fluoxetine was administered togewidr exercise, the absolute value of
retroperitoneal fat reduced. Fluoxetine appeaestdalirectly on adipose tissuevitro
decreasing fat accumulation by inhibiting the geshtion and differentiation of stem cells
derived from adipose tissue (Sun et al., 2015¢€emetically-obese animals, fluoxetine
treatment (10 mg/kg i.p. for two weeks) reducedtthal body fat (Churruca et al., 2004). In
fact, retroperitoneal fat in the group HF/SF wagnidicantly, the lowest between the

groups.
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Epididymis tissue was not altered after exercis¥@rfluoxetine administration.
Similar result was found in adult mice sucklingsmall litters and submitted to swimming
exercise (Nery et al., 2011). This suggests trebtlerload of the exercise or, at least, the
higher volume of activity would have more effecttbrs tissue. Concerning fluoxetine
effect in this tissue, Da Silva et al. (2015) shdwleat rats receiving subcutaneous
fluoxetine injections from 1 to 21 days of life pemted a reduction in the white adipose
tissue of the epididymis. The discrepancy betwagnesults and theirs may be due to
methodological differences, since we use fluoxettiyw@rogastric administration in older
animals (40 to 60 days of life).

Regarding nutrition-related effects on brain exultty, the HF diet accelerates CSD
velocity (group HF/SW x group C/SW). In fact, itshlbeen suggested that maternal
consumption of a HF diet significantly affects texebral environment of the offspring
(Segovia et al., 2015). Furthermore, modificationsiaternal dietary lipids have been
associated with negative effects on myelinatiothefauditory brainstem pathway (Saste et
al., 2008). On the other hand, myelin contentveisely associated to CSD propagation
velocity (Merkler et al., 2009).

Soares et al. (2012) suggested that conjugatelimacid treatment performed
during lactation may impair myelin synthesis in gregeny, and this would be causally
involved in CSD acceleration. The HF diet usedunstudy contained higher amounts of
palmitic, stearic and oleic acid than the contiiet.dThe proteolipid present in myelin in the
central nervous system of the rat brain seemsntagobound fatty acids, mainly palmitic,
oleic, and stearic acids (Bizzozero and Pasqu@#d41Bizzozero and Good, 1991). It is
possible that fat imbalance during the sucklingqeemay influence myelination negatively
and so promote long-lasting brain electrophysiaabeffects.

Freeman et al. (2014) reported that a HF idi¢he post-natal period is involved with

damage to the brain of the offspring due to inflasion. The obese state is characterized by
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a low-grade systemic inflammation, mainly as a ltesfuan increase in adipocyte size, as
well as fat resident- and recruited-macrophageiag{(Gil et al., 2007). Regarding the
brain, the HF diet can result in high amount of TiNia rat hippocampus (Spagnuolo et al.,
2015), and the lactation is critical for immunetsys development, especially for the
acquired immune system (Kelly and Countts, 2000).

Chronic low-grade inflammation as a resulinaditernaHF diet intake can be
activated in many organs of the offspring, inclugihebrain (Zhou and Pan, 2015). Sasaki
et al., (2013) observed that adult offspring expdseperinatal HF diet show increased
expression of corticosterone receptors in the amlggaind altered pro-inflammatory and
anti-inflammatory expression in the hippocampus amggdala in genes known to be
regulated by the glucocorticoid receptor. In additit seems CSD is involved in
intracranial neurogenic inflammation around the mgeal blood vessels in migraine (Cui
et al., 2014). Thus, it is possible to specula# the facilitator effect of a HF diet on CSD
may be associated with changes imposed by inflaromat

The HF diet is also related to oxidative stress@rahges in cerebral vascularization
(Freeman et al., 2014). As an example, the diebkas shown to alter micro-vascular
structure in a hamster’s cerebral cortex (Congtastiu et al., 2011). On the rat’s
hippocampus, Spagnuolo et al. (2015) detectecattatig term HF diet increased serum
levels of hemoglobin and decreased haptoglobimpgeim which acts as an antioxidant by
binding free hemoglobin. These authors suggesttiatges in the vascularization/blood-
brain barrier integrity might be responsible foe thcrease observed in cerebral hemoglobin
levels (Spagnuolo et al., 2015).

On the other hands, some reports have demonsttetedn excess of reactive
oxygen species increases cortical excitability (@@&seand Frade,1993; Abadie-Guedes et
al., 2008). Additionally, malnutrition during pnegncy or lactation decreases the blood

vessel density of brain cortex of rat offspring,erhremains throughout life (Peeling and
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Smart, 1994; Bennis-Taleb et al., 1999). Both axastress and brain vascularization can
influence brain electrophysiology (Abadie-Guedealgt2012; Ayata, 2013). All of the
above allow us to speculate that HF during lactatian change the oxidative defense and
the vascular development of offspring (HF/SW anspahcreasing CSD susceptibility.

As well as it is important to identify the actioofsa HF diet on the body, it is
necessary to propose ways to reverse its detrimeffieéats. On our study, the increase in
CSD velocity was counteracted by treadmill exer¢i¢e/EW animals). Previous research in
our laboratory showed an antagonistic effect ofsptal exercise on CSD under standard
nutrition conditions during lactation (Monteiroadt, 2015). It seems that physical exercise
effect is independent of nutritional status.

Interestingly, undernourished rats during lactaéso present an increase in CSD
velocities. However, the treadmill exercise simylateaccelerated CSD propagation, even
in elderly animals (Batista-de-Oliveira et al., 201 Some studies have proposed that
western diet consumption may activate pathwaysistam with vascular aging changes
(Dantas et al., 2014). Given this, studies havepgsed that moderate exercise (swimming
exercise, 60 minutes/day and 5 days/week for 8 g)evky attenuate the vascular aging
effects by upregulation of vascular endotheliakgiofactor (VEGF), and significantly
reduce age-induced oxidative stress (Viboolvorakul Patumraj, 2014). Furthermore,
treadmill exercise for 3 weeks, 30 min/day alsoeased VEGF and the density of micro
vessels within theerebralvasculature of elderlyats (Ding et al., 2006). Thus, it is possible
that a HF diet may promote vascular changes iotisgering brain. However, physical
exercise putatively attenuates this effect bynigi@genic role on the organism, including
the cortical brain (Huang et al., 2013).

It has been reported that cerebral vascular alb@stare involved in migraine
pathophysiology (Noseda and Burstein, 2013; Irbgl €2015), including vessel changes by

obesity. In its turn, the CSD mechanism seems timpécated in migraine vascular
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disorders (McComas and Upton, 2015). By considethiag) physical exercise may reduce
the burden of migraine (Irby et al., 2015), iteasonable that it may also influence brain
excitability, slowing down CSD propagation.

Physical exercise also ameliorates the brain vaschlanges that occur with
ischemic stroke. This effect involves an activatdrthe serotoninergic system. Lan et al.
(2014) showed that permanent occlusion of the reiddtebral artery reduced levels of
serotonin. However, after 16 days of treadmill perfance, the receptor 5-HT1A (5-
HT1AR) expression levels and the brain derived oiaphic factor (BDNF) were
upregulated. Furthermore, prior study observedttieatdmill exercise alone or together with
fluoxetine, a drug that augments the serotonimbaaailability, decreased CSD velocities
(Monteiro et al., 2015). In that study, fluoxetietect was observed under favorable
lactation conditions.

Previous CSD studies have demonstrated that eathittonal status may promote
different electrophysiological responses to sontstinces (Guedes et al., 1992; Costa-Cruz
and Guedes, 2001). For example, undernutritiomduectation enhances the effect of
naloxone on CSD propagation in the brains of aci#t (Guedes et al., 2013); in contrast,
the effect of pilocarpine is reduced in adult adshat underwent malnutrition in the early
stages of life (De-Vasconcelos et al., 2004). Heveanother study suggests that early
nutrition-induced CSD modifications depend on tharbsystem in question, since three
serotoninergic tested drugs, citalopram, fluoxeéind tianeptine, did not have their effects
altered by previous undernourishment (Guedes,2@02; Amancio-dos-Santos et al.,
2006; Amancio-dos-Santos et al., 2013).

In fact, the lactation period constitutes a sewsitvindow for development of
serotoninergic system (Jury et al., 2015) andribigrotransmission system affects the
underlying mechanisms of CSD (Guedes et al., 28@#ancio-dos-Santos et al., 2006).

Papazoglou et al. (2015) demonstrated that a HRrdpairs cell proliferation in the brain
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area that receives intense serotonergic innen@fdentate gyrus of the hippocampus) and
suggested that the mechanisms linking obesity poegsion involve this neurotransmitter.
Thus, interventions that activate the serotoniresgstem, such as physical exercise and
fluoxetine treatment, seem to be a useful stratéggynst important pathological conditions,

such as obesity and depression.

5.0 CONCLUSION

In conclusion, the preseit vivo study describes novel and long lasting effectseafdmill
exercise and fluoxetine treatment on CSD in ragpfhg exposed to a maternal HF diet
during lactation. The results allow us to draw wemclusions. First, CSD propagation
accelerates under unfavorable conditions of lamatsecond, the early overnutrition
process interacts with the two late-onset manipmriat(exercise and fluoxetine),
deaccelerating the CSD velocities. The data highlige relationship between nutrition,
physical exercise and fluoxetine on the excitabilglated phenomenon in the brain and on

body parameters.
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