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Resumo

Diversos estudos evidenciaram os efeitos da desnutricdo perinatal sobre alteracdes
morfofisioldgicas no organismo adulto. No presente estudo, foi verificado os efeitos da
desnutricdo proteica perinatal sobre a expressao de receptores 5-HT1B nos nucleos
paraventricular (PVN) e arqueado do hipotalamo, e no Caudado-Putamem (CPu) e
Amigdala Basolateral (ABL). Além disso, foi analisado ainda os efeitos que essa
desnutricdo promoveu sobre a ativagcdo neural no CPu, ABL e na Amigdala Central
(AC). Foram utilizados dois principais grupos de ratos da linhagem Wistar: um grupo
submetido a desnutricdo proteica (8% caseina) durante o periodo da gestagcédo e
lactacdo; e o outro com dieta padrao (17% caseina). No 35° dia de vida os animais
foram subdivididos em quatro grupos: Desnutrido que recebeu solucdo salina (D),
Desnutrido que recebeu d-fenfluramina (DF), Controle que recebeu solugéo salina (C)
e Controle que recebeu d-fenfluramina (CF), nas propor¢cdes de 3mg/kg p.c para
fenfluramina e 1ml/kg para solucdo salina. Observou-se maior numero de células
imunorreativas (p<0,01) ao 5-HT1B na ABL no grupo desnutrido (33,8 £ 10,05, n=4)
comparado ao controle (5,3 = 1,53, n=3), enquanto que no CPu ndo houve
modificacdo. No hipotdlamo, foi verificado aumento de células 5-HT1B no grupo
desnutrido comparado ao controle nos nucleos ARC (C= 14,3 + 6,66, n=3 versus D=
26,8+ 4,19, n=4, p<0,01) e PVN (C= 30 £ 8,19, n=3 versus D= 58,3 + 16,66, n=4,
p<0,05). Apés a administracdo de fenfluramina, houve aumento no numero de
neurdnios imunorreativos a proteina FOS no grupo desnutrido fenfluramina
comparado ao desnutrido salina no CPu (D= 26,5 £+ 21,56, n=4 versus DF= 106,5 +
40,45, n=4, p<0,05) e AC (D= 13,6 + 8,17, n=5 versus DF= 64 + 31,48, n=3, p<0,05).
No grupo controle, a fenfluramina n&o alterou o niumero de células ativadas no CPu
(C=16,5+ 7,78, n=2 versus CF= 63 * 39,28, n=3, p>0,05) e AC (C=6,3 £ 4,93, n=3
versus CF= 44 + 26,33, n=5, p>0,05). Ndo houve alteragdo no numero de células
imunorreativas a proteina FOS na ABL no grupo controle (C= 5 + 3,37, n=4 versus
CF=21,3+ 11,35, n=4, p>0,05) ou desnutrido (D= 20 £ 13,64, n=4 versus DF= 14,4 +
3,13, n=5, p>0,05) quando comparados aos seus respectivos grupos salina. Este
estudo evidenciou que a desnutricdo proteica no periodo perinatal acarreta aumento
na expressédo de células imunorreativas contra o receptores 5-HT1B nos nucleos ARC,
PVN e ABL tal como aumenta a ativagao de neurénios no CPu e na AC em resposta
a fenfluramina.

Palavras-chave: Serotonina. Hipotalamo. Comportamento alimentar. 5-HT1B.



Abstract

Several studies have shown the effects of perinatal malnutrition on morphological and
physiological changes in the adult organism. In the present study was investigated the
effects of perinatal protein malnutrition on the expression of 5-HT1B receptors in the
paraventricular nucleus (PVN) of the hypothalamus, arcuate, caudate-putamen (CPu)
and basolateral amygdala (GLA). In addition, it was analyzed the effects that
malnutrition promoted on the neural activation of the CPu, Central GLA and the
amygdala (AC). Two main groups of rats Wistar were used: A group subjected to
protein malnutrition (8% casein) during the period of pregnancy and lactation and the
other with standard diet (17% casein). On the 35th day of life the animals were divided
into four groups: Malnourished received saline (D) Malnourished that received d-
fenfluramine (DF), control which received saline (C) and control that received d-
fenfluramine (CF) in the proportions of 3 mg/kg of BW fenfluramine and 1 ml/kg for
saline. There were a higher number of immunoreactive cells (p <0.01) to the 5-HT 1B
in the ABL in the undernourished group (33.8 £ 10.05, n = 4) compared to the control
(5.3 £1.53, n = 3), whereas in the CPu no change was observed. In the hypothalamus,
it was observed increase of 5-HT 1B cells in the undernourished group compared to
the control in ARC cores (C =14.3+£6.66,n=3 and D = 26.8 £ 4.19, n =4, p <0.01)
and the PVN (C =30 £ 8.19,n=3 and D = 58.3 + 16.66 n = 4, p <0.05). After
administration of fenfluramine, there was an increase in the number of immunoreactive
neurons FOS protein in malnourished group fenfluramine compared to saline
undernourished in CPu (D = 26.5 + 21.56, n =4 and DF = 106.5 +40.45,n=4,p
<0.05) and AC (D =13.6 £+ 8.17, n =5 and 31.48 + DF = 64, n = 3, p <0.05). In the
control group, fenfluramine did not change the number of activated cells in CPu (C =
16.5+7.78,n=2and CF =63 +39.28, n=3, p>0.05) and AC (C=6.3+4.93,n=3
and CF = 44 % 26.33, n = 5, p> 0.05). There was no change in the number of
immunoreactive cells FOS protein in the ABL in the control group (C=5+3.37,n=4
and CF =21.3+11.35, n =4, p> 0.05) or malnourished (D = 20 + 13.64, n = 4 versus
DF = 14.4 £ 3.13, n = 5, p> 0.05) when compared to their saline groups. This study
showed that the protein malnutrition in the perinatal period causes an increase in the
expression of immunoreactive cells against the 5-HT 1B receptors in the ARC cores,
PVN and ABL as well as increases the activation of neurons in the CPu and AC in
response to fenfluramine.

Key-words: Serotonin. Hypothalamic. Feeding behavior. 5-HT1B
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1 INTRODUCAO

O comportamento alimentar tem controle muito complexo envolvendo
mecanismos encefalicos homeostasicos e hedbnicos (TRAVERS E TRAVERS, 1987;
KILLGORE et al.,, 2003; HINTON et al.,, 2004; GRILL et al., 2006; VARELA E
HORVATH 2012). A regulagdo deste comportamento é realizada através das
interagdes existentes entre 0 Sistema Nervoso Central (SNC) e 6rgaos periféricos tais
como o trato gastrointestinal, o pancreas e o tecido adiposo (DILEONE et al., 2012;
MAGALHAES et al., 2010). Estes ultimos, liberam diversas moléculas sinalizadoras
de fome ou saciedade que encontram receptores em estruturas encefalicas como o

ndcleo do trato solitario e hipotalamo.

Os mecanismos de controle central do comportamento alimentar se
estabelecem ao longo do desenvolvimento do sistema nervoso, sendo assim,
vulneraveis a estimulos ambientais adversos. Portanto, podem ser modificados por
fatores como desnutricdo, estresse, desmame precoce e exposicdo a farmacos
(OROZCO-SOLIS et al., 2009; LIRA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2011; MARCELINO
DA SILVA et al., 2013; MARTIMIANO et al., 2015). Essas modificacbes surgem para
melhor adaptar os organismos ao meio que possivelmente irdo sobreviver
(GLUCKMAN E HANSON, 2004). Sabe-se, no caso da desnutricdo perinatal, que se
o ambiente for modificado em sua vida adulta, este organismo tera mais chances de
desenvolver doencas relacionadas com a sindrome metabdlica (GLUCKMAN E
HANSON, 2004), tais como hipertensao (STANNER et al., 1997) e diabetes tipo 2 (DE
ROOWJ et al., 2006).

Organismos que foram submetidos a desnutricdo na vida uterina tornam
susceptiveis a desenvolverem obesidade na vida adulta (BARRETO MEDEIROS et
al., 2002). Esses individuos apresentam atraso no ponto de saciedade e apresentam
maior preferéncia por dietas palataveis e ricas em gordura (LOPES DE SOUZA et al.,
2008; MARCELINO DA SILVA et al., 2013). Essas adapta¢gdes comportamentais estdo
diretamente relacionadas com sistemas de neurotransmissores que regulam o
comportamento alimentar, dentre os quais destacamos o serotoninérgico (LOPES DE
SOUZA et al., 2008).

A serotonina € um neurotransmissor amplamente difundido no SNC, onde
promove a hipofagia ao ser liberada (DRYDEN et al.,1996; LUCAS et al., 1998). Os
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componentes do sistema serotoninérgico sdo facilmente alterados em resposta a
agressOes impostas no periodo perinatal, dentre as quais podemos destacar a
desnutricdo proteica. Ratos desnutridos apresentam hiperfagia e ndo reduzem o
consumo em resposta a fenfluramina (aumenta a disponibilidade de serotonina na
fenda sinaptica) e ao agonista 5-HT1B como animais controle (LOPES DE SOUZA et
al.,, 2009). Em ratos desnutridos houve aumento na quantidade de neurbnios
marcados contra os receptores 5HT-1A no hipotadlamo (MANUEL-APOLINA et al.,
2014). Foi também observado que a desnutricdo ndo altera a expressao génica do
receptor 5-HT1B no hipotadlamo (LOPES DE SOUZA et al., 2008). Entretanto, ndo ha
estudos morfologicos que analisaram a distribuicdo dos receptores 5HT-1B em
diferentes éareas encefélicas responsaveis pela regulacdo do comportamento
alimentar em animais submetidos a desnutricdo perinatal, sendo este o principal

objetivo deste estudo.
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2. Revisao de Literatura

2.1 Regulagéo Central do Comportamento Alimentar

O comportamento alimentar pode ser definido como uma série de episodios
responsaveis pela aquisicdo e utilizagdo de fontes alimentares energéticas. Devido a
sua importancia para a homeostasia, esse comportamento é regulado por diversas
moléculas, centrais e periféricas, que regem os mecanismos de fome e saciedade
(NAGASE e NAKAJIMA, 2002). Existem dois principais mecanismos de regulacéo do
comportamento alimentar: um homeostatico e o outro heddnico (GRILL et al., 2006;
VARELA E HORVATH 2012). O controle homeostatico envolve eventos relacionados
com a busca e ingestao de nutrientes necessarios para homeostasia. Por outro lado,
0s mecanismos heddnicos nao estdo diretamente relacionados ao balaco energético

e sim com o poder de recompensa promovido pelo alimento (KELLEY et al., 2002).

2.1.1 O hipotalamo e o comportamento alimentar homeostatico

Nos mamiferos, o hipotdlamo é uma das mais importantes areas de regulagéo do
comportamento alimentar homeostatico (BERTHOUD, 2002; LEIBOWITZ e
WORTLEY, 2004). No hipotalamo chegam informacgdes oriundas de todo o corpo,
tornando-o um centro de regulacdo da glicemia, controle hidrico e ingestdo de
alimentos (VARELA e HORVATH 2012; SHON et al, 2002). O hipotdlamo apresenta
mais de quarenta nucleos histologicamente distintos (MEISTER, 2007). Dentre eles,
0s mais conhecidos na regulacdo do comportamento alimentar sdo os nucleos
arqueado (ARC), paraventricular (PVN), ventromedial (VM), dorsomedial e o
hipotdlamo lateral (HL) (ANAND e BROBECK, 1951; BROBECK et al., 1956;
LEIBOWITZ e WORTLEY, 2004; MEISTER, 2007). Nas ultimas décadas, o papel do
nacleo arqueado tem sido amplamente discutido e muitas vias de sinalizacdo para
controle da fome e saciedade foram descritas a partir dele. Sua interacdo com o PVN

exerce determinante papel no processo de saciedade.

No ARC a barreira hemato-encefalica encontra-se fragilizada, o que permite maior
interacdo com hormdnios e outras moléculas que chegam nessa regido (MULLIER et
al., 2010). Esse nuacleo recebe informacdes via corrente sanguinea e de vias neurais

particularmente provenientes do ndcleo do trato solitario (WOODS e D’ALESSIO,
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2008). No ARC, encontramos duas populacdes distintas de neurénios envolvidos no
controle do comportamento alimentar. Uma populacdo co-expressa o0s peptideos
Transcrito relacionado a cocaina e anfetamina (CART) e pro-opiomelanocortina
(POMC) e a outra co-expressa o Neuropeptidio Y (NPY) e Peptideo Relacionado ao
gene Agouti (AgRP) (MORTON et al., 2004; WYNNE et al., 2005). A primeira, estimula
a saciedade, enquanto a segunda, a fome (SCHWARTZ et al.,2000; LUCAS et al.,
1998).

Estes neurdnios apresentam receptores para diversos sinalizadores centrais e
periféricos (POCAI, 2014; HEISLER et al., 2006; WILLESEN et al., 2001; BLEVINS et
al., 2000). Por exemplo, os neurbnios NPY/AgRP apresentam receptores para a
ghrelina, horménio produzido principalmente no estdbmago, que ao serem ativados
aumentam o consumo e reduzem o gasto energético (WILLESEN et al., 1999; TSCHO
et al., 2000; WREN et al., 2001). Por outro lado, inje¢cdes hipotalamicas de
colecistocinina (CCK, produzida principalmente no intestino) ativam receptores CCK1
no ARC, promovendo a saciedade (BLEVINS et al., 2000). Podemos citar outros
hormoénios que atuam sobre o ARC, como a leptina (produzida no tecido adiposo), o
polipeptideo pancreatico, a oxintomodulina e o glucagon provenientes do intestino
delgado (POCAI, 2014; BATTERHAM et al., 2003; TURTON et al., 1996). Entre os
neurotransmissores, foi descrito a interagdo da serotonina no ARC com o0s
grupamentos neuronais CART/POMC e NPY/AgRP, através dos seus receptores 5-
HT1B e 5-HT2C (Heisler et al., 2006). Ao ser estimulado pelo neurotransmissor
serotonina, o ARC aumenta a liberacdo de CART e POMC (LI et al., 2002)
promovendo a saciedade (SCHWARTZ et al.,2000). Ao mesmo tempo h& ainda a
reducdo da liberacdo de NPY, potencializando o efeito hipofagico (DRYDEN et
al.,1996; LUCAS et al., 1998).

Importantes proje¢des do ARC sé&o direcionadas aos neurdnios de segunda ordem
localizados no PVN. Este nucleo possui dois principais grupos de neurbnios: 0s
magnocelulares, situados na regido lateral, e os parvocelulares, situados na regiao
medial (PAXINOS e WATSON, 1982; TOTH et al., 1999). Os neurbnios situados na
subdivisdo magnocelular secretam ocitocina e vasopressina na hipéfise posterior. Por
outro lado, a diviséo parvicelular produz o CART, o POMC, o hormonio liberador de

tireotropina (TRH), Somatostatina e Galanina, projetando-se para diversas regides
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encefélicas e espinais (TOTH et al.,, 1999; VRANG et al.,, 1999; THOMPSON e
SWANSON, 2003; FERGUSON et al., 2008).

Além do controle homeostatico promovido sobretudo pelo hipotalamo, ha regides
gue exercem o controle hedbdnico do comportamento alimentar. Estes centros

hedbnicos envolvem diferentes regides encefalicas, como sera abordado em seguida.

2.1.2 Areas Hedénicas de controle do Comportamento Alimentar

O comportamento alimentar heddnico € regulado por diversas areas encefalicas
tais como, o Nucleo do Trato Solitario (NTS), o Nucleo Acumbens (NAC), a Amigdala
e o Estriado (GRILL e HAYES, 2009; MARCELINO DA SILVA et al., 2013). O NTS
esta localizado no tronco encefalico estando diretamente relacionado com o inicio,
término, duracdo e tamanho da refeicdo (GRILL, 2006, 2010; GRILL e HAYES, 2009).
Nesse nuacleo chegam aferéncias originadas nas papilas gustativas e no tracto
gastrointestinal, com informacdes sobre os gostos basicos, a densidade dos diferentes
nutrientes, bem como informacdes de distensédo géastrica (TRAVERS e TRAVERS,
1987). Essas informacdes advém tanto de moléculas circulantes no sangue quanto
por impulsos trazidos pelo nervo vago (GRILL e KAPLAN, 2002). Além disso, as
relagbes existentes entre o NTS, o hipotdlamo lateral e o Nucleo Parabraquial (NPB)
sdo de grande importancia para a regulacdo de neurbnios orexigenos. (lwai et al.,
2015)

O NPB nos ratos esta localizado dorsolateralmente a ponte, circundando o
pedunculo cerebelar superior e sdo compostos por diversos subnucleos menores
(LUNDY e NORGREN, 2004; SAPER e STORNETTA, 2014). Os impulsos nervosos
oriundos destes nudcleos, trazendo informacdes gustatérias e mecanossensoriais,
seguem topograficamente através dos nucleos talamicos até a porcdo ventral do
ndcleo caudado (NC) (IWAI et al., 2015). Em ratos, o nucleo estriado dorso-lateral- o
equilavente ao putamem em humanos (HILARIO e COSTA, 2008; SOUZA e ALMEIDA
2012) - esta envolvido com a formacéo de habitos, estando em atividade quando um
comportamento é automatico (WUNDERLICH et al, 2012; YIN et al., 2004). Por outro
lado, o estriado dorso-medial estd em atividade no inicio do aprendizado, reduzindo
esta atividade quando o comportamento se torna automatico (ASHBY et al., 2010). A
administracdo central de Peptideo YY (PYY) em ratos, mostrou que os efeitos

orexigenos do PYY dependem da sinalizacdo dopaminérgica no nucleo caudado (NC)
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(HNASKO et al., 2004), incluindo o estriado como uma das regides moduladoras do
comportamento alimentar hedénico.

Na regido mais rostral do estriado, encontramos o NAC. Esse ndcleo também
participa do comportamento alimentar hedoénico (MICHAELIDES et al., 2013).
Recentemente descobriu-se que o NAC possui receptores opidides que ao serem
estimulados aumentam a vontade de comer (CASTRO e BERRIDGE, 2014),
relacionando este nucleo com o “vicio” promovido por certos alimentos. O NAC possui
reciprocas relacdes com o a porcao ventral do Globo Palido (GPV), e a inativacéo
destes ndcleos por agonistas do GABA fizeram com que ratos perdessem o gosto pela
sacarose (HO e BERRIDGE, 2014). Além de se relacionar com o NAC, o GPV
apresenta ainda relacbes com centros gustatérios, com o NPB e outros nucleos
pontinos (NORGREN e LEONARD, 1973; WU et al., 2012). As fibras dopaminérgicas
trazidas ao GPV pela area tegmentar ventral sdo as principais mediadoras da
motivacao pelo alimento neste nucleo (XIA et al, 2011; HIELMSTAD et al., 2013).

Outro ndcleo importante na regulacdo do comportamento alimentar hedénico € a
Amigdala. Este nucleo envia projecdes para o hipotalamo lateral (KING et al., 1993).
Estudos mostram que a amigdala € ativada por diversos estimulos gustatorios e
olfatérios relacionados ao alimento (AZUMA et al., 1984; Nishijo et al., 1998). Através
de imagens funcionais, verificou-se que a amigdala participa da ativacdo e
manutencao do apetite em humanos (HINTON et al., 2004). Entretanto, a relacdo da
amigdala com o comportamento alimentar data de antes da década de 60, quando
iniciou-se os estudos com lesbes na amigdala, evidenciando modifica¢gées na ingestao
de alimentos (ANAND e BROBECK, 1952).

Dessa forma, fica claro que o comportamento alimentar € uma modalidade
comportamental altamente complexa e que apresenta centros de regulacdo em
diferentes partes do sistema nervoso. Uma vez que a alimentagéo é fundamental para
manutencdo da homeostase, sempre que um dano é provocado em uma das algas de

regulacdo, hd uma compensacéao por outra area.
2.2 Sistema Serotoninérgico e o comportamento alimentar

O sistema serotoninérgico € formado por neurdnios serotoninérgicos, seus
receptores, pela proteina de receptacdo (Sert) e pelo neurotransmissor serotonina.

Esse sistema esté envolvido no controle de diversas modalidades comportamentais
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como o comportamento agressivo (MUSHTAQ et al., 2014; ZOHAR et al., 2015; de
BOER e NEWMAN-TANCREDI, 2015), o comportamento alimentar (LI et al., 2002;
CHOI et al., 2006; LOPES DE SOUZA et al., 2008; WILECKI et al., 2015), dentre
outros. Também esta relacionado a altera¢cdes neuropsiquiatricas como a depressao
(CHEN et al., 2013). Os neurbnios que produzem a serotonina estado situados nos
ndcleos da rafe no tronco encefalico, do qual enviam projecdes para diferentes areas
cerebrais (JACOBS e AZMITA, 1992) Figura 1. Os nucleos da rafe se dividem em um
grupamento rostral (Nucleos rostral e caudal linear, paramediano, dorsal e mediano)
e outro caudal (Nucleos pontino, magno, palido e obscuro) (JACOBS e AZMITA,
1992).

Estriado
psicomotor

Corteza prefrontal
animo, suicidio

Nuicleo
/ accumbens
N anhedonia
; Amigdala

Nucleos
del rafé caudal

Hipotalamo
pérdida de peso,
insomnio

Hipocampo
memoria

Figura 1. Imagem representando a face medial do encéfalo com ilustracdes
esquematicas das projecdes de fibras serotoninérgicas dos ndcleos da rafe para as
demais areas do sistema nervoso central. Disponivel em:
http://lwww.bic.edilaser.net/es/pdf/2503/03_BIC_Marzo_ 2014 p19-21.pdf

A serotonina é sintetizada a partir do aminoacido triptofano. Esse aminoéacido é
inicialmente € convertido pela enzima limitante L-5-triptofanohidroxilase em L-5-
hidroxitriptofano, o qual é subsequentemente descarboxilado pela enzima L-

aminoéacido aromatico descarboxilase, sendo convertido em serotonina (Figura 2).
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Figura 2: Biossintese da serotonina. Disponivel em http://www.orgone.com.br/a_

thumorl.html

A acdo da serotonina sobre o corpo € desencadeada através da interacao
desse neurotransmissor com 0s seus receptores. Atualmente ja foram descritos mais
de 13 subtipos diferentes de receptores serotoninérgicos (BARNES e SHARP, 1999).
Esses receptores podem ser agrupados em familias, que vao desde os 5-HT1 até os
5-HT7. A maior parte dos receptores serotoninérgicos sdo classificados como
metabotrépicos, estando associados com proteinas G, exceto o receptor 5-HT3 que é
ionotrépico (HOYER et al., 2002). Para maiores descricdo dos subtipos de receptores

serotoninérgico, sua agao farmacoldgica e distribuicdo vide Barnes e Sharp (1999).

Como exposto anteriormente, € bem entendido o papel hipofagico da
serotonina sobre neurdnios no nucleo hipotalamico ARC. Essa acdo pode ser avaliada
ao se administrar d-fenfluramina, que bloqueia a recaptacdo da serotonina,
aumentando seus niveis na fenda sinaptica (ROWLAND e CARLTON, 1986; GUY-
GRAND, 1992), permitindo maior interacdo com 0s receptores. Entre os principais
receptores recrutados nessa funcédo hipofagica estdo os 5-HT1B e 5-HT2C. A
administracdo de mCPP, um agonista dos receptores 5HT-1B/2C, aumentam a
ativacdo de neurdnios, medido pela marcacdo da proteina FOS, que expressam
POMC no ARC. Dados semelhantes foram obtidos ao se aplicar um agonista dos
receptores 5HT2A/2C, o que sugere a participacdo dos receptores 5HT2C na
despolarizacdo dos neurénios POMC do arqueado (HEILSER et al., 2002; HEISLER
et al., 2003), como mostra a figura 3.
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Figura 3: Esquema proposto para acdo de
drogas serotoninérgicas envolvidas no
recrutamento de vias centrais de melanocortina.
(Heisler et al., 2003)

Entretanto, os receptores 5HT-1B também possuem papel importante na
modulacao dos neurdnios anorexigenos que expressam POMC/CART e orexigenos
gue expressam NPY/AgRP. Foi demonstrado que a serotonina, além de despolarizar
0s neurénios POMC/CART por meio dos receptores 5-HT2C (HEISLER et al., 2002),
ainda € capaz de inibir os neurénios NPY/AgRP através dos receptores 5HT-1B
(HEISLER et al., 2006). Os neurbénios NPY/AgRP apresentam ainda comunicac¢des
GABAEérgicas com os neurénios POMC/CART que também séo inibidas pela acao dos
receptores 5SHT1B (HEISLER et al., 2006), levando ao aumento de a-MSH e reduc¢ao
de AgRP como ilustra a figura 4. Os receptores 5-HT 1B sédo expressos na membrana
pré-sinaptica de diversos neurénios (ZHUANG et al., 1999), podendo atuar como um
autoreceptor ou um heteroreceptor. A principal fungcdo dos receptores 5-HT1B é a
hiperpolarizacdo da membrana, inibindo a liberacdo de neurotransmissores
(PAUWELS, 1997). Estes receptores estdo amplamente distribuidos no sistema
nervoso central, podendo ser encontrados na substancia negra, no globo palido, no
hipocampo, nos nucleos da rafe e no hipotdlamo (ZHUANG et al., 1999; HOYER et al,
2002; MAKARENKO et al., 2002; CLISSOLD e CHOI, 2013).
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C" \
5-HT 2CR 5-HT

Figura 4: Diagrama esquematico proposto para os sitios de
atuacdo da serotonina nos circuitos que envolvem a
melanocortina. A serotonina  hiperpolariza  neurbnios
NPY/AgRP e diminui os efeitos inibitérios sobre os neurdnios
POMC através de seus receptores 5HT-1B. Além disso a
serotonina ainda despolariza os neurénios POMC por meio dos
receptores 5HT-2C. Isso leva o aumento na liberagcdo de a-
MSH e reducdo de AgRP para competicdo pelos sitios nos
receptores melanocortina 4 (MC4-R). Heisler et al., 2006

Os neurbnios que sintetizam o NPY no ARC também apresentam em sua
membrana receptores serotoninérgicos 5-HT1B, de forma que a ativacdo destes
receptores inibem a liberacdo de AgRP/NPY (DRYDEN et al.,1996; LUCAS et al.,
1998), causando um efeito hipofagico. Os efeitos hipofagicos dos receptores 5-HT1B
podem ser verificados através do uso de seus agonistas. Ao ser estimulado pelo
RU24969 (agonista 5SHT1A/1B), ratos apresentam reducao na busca por sacarose, na
ingestao de liquidos e em cerca de 30% do consumo de alimentos (HALFORD et al.,
1998; ACOSTA et al., 2005; NAKAMURA et al., 2008; ARONSEN et al., 2014). Outro
agonista do receptor 5-HT1B que destaca sua funcéo na regulacéo do comportamento
alimentar € o CP-94,253. A utilizacdo desse agonista também reduz a ingestao de
alimentos em ratos (HALFORD et al., 1996; SCHREIBER et al., 2014). O CP-94,253
€ um agonista tanto dos receptores 5HT1A como 1B, embora apresente maior
afinidade pelos receptores 5SHT1B (PEROUTK et al., 1986). Em estudo da acao deste
agonista sobre o comportamento alimentar, foi verificado que este promoveu aumento
na atividade locomotora, sugerindo-se que essa hiperatividade fosse decorrente do
estimulos dos receptores 5-HT1B (AROSEN et al.,, 2014). No entanto, Arosen e
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colaboradores (2014) verificaram que a atividade locomotora foi modulada pelos
receptores 5SHT1A e ndo 1B. Para alcancar essa conclusdo, além de injetarem o
agonista 5-HT1A (RU24969), injetaram ainda antagonista deste receptor
(WAY100635) e do receptor 5HT1B (GR127935). Dessa forma, eles verificaram que
animais injetados com antagonista do receptor 5-HT1A apresentaram o
comportamento locomotor normalizados, enquanto que apenas 0s animais injetados
com o antagonista 5-HT1B normalizaram a ingestao de liquidos (Figura 5) (AROSEN
et al., 2014).

ey e

Hiperatividade Locomotorae
Pouca ingestdode liquidos

In]egao de RU
24969

Atividade Locomotora Hiperatividade
Antagonista 1A Antagonista Normalizada Locomotora

+ 1B/1D + +
RU 24969 + Pouca ingestdode Ingestao de liquidos
RU 24969 liquidos Normalizada

Figura 5: Diagrama dos experimentos farmacoldgicos realizados por Arosen
et al., 2014. A e B- Animais injetados com RU 24969 apresentam
hiperatividade locomotora e redugdo da ingestdo de liquidos. A’ e B’ -
Animais injetados com Ru 24969 e antagonista do receptor 1A (A’1) possui
a atividade locomotora normalizada (B’1) enquanto que animais injetados
com RU 24969 (A’2) possuem a ingestao de liquidos normalizada (B’2)

2.3 Desnutricdo perinatal e comportamento alimentar

Durante o periodo de desenvolvimento, o organismo apresenta a capacidade
de adaptar-se a estimulos do meio em que se encontra. Esse fenbmeno foi
denominado inicialmente de programacdo metabdlica e deu origem a diferentes
teorias que relacionam ambiente precoce e doencas na vida adulta (BARKER, 2003).
Um dos fatores ambientais indutores de processos adaptativos durante o
desenvolvimento e relacionados ao desenvolvimento de doengas na vida adulta € o
nutricional, particularmente a desnutricdo (BARKER, 2003; GLUCKMAN et al., 2008;



23

SYMONDS et al., 2009). Diversas pesquisas comprovam que dieta pobre em proteina
(8% de caseina) durante o periodo gestacional e/ou lactacdo promove alteracfes
permanentes na morfologia e funcédo do sistema nervoso central (MORGANE et al.,
1993, OROZCO-SOLIS et al., 2009, 2010). Além do sistema nervoso, diversos outros
sistemas sdo afetadas pela desnutricdo perinatal, como o musculo esquelético
(TOSCANO et al., 2008), o cardiovascular, o renal (HALES e BARKER, 1992) e o
proprio metabolismo (OROZCO-SOLIS et al., 2010). Organismo que sofreram
desnutricdo perinatal sdo mais susceptiveis a desenvolver sindrome metabdlica, cujos
principais sintomas sédo obesidade abdominal (RAVELLI et al., 1999), resisténcia a
insulina (de ROOIJ et al., 2006), hiperglicemia (LI et al., 2010; WANG et al. 2015),
hipertenséo arterial (STANNER et al., 1997) e hiperlipidemia (LUSSANA et al., 2008).
O fato do organismo ter sido submetido a desnutricdo perinatal em si ndo faz com que
ele apresente doencas na vida adulta, isto ocorre apenas se ambiente nutricional se
modificar (GLUCKMAN e HANSON 2004).

A desnutricdo proteica no periodo perinatal acarreta diferentes alteracdes
morfofisioldgica em estruturas responsaveis pelo comportamento alimentar. Animais
gue foram submetidos a desnutricdo proteica no periodo perinatal sdo hiperfagicos
(LOPES DE SOUZA et al.,, 2008), apresentam atraso no ponto de saciedade e
aumento do tamanho da refeicdo (OROZCO-SOLIS et al.,2009; LIRA et al.,2014). Foi
verificada maior expressao génica dos peptideos orexigénicos NPY e AgRP e menor
do anorexigénico POMC no hipotadlamo de ratos desnutridos no periodo perinatal
(OROZCO-SOLIS et al., 2009). Estas modificacdes nos peptideos hipotalamicos
apresentaram ajustes circadianos, com o AgRP apresentando aumento em todos os
periodos do dia/noite e o NPY apenas em um horario (OROZCO-SOLIS et al., 2010).
Genes constituintes do sistema circadiano também apresentaram alteracdes de
expressdo, com niveis elevados para o gene Periodol em quase todos os horérios
(OROZCO-SOLIS et al, 2010). Além disso, esses animais apresentam maior
preferéncia por alimentos palataveis e ricos em gordura (ERHUMA et al., 2007) e
maior motivacdo para recompensa alimentar (MARCELINO DA SILVA et al., 2013).
Foi observado, em ratos, maior ativagcéo de neurdnios em resposta a alimento padréao
no NTS (LIRA et al., 2014) e a alimento palatavel no NC e ABL (MARCELINO DA
SILVA et al.,, 2013). A maior motivacado foi associada ao aumento do receptor
dopaminérgico D1 no estriado (MARTIMIANO et al., 2015).



24

Algumas alteragbes do comportamento alimentar verificadas em animais
desnutridos podem estar relacionadas a ajustes do sistema serotoninérgico. A
administracdo aguda de d-fenfluramina reduziu o consumo alimentar de forma
atenuada em ratos desnutridos comparado aos controles (LOPES DE SOUZA et al.,
2008). A desnutricdo pode ter promovido hiporresponsividade dos receptores 5-HT1B,
mas ndo do 5-HT2C, na inducéo de hipofagia (LOPES DE SOUZA et al., 2008). Além
disso, foi verificado que em animais desnutridos ha um aumento da densidade dos
receptores 5-HT1A (MANUEL-APOLINA et al., 2014), que quando ativados aumentam

0 consumo alimentar.

O conjunto de informacfes publicadas descrevendo as consequéncias da
desnutricdo proteica perinatal sobre mecanismos de controle do comportamento
alimentar e/ou sobre o sistema serotoninérgico, podem ser analisadas na revisao da
literatura intitulada: Effect of Perinatal Protein Malnutrition Under Serotonergic Control
on Feeding Behavior: A Systematic Review publicada no International Journal of

Nutrition and Food Sciences que encontra-se no apéndice A.
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3 HIPOTESE

A desnutricdo proteica perinatal promove reducdo do numero de células
imunorreativas ao receptor 5-HT1B nos nudcleos arqueado e paraventricular do

hipotdlamo, bem como no caudado-putame e amigdala.
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4 OBJETIVOS
4.1 Geral

e Analisar os efeitos da desnutricdo proteica perinatal sobre a densidade de
receptores 5-HT1B em estruturas encefalicas que regulam o comportamento

alimentar
4.2 Especificos

e Analisar o consumo basal e peso corporal dos animais.

e Verificar nimero de células imunorreativas aos receptores 5-HT1B nos nucleos
arqueado e paraventricular do hipotalamo, amigdala basolateral e caudado-
putamem.

e Verificar a expressdo de células imunorreativas a proteina FOS nos nudcleos
caudado-putamem e amigdala central e basolateral em resposta a

fenfluramina.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Animais e Grupos experimentais

Foram utilizados ratos albinos da linhagem wistar, provenientes da colénia do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os
animais foram transportados para um biotério experimental com em condi¢ces
ambientais adequadas (temperatura 22,2 £ 1 °C), com agua e ragao ad libitum e com
ciclo de luz claro/escuro de 12 horas invertido, com luz das 18h00 as 06h00. Apos 15
dias de adaptacdo no biotério experimental, os animais foram acasalados na
propor¢cdo de um macho para duas fémeas. Diariamente foi realizado esfregacgo
vaginal nas fémeas para verificacdo de copula. As fémeas que apresentaram
presenca de espermatozoide foram isoladas em gaiolas individuais e delineadas em
dois grupos: O grupo Controle, que recebeu agua e dieta caseina a 17% ad libitum; e
o0 grupo Desnutrido que recebeu dieta hipoproteica caseina 8% até o periodo de
desmame (Tabela 1). Todos os cuidados e experimentos com 0s animais seguiram as
recomendacdes do CONCEA (Conselho nacional de controle de Experimentacéo
Animal) e foram aprovados pelo comité de ética em experimentacdo animal da
Universidade Federal de Pernambuco (processo: 23076.026104/2012-16).

Tabela 1 - Composicdo das dietas experimentais
oferecidas durante o periodo de gestacao e lactacéo.

Constituintes Dieta Dieta
hipoprotéica normoprotéica
(Caseina 8%) (Caseina 17%)

g % 100,00 100,00
Proteinas 8,10 17,30
Carboidratos 75,10 65,90
Lipidios 7,00 7,00
Fibras 5,00 5,00
Vitaminas 1,00 1,00
Minerais 3,50 3,50
Metionina 0,30 0,30
% Kcal 362,48 363,44

5.2 Peso corporal e consumo alimentar

Apoés o 30° dia de vida, os animais foram mantidos em caixas individuais e o

peso corporal (g) foi aferido no 35° dia pos-natal. O consumo alimentar basal tambéem
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foi aferido ao 35 dia de vida. Foi considerado o consumo de 4 horas durante o ciclo
escuro. O consumo foi medido através da diferenca entre o valor oferecido e o valor

rejeitado dentro de periodo de quatro horas.

5.3 Anédlise farmacolégica

No 35¢ dia de vida, os animais de ambos os grupos receberam aplicacéo aguda
de fenfluramina (3mg/kg p.c) ou solucéo salina (Nacl 0,9%). Dessa forma, obteve-se
guatro subgrupos: Controle Salina (CS), Controle Fenfluramina (CF), Desnutrido
Salina (DS) e Desnutrido Fenfluramina (DF). Ap6s 90 minutos das aplicac@es, foi
realizada a mensuragcdo do consumo alimentar e em seguida o sacrificio para

obtencado dos encéfalos para analise histologica.

5.4 Eutanésia e processamento do encéfalo

Os animais foram anestesiados com ketamina (60mg/kg de peso corporal) e
xilasina (7,5 mg/kg de peso corporal). O efeito do anestésico foi confirmado através
da auséncia dos reflexos de preensao. Esta foi realizada com o animal deitado com a
regido ventral voltada para cima e devidamente fixado pelos membros anteriores em
superficie apropriada. A partir do processo xifoide foi efetuado um corte em forma de
“V” na musculatura e costelas, abrindo a cavidade toracica de maneira que expusesse
0 coracdo permitindo o acesso ao ventriculo esquerdo, onde foi introduzida a canula

para a perfusdo a qual esteve presa a area por uma pinca de Keller.

Afastando-se os pulmdes, a aorta descendente foi pincada impedindo, assim,
gue toda a sua area de irrigacao fosse perfundida. A bomba peristaltica, na qual a
canula esteve acoplada, foi acionada mantendo-se a velocidade de infusdo da solucéo
compativel com a manutencdo da integridade dos vasos sanguineos. 100ml de
solucdo salina (NaCl, 0,9%) foram infundidos inicialmente a temperatura ambiente
para remocao sanguinea dos vasos, evitando a formacdo de coagulos e
proporcionando a correta penetracdo do fixador nos tecidos. Em seguida foram
infundidos 400 mL de solucéo fixadora (4% de paraformoldeido, pH 7,4, em 4° C). A
chegada do fixador na regido dos membros anteriores foi constatada pela contracéo
destes, entdo foi adicionado gelo sobre a cabeca do animal para minimizar a

degradacéo protéica.
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Ao final da infuséo, os encéfalos fixados foram retirados do cranio e imersos
na mesma solucdo fixadora acrescida de sacarose (20%) durante 4 horas. Em
seguida, foram armazenados em solu¢cdo de PBS e sacarose (20%) até o momento
do corte. Os encéfalos foram criosseccionados em cortes coronais de 40um de
espessura utilizando-se criomicrétomo de congelamento. Cinco séries de cortes foram
coletadas, para cada animal, em placa de acrilico (25 cavidades) com solucao

anticongelante e armazenadas a -20°C.

5.5 Imunohistoquimica para os receptores 5-HT1B

Uma série de cortes de cada grupo experimental foi submetida a reacdes de
imunohistoquimica contra o receptor 5-HT1B. Os cortes coronais de uma série foram
removidos da solucéo anti-congelante e submetidos a trés séries de lavagens (PBS)
para remover os residuos do fixador. Em seguida foram incubados em solu¢do com
anticorpos primérios anti-5-HT1B (feito em coelho) por 24 h. Esta solugéo foi formada
por PBS, soro normal de cabra (NGS 5 %) e anticorpo contra a proteina 5-HT1B
(1:500). Durante a incubacdo os cortes permaneceram em recipientes de 1,5 mL
posicionados em agitador protegido da luz. Apds a incubacdo os cortes foram
submetidos a lavagens em PBS (3 x 10 min) e posteriormente incubados em solugao
com anticorpo secundario por 45 min. Esta solucao foi composta por PBS e anticorpo
secundario biotinilado feito em cabra contra coelho (1:200). Em seguida, os cortes
foram novamente submetidos a lavagens com PBS (3 x 10 min) e outra incubacao (45
min) com complexo avidina-biotina-peroxidase 1%. Esta solugcéo foi composta por
PBS e cloreto de sédio (NaCl). Os cortes foram submetidos a lavagens com PBS (2 x
10 min) e acetato de sodio (2X 10 min). Em seguida foi realizada, por 5 minutos, a
reacdo de imunoperoxidase com 3,3-diaminobenzidina (DAB) diluido em solucéao de
agua destilada, niquel sulfato amoénio (NAS), acetato de sodio (0.2 M), cloreto de
amonio e B-d-Glucose. Apos esta reacdo foi acrescentada a solucao anterior Glucose
oxidase e incubacdo dos cortes até obterem cor marrom claro/purpura. Para
neutralizar esta reacao, os cortes foram submetidos a lavagens com acetato de sodio

(2 x 10 min) e, em seguida, com PBS (3 x 10 min).

Os cortes foram montados em laminas previamente gelatinizadas e submetidos
ao processo de desidratacao e diafanizacdo. O processo de desidratacao ocorreu pela

imerséo dos cortes em uma sequéncia crescente de concentragdes de alcoois (50 %,
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70 %, 95 %-I, 95 %-Il - 3 min em cada, 100 %-I, 100 %-Il, 100 %-Ill - 5 min cada)
seguido de diafanizac&o em xilol (Xilo-I, 5 min, Xilol-1l, 10 min). No final do processo
0s cortes receberam enterlan e laminula. A identificacdo dos nacleos estudados foi
realizada com auxilio de microscopia 6éptica de campo claro e do atlas Paxinos e
Watson (1998).

5.6 Imunohistoquimica c-FOS

Uma outra série de cortes foi submetida a rea¢c6es de imunohistoquimica contra
proteina FOS. Nesse procedimento os cortes coronais da série foram removidos da
solucéo anti-congelante e submetidos a trés séries de lavagens. Na primeira foram
lavados em PBS (3 x 10 min), na segunda com agua oxigenada 30% (1 x 5 min) (para
bloguear a atividade da peroxidase enddgena e de alguns sitios inespecificos de unido
ao anticorpo) e na terceira novamente em PBS (3 x 10 min) para remover os residuos
do pos fixador. Em seguida foram incubados em solucédo com anticorpos primarios
anti-FOS (feito em coelho) por 48 h. Esta solu¢céo é composta por PBS, Triton (0,3 %),
soro normal de cabra (NGS 5 %) e anticorpo contra a proteina FOS (1:10.000)
(Calbiochem, Bad Soden, Alemanha). Durante a incubag&o os cortes permaneceram
em recipientes de 1,5 ml posicionados em uma incubadora agitadora refrigerada
(Marconi- MA83) protegido da luz.

Apés a incubacao os cortes foram submetidos a lavagens em PBS (3 x 10 min)
e posteriormente incubados em solu¢cdo com anticorpo secundério por 90 min. Esta
solucdo é composta por Triton (0,3%), PBS e anticorpo secundario biotinilado feito em
cabra contra coelho (1:200) (Sigma- B8895). Em seguida, os cortes foram novamente
submetidos a lavagens com KPBS (3 x 10 min) e outra incubag&o (90 min) com
complexo avidina-biotina-peroxidase 1 % (Vectastain, Camon, Wiesbaden,
Alemanha). ApoOs esse periodo de incubacao, os cortes foram lavados em PBS (2 x
10 min) e acetato de sodio (2X 10 min) sendo em seguida realizada, durante 5
minutos, a reacdo de revelacdo imunoperoxidase com 3,3-diaminobenzidina
(DAB/Sigma D5637) diluido em solucdo de agua destilada, niquel sulfato aménio
(NAS), acetato de sddio (0.2 M), cloreto de amoénio e B-d-Glucose. Apos esta reacao
foi acrescentada na solucédo anterior a Glucose oxidase até os cortes obterem a cor
marrom claro/purpura. Para neutralizar esta reagcédo, os cortes foram submetidos a

lavagens com acetato de sédio (2 x 10 min) e PBS (3 x 10 min).
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Os cortes foram montados em laminas e submetidos a processo de

desidratacdo e diafanizacdo como descrito anteriormente.

5.7 Anélise quantitativa dos neurénios imunorreativos

A andlise foi realizada em microscopia Optica de campo claro. As células
imunorreativas para o receptor 5-HT1B foram quantificadas no hipotdlamo — PVN e
ARC — no CPu e ABL, nos niveis que se estende de -1,72 a -2,64mm a partir do
bregma (figura 6-A e B, respectivamente). Ja as células imunorreativas para proteina
FOS foram quantificadas no CPu, ABL e AC nos niveis -264 e -2,76mm a partir do
bregma (figura 6 B e C, respectivamente). Para delimitagao das estruturas foi utilizado
como referéncia o Atlas Estereotaxico de Rato (PAXINOS e WATSON, 1998).

Figura 6: llustracdo das regides analisadas no estudo da imunoreatividade ao

receptor 5-HT1B e a proteina FOS. A- nivel de bregma -1,72; B- nivel de bregma -
2,64; Nuacleo Caudado; Amigdala Basolateral; Arqueado; Nucleo Paraventricular.
Adaptado de Paxinos e Watson, 1998.

6 Resultados

6.1 Efeitos da desnutricéo perinatal sobre o peso corporal e consumo
alimentar

Os animais desnutridos apresentaram menor (p< 0,001) peso corporal (94,5
17,19, n=9) quando comparado ao grupo controle (121,9+8,5g, n=9) (Figura 7A). Por
outro lado, o consumo alimentar foi maior (p< 0,001) nos animais desnutridos (2,8+

0,69, n=9) comparado aos controles (3,8+ 0,4g, n=9) (Figura 7B).
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Figura 7- Efeito da desnutricdo proteica perinatal sobre o peso corporal (A) e
consumo alimentar (B) de ratos pos desmame. Ratos foram submetidos a dieta
hipoproteica durante a gestacao e lactacdo. O consumo foi aferido no 35 dia de vida

em periodo de 4 horas. ***p<0,01, Test t de Student.

6.2 Consumo alimentar em resposta a fenfluramina

ApoOs a administracdo de fenfluramina, foi verificado redu¢cdo do consumo
alimentar nos animais controles e desnutridos comparados aos animais que
receberam salina (C= 1,78 £ 0,080g, n=12 versus CF= 0,68 + 0,070g, n=6, p<0.001;
e D=2,13£0,11g, n=10 versus DF= 1,44 + 0,169, n=6; p<0.001). No entanto, quando
comparamos animais desnutridos que receberam d-fenfluramina com os controles que
também receberam a droga, observamos maior consumo alimentar nos animais

desnutridos.
6.3 Células Imunorreativas ao receptor 5-HT1B
Foi quantificado o nimero de neurdnios que apresentaram imunorreatividade

ao receptor 5-HT1B nos nucleos ARC e PVN do hipotdlamo, e CPu, AC e ABL

representando regides da regulacdo hedbnica do comportamento alimentar.

No que concerne as areas de regulacdo hedbénica do comportamento alimentar,

nao foi possivel notar diferencas no niumero de células imunorreativas ao receptor 5-
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HT1B no nucleo CPu comparando animais desnutridos (30,8 + 12,97, n=4) aos
controles (29,7 9,29, n=3) (figura 8A). Entretanto, houve maior nimero de células
imunorreativas (p<0,01) ao 5-HT1B na ABL no grupo desnutrido (33,8 + 10,05, n=4)
comparado ao controle (5,3 + 1,53, n=3) (figura 8B). No hipotalamo, foi verificado
aumento de células 5-HT1B imunorreativas no grupo desnutrido comparado ao
controle nos nucleos ARC (C= 14,3 + 6,66, n=3 versus D= 26,8+ 4,19, n=4, p<0,01,
Figura 9A) e PVN (C=30 % 8,19, n=3 versus D= 58,3 + 16,66, n=4, p<0,05, Figura 9B).

[JContie
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Figura 8: Efeito da desnutricdo perinatal sobre neurénios imunorreativos ao receptor
5HT-1B em areas de regulacdo do comportamento alimentar heddnico. A- Nucleo
Caudado Putame, B- Amigdala Baso Lateral. Os animais receberam dieta hipoproteica
(Caseina 8%) ou normoproteica (Caseina 17%) durante a gestacdo e lactacdo. As
analises celulares foram realizadas ao 35 dia de vida. **p<0,01. Test T de Student.



34

A B
40+ 80
'3 %]
2 35 [JControle é‘ 704 *
‘g [ Desnutrido *% ] [Controle —'—
g 304 g 604 =1 Desnutrido
>
E E
E 254 E 504
L w
E 20- o 40
S 45 )
=1 =
2 2
§ 104 £ 204
2 5
E 5 E 104
z H

Controle Desnutrido Controle Desnutrido

Figura 9: Efeitos da desnutricdo proteica no periodo perinatal sobre o nimero
de neurdnios imunorreativos ao receptor 5SHT1-B em &reas hipotalamicas. As
barras representam a média + desvio padrdo de neurdnios imunorreativos nos
respectivos nucleos: A- ARC; B - PVN. Os animais receberam dieta
hipoproteica (Caseina 8%) ou normoproteica (Caseina 17%) durante a
gestacdo e lactacdo. As analises celulares foram realizadas ao 35 dia de vida.
Os dados evidenciam aumento significativo no nimero de neurdnios marcados
contra os receptores 5HT-1B nos nucleos ARC e PVN. * p<0,05; **p<0,01. Test
T de Student.

6.4 Ativacao neural em resposta a fenfluramina

Apos a administracéo de fenfluramina, houve aumento no nimero de neurdnios
imunorreativos a proteina FOS no grupo desnutrido fenfluramina comparado ao
desnutrido salina no CPu (D= 26,5 + 21,56, n=4 versus DF= 106,5 + 40,45, n=4,
p<0,05, Figura 10A) e AC (D= 13,6 = 8,17, n=5 versus DF= 64 + 31,48, n=3,
p<0,05Figura 10B). No grupo controle, a fenfluramina néo alterou o nimero de células
ativadas no CPu (C= 16,5 £ 7,78, n=2 versus CF= 63 + 39,28, n=3, p>0,05, Figura
10A) e AC (C=6,3£4,93, n=3 versus CF=44 + 26,33, n=5, p>0,05, Figura 10B). Nao
houve alteracdo no niumero de células imunorreativas a proteina FOS na ABL no grupo
controle (C= 5 + 3,37, n=4 versus CF= 21,3 £ 11,35, n=4, p>0,05, Figura 10C) ou
desnutrido (D= 20 + 13,64, n=4 versus DF= 14,4 + 3,13, n=5, p>0,05, Figura 10C)
guando comparados aos seus respectivos grupos salina. Esses dados estédo
sintetizados na figura 10.
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Figura 10: Efeitos da desnutricdo proteica no periodo perinatal sobre o nimero de
neurdnios c-Fos positivo em areas de regulacdo hedbnica do comportamento
alimentar com e sem a administracdo de fenfluramina. As barras representam as
médias + desvio padrédo nos grupos das por area analisada. A- Caudado-Putamem;
B- Amigdala Central; C- Amigdala Basolateral. A administracdo de fenfluramina
induziu um aumento na ativacdo neural nos grupos desnutridos no CPu e na AC,
entretanto n&do diferenca na expressédo de FOS na ABL. (C= Controle Salina, CF=
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Controle Fenfluramina, D=Desnutrido Salina e DF= Desnutrido Fenfluramina).
*p<0,05, test T de Student.

7 DISCUSSAO

No presente estudo verificamos que a desnutricdo proteica no periodo perinatal
aumentou o numero de neurbnios que expressam os receptores 5-HT1B nos nucleos
ARC, PVN e na ABL. Além disso, a desnutricdo aumentou o niumero de neurbnios
ativados em resposta a fenfluramina no CPu e na AC. Por varios anos, pesquisas vém
somando evidéncias dos efeitos tardios desnutricdo perinatal. Sobre os mecanismos
gue controlam comportamento alimentar, foi verificado que a desnutricdo perinatal
promove maior consumo de alimento, do nimero de refeicdes (OROZCO-SOLIS et
al., 2009), do tempo para alcancar a saciedade (LIRA et al., 2014; OROZCO-SOLIS
et al., 2009) e preferéncia por dietas palataveis e ricas em gordura (VICENTE et al.,
2004; LISBOA et al., 2008; ERHUMA, et al., 2007). A desnutricdo perinatal ainda
promove aumento na adiposidade visceral (NIELSEN, et al, 2012) e
consequentemente aumento da pré-disponibilidade a aquisicdo de doencas
metabolicas, tais como diabetes tipo Il (HALES e BARKER, 1992). As alteracdes sobre
0 comportamento alimentar promovidas pela desnutricdo perinatal estdo diretamente
relacionadas as adaptacdes de estruturas encefélicas envolvidas no controle deste
comportamento. Entre estas, podemos identificar modificacdes do controle do sistema

serotoninérgico.

No hipotalamo, verificamos 0 aumento no nimero de neurdnios que expressam
os receptores 5-HT1B nos nucleos ARC e PVN. Diversos estudos ja correlacionaram
a desnutricdo perinatal com alteracdes na expresséo de receptores serotoninérgicos
e nao serotoninérgicos em diversas areas do encéfalo (MANUEL-APOLINAR et al.,
2013). A desnutricdo perinatal promoveu aumento do numero de neurdnios que
expressam os receptores 5-HT1A no hipotalamo VM, area pré-optica medial, HL e no
proprio ARC (MANUEL-APOLINAR et al., 2013). Esse aumento vem acompanhado
de maior liberacdo de serotonina na formacéo hipocampal (MOKLER et al., 2003) e
em outras regides do cérebro (MANJARREZ et al., 2012). Em contraste com nossos
resultados, em relacdo ao hipotdlamo, pesquisas anteriores mostraram que a
desnutricdo perinatal ndo promoveu modificacbes na expressdo de RNAm para os
receptores 5-HT1B e 5-HT2C de ratos machos (LOPES DE SOUZA et al., 2008).
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Entretanto, estes pesquisadore observaram a expresséo dos receptores 5-HT1B no
hipotalamo como um todo, enquanto que no presente trabalho realizamos a
guantificacdo apenas no ARC e PVN. Dessa forma, € possivel que em demais nucleos
hipotalamicos a expressédo dos receptores 5-HT1B seja reduzida, corroborando
nossos dados com os achados na literatura (LOPES DE SOUZA et al., 2008). Em
outro estudo, em ratas fémeas submetidas a desnutricido proteica perinatal foi
verificado aumento na proteina transportadora de serotonina bem como nos
(densidade, numero de neur6nios, RNAmM??) receptores 5-HT1B no hipotalamo
(PORTO et al., 2009). Essa divergéncia pode ser acarretada devido ao momento do
dia em que estes animais foram sacrificados (houve diferenca nos dois estudos,
gual?), pois sabe-se que a liberacdo de serotonina sofre oscilacbes em diferentes
areas do encéfalo ao longo do dia (CORTHELL et al., 2013; STANLEY et al., 1989;
LEIBOWITZ et al., 1989). Além disso, Porto e colaboradores (2009) utilizaram ratas
em seu experimento, o que abre a possibilidade de haver alteragdes promovidas pelo
ciclo estral (RAPKIN e AKOPIANS, 2012).

Os receptores 5-HT1B atuam por meio de interacbes com proteinas G do
subtipo Gio. Quando estimulado pela serotonina, os receptores 5-HT1B por meio da
proteina Gio atuam inibindo a sintese de AMPc (GORDON et al., 1993; MAROTEAUX
etal., 1992; BOUHELAL et al., 1988). A reducédo na sintese do AMPc causa diminui¢cao
de mecanismo polarizantes que envolvem Ca*, o que acaba por hiperpolarizar a célula
(GORDON et al., 1993). Sabendo disso, pode-se inferir que um aumento nos
receptores 5-HT1B nos nucleos PVN e ARC estejam relacionados com a reducéo na
atividade desses neurénios. Entretanto, no estudo realizado por Lopes de Souza e
colaboradores (2008) evidenciou-se que a desnutricdo proteica no periodo perinatal
promove aumento na ativacdo do PVN em resposta a fenfluramina. Neste ponto, é
importante destacar que os receptores 5-HT1B sdo expressos na membrana de
neurdnios orexigenos que liberam NPY e AgRP (HEISLER et al., 2006), enquanto os
receptores 5HT-2C, que desempenham um papel despolarizante, sdo expressos nas
membranas de neurbnios anorexigenos que expressam POMC (HEISLER et al.2003
e 2006). Da mesma forma que o PVN o ARC também apresenta receptores 5-HT1B
e 2C predominantes em neurbnios orexigenos e anorexigenos, respectivamente
(HEISLER et al., 2003; LEE et al., 2002; DRYDEN et al.,1996). Dessa forma é provavel

gue a maior ativacdo neural verificada por Lopes de Souza e colaboradores no PVN
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em resposta a fenfluramina tenha sido devido ao aumento na ativacdo de neurdnios
anorexigenos que expressam os receptores 5-HT2C e ndo nos neurdnios orexigenos

que expressam os receptores 5-HT1B.

Embora a desnutricdo proteica no periodo perinatal tenha aumentado o nimero
de neurdnios marcados contra os receptores 5-HT1B na ABL essas alteragdes néo
puderam ser constatadas no CPu. A amigdala como um todo € uma regido subcortical
gue participa do processo de formacdo da memoria (TOUZANI et al., 2009). Ela
apresenta alguns subnudcleos distintos que possuem conexdes diferentes com
diversas areas encefalicas (REPPUCCI e PETROVICH 2015). A ABL esta associada
com estimulos gustatérios (AZUMA et al., 1984; NISHIJO et al., 1998) e olfatorios
(CAIN e BINDRA et al., 1972; CAIN, 1975) participando do aprendizado de novos
odores e sabores (GUZMAN-RAMOS e BERMUDEZ-RATTONI, 2012; TOUZANI e
SCLAFANI, 2005; TOUZANI et al., 2009). Estudos recentes demonstraram que a ABL
presenta projecdes para o cingulo anterior, areas limbicas e uma pequena porcao
ventral do hipotalamo lateral. Além disso, mostrou ainda que a ABL apresenta
conexdes reciprocas com o cortex pré-frontal (REPPUCCI e PETROVICH 2015).
Analises dos terminais enviados da ABL para o cértex pré-frontal mostram que mais
de 95% das fibras enviadas para essa regido sao glutamatérgicas (GABBOTT et al.,
2006). Neurdnios piramidais do coértex pré-frontal recebem impulsos da ABL se tornam
ativos em resposta a odores (LAVIOLETTE et al., 2005), enquanto que a inativacao
desses neurdnios ocorre em resposta ao medo (SOTRES-BAYON et al., 2012). Dessa
forma, sabendo do potencial hiperpolarizante dos receptores 5HT-1B e de sua
atuacdo como heteroceptor, é possivel que o aumento deste receptor na ABL seja um
dos fatores responsaveis pelas alteracfes do sistema GABAérgico e pela producéo
de sobressaltos em resposta ao medo verificados em animais submetidos a
desnutricdo proteica (FRANCOLINS-SILVA et al., 2006).

Nossos dados mostraram ainda maior ativagdo da AC e do CPu promovida pela
desnutricdo proteica perinatal em resposta a administracao de d-fenfluramia. A AC,
diferentemente da ABL, envia projecdes para regido dorsal do hipotalamo lateral e
recebe densas projecdes desse nucleo hipotalamico através do estriado (REPPUCCI
e PETROVICH 2015; SWANSON e PETROVICH 1998). O CPu e a AC atuam
principalmente gerando o prazer promovido pelo alimento (BERRIDGE e
KRINGELBACH, 2008). Para realizacdo dessa funcdo, O CPu e AC contam com
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diversos neurotransmissores, tais como dopamina (BARBANO et al., 2009), opidides
(BARBANO et al., 2009), endocanabindéides (MAHLER et al., 2007) e serotonina
(PRATT et al., 2009). Estudos anteriores mostraram que a desnutricdo proteica no
periodo perinatal é capaz de promover alteragbes no sistema dopaminérgico,
aumentando a expressdo de receptores D1 no nucleo estriado e estimulando a
motivacdo por recompensa alimentar (MARTIMIANO et al., 2015). Além disso, foi
verificado que a desnutricdo proteica promove aumento da ativacdo do CPu, ABL e
AC em resposta a oferta de dieta palatavel (MARCELINO DA SILVA et al., 2013).
Esses dados se assemelham com 0s nossos apOs 0 aumento dos niveis de serotonina

promovidos pela d-fenfluramina nos animais desnutridos.

Essas evidencias sugerem que a desnutricdo proteica no periodo perinatal
aumenta a motivacdo por recompensa alimentar ndo apenas por modificacdes
ocorridas no sistema dopaminérgico (MARTIMIANO et al., 2015), como também no
sistema serotoninérgico, uma vez que a maior ativacdo da AC e CPu encontradas em
animais desnutridos apos a oferta de dieta palatavel (MARCELINO DA SILVA et al.,
2013) foi semelhante ao nossos achados apos a administracao de d-fenfluramina. A
maior ativagdo da ABL verificado por Marcelino da Silva difere dos resultados
encontrados aqui possivelmente pelo fato que a ABL estad relacionada com o
aprendizado de sabores e odores, como discutido acima. Entretanto, como nossa
dieta foi mantida a mesma durante todo o procedimento experimental, é
compreensivel a razao pela qual ndo houve aumento na ativacao desse nucleo. Isso
sugere que o principal neurotransmissor envolvido na ativagao da ABL em resposta a
odores e sabores provavelmente néo € a serotonina (YOON e BAIK et al., 2015), caso
contrario haveriamos obtido maior nimero de FOS nos animais desnutridos apés o

uso da d-fenfluramina.

8 CONCLUSOES

Este estudo evidenciou que a desnutricdo proteica no periodo perinatal
aumenta o numero de células imunorreativas ao receptores 5HT-1B no hipotalamo
(nos nucleos PVN e ARC) e em éareas de regulacdo hedbnica do comportamento
alimentar (na ABL). Além disso, promove ainda o aumento da ativagdo dos nucleos

CPu e na AC em resposta a administracdo de fenfluramina.
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Effect of Perinatal Protein Malnutrition Under Serotonergic
Control on Feeding Behavior: A Systematic Review
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Abstract: Protein malnutrition during the perinatal period leads to several morphological and physiological changes in the
central nervous system whose main purpose is to prepare the body for environmental conditions. Several studies have been
developed to explain the effects that malnutrition causes over feeding behavior in adults, and in particular on the role of the
serotonergic system in this control. Thus, the objective of this systematic review was to assess emerging literature on the effects
of perinatal malnutrition on the control of feeding behavior and the role of the serotonergic system in this control. The articles
were researched in the virtual libraries Pubmed, Lilacs and Medline using as keywords: "Protein Malnutrition", "Feeding
Behavior", "Serotonin Receptors", "Gestational malnutrition", "Perinatal undernutrition”, "Fetal Nutrition Disorders" and
"Serotonin". 261 articles in total were found. However, after excluding duplicates and analysis of the criteria for inclusion and
exclusion 8 articles remained. Analysis of the articles showed that malnutrition in the perinatal period leads to changes in food
preference in rats, in addition to delaying the point of satiety of these animals. It was also found that there is increased protein
expression of ¢c-fos groups forebrain neurons, increased expression of SHT-1A receptors and increase in brain serotonin levels.
These findings suggest that changes in eating behavior in malnourished animals can be brought about due to changes in the
serotonergic system.

Keywords: Serotonin, Feeding Behavior, Protein Malnutrition

critical period, found an increase in the incidence of diabetes
type II [6], increased visceral adiposity [9], hyperphagia,
increased body weight, preference for palatable and high-fat
diets, among others [10-12]. Furthermore, malnutrition during
pregnancy or during lactation still entail changes in the
serotonergic system, such as desensitization of SHT-1B
receptors and increased basal levels of brain serotonin, causing
behavioral changes, which highlight the feeding behavior
[7,13].

Feeding behavior is a complex mechanism that involves
both central and peripheral stimuli that regulate hunger and
satiety [14]. Among the various biomolecules that regulate
feeding behavior [15], we can highlight some

1. Introduction

Early in the life of mammals, there are phases in which
intense physiological and structural changes in the nervous
system occur, such as neurogenesis, synaptogenesis, and cell
migration [1-3]. These phases have been termed critical
periods of development [4]. The lack of nutrients during
critical periods can promote the development of various types
of diseases in the adult individual [5-7]. The main critical
periods of development are the period of pregnancy and
lactation [3,8].

Studies to identify morphological and physiological
changes in adulthood, resulting from assaults during the
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neurotransmitters such as some catecholamines [16-17],
serotonin [18-19], Neuropeptide Y (NPY), a peptide related to
Agouti (AgRP), Pro-opiomelanocortin (POMC) and
Transcript Related to Cocaine and Amphetamine (CART) [20-
24]. The different signals from different parts of the body are
integrated into the central nervous system at the level of the
hypothalamus and brainstem [25-27].

In recent years, several new studies have been conducted in
order to associate malnutrition during perinatal period with
changes in feeding behavior due to damage to the serotonergic
system. Therefore, this study aimed to verify that association
through a systematic search investigating the publications of
the last five years.

2. Method

This study deals with a systematic review of the literature.
To this end, we selected original articles published in the last
five years. The selection of items was held between October
18, 2014 until June 8, 2015 in the virtual libraries Pubmed,
Scielo and Medline. The descriptors used were "Protein
Malnutrition", "Feeding Behavior", "Serotonin Receptors",
"Gestational malnutrition", "Perinatal undernutrition", "Fetal
Nutrition Disorders" and "Serotonin".

Among all the articles found, all original ones that
correlated malnutrition in the perinatal period with changes in
feeding behavior and / or the central serotonergic system
published in Portuguese, English or Spanish were included. As
the exclusion criteria, we used review articles such as those
articles that were published over five years ago and all articles
published in languages other than Portuguese, English and
Spanish. After application of exclusion and inclusion criteria,
the remaining articles were arranged alphabetically for
deletion of duplicates and analysis of the main results.

3. Results

A total of 261 articles were found and distributed in the
surveyed virtual libraries, 224 in Pubmed, 7 in Scielo and 30
in Medline. After applying the exclusion criteria and
duplications found, eight articles remained. The steps of the
review follow in Figure 1.

Realization of Research
[ ]
—

(oo | ([ swo ) [ weoune
\

Y

261 articles were found ]

|}

[ Excluding duplications
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210 articles remained

[ Analysis of abstracts ] [ Ap_plyl_ngthe.ex clus.lon ]
criteria and inclusion

v )

[ 8 Articles Included ]

Figure 1. Flowchart illustrating the steps of review.

Table 1 shows the relationship between the set of words
used with the number of articles found by the virtual library.

Table 1. Relations between the keywords used and the number of articles
obtained by virtual library.

PUBMED Scielo Medline Total
Protein Malnutrition and
Feeding Behavior 93 4 15 107
Protein Malnutrltlon and 2 0 0 )
Serotonin Receptors
Feedlng Behavior and 99 3 | 95
serotonin receptors
Gestational malnutrition
and Feeding Behavior 15 0 8 23
Perinatal undernutrition
and Feeding Behavior 12 0 3 15
Fetal Nutrition
Disorders and serotonin 3 L . L
TOTAL 224 7 30 261
TOT'AL Aﬁer 210
duplications
TOTAL after the 8

exclusion criteria

The types of malnutrition used were protein or caloric.
Among the eight selected articles, six used the rat as
experimental animal, another used a mouse and the last one
used sheep. Among the six articles that have been performed
in rats, the diets used to promote perinatal protein malnutrition
showed variation in the concentration of casein. Thus, the
control diet in two studies showed 17% casein and test diet
was formulated with 8%. An article used 20% and 8% and
another article used 22% and 0% casein to the test and control
groups respectively. The two other articles used as
malnutrition model a food restriction of 50%. This same
pattern of 50% was applied to the study of sheep and another
pattern of malnutrition under 40% of the reference consumed
by the control group was used in the article that worked with
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and key results are summarized in Table 2.

Table 2. Main relevant aspects of the articles analyzed.

Type of malnutrition /

Authors Kind  Goals R Main Results
period
During the first weeks after weaning
Protein malnutrition. Diet malnourished pups had higher food
Analyze the feeding behavior of with 20% casein for the consumption than the control group.
Orozco-Solis et al., 2009  Rats malnourished rats in the perinatal control group and 8% forthe  Furthermore, it was found that
period malnourished rats in the malnourished animals had an increase in the
perinatal period. size of meals and not increasing the number
of meals.
. . .. Calorie malnutrition.
Check that intrauterine malnutrition . . . S
Standard diet for rats was The intrauterine malnutrition increases the
can alter the tryptophan .. . . .
. ., . administered in the control trunk brain serotonin levels such as
Manjarrez-Gutiérrez et hydroxylase I and II expression to . . . .
Rats . . group and other diet with increased expression of tryptophan
al., 2012 explain the accelerated serotonin . .
. . . 50% of the standard nutrient ~ hydroxylase I and reduces the expression of
synthesis seen in malnourished .. .
. was administered in the tryptophan-hydroxylase II.
animals. .
malnourished group
. Th tei Inutrition i
Analyze the effects of protein © prolein ma nuttition 1nereases
. . . . . motivation for food reward and increases
malnutrition in the period of Diet with 17% casein for the . . .
. . the protein expression of c-Fos in neurons
da Silva et al., 2013 Rats pregnancy and lactation on s control group and 8% forthe .
. . . . in the basolateral amygdala and core,
neurobiological mechanisms of malnourished group. .
putamen, caudate nucleus, and dorsomedial
food reward.
nucleus of the hypothalamus.
Analyzg t'he effects of Peripatal Dict with 17% casein for the Animals' Fhat have .suﬂ“ered pe?rinatal
. malnutrition on the activation of malnutrition had higher feed intake and
Lira et al., 2014 Rats . . control group and 8% forthe . .. .
the nucleus of the solitary tract in . increased activation of NTS in response to
. . . malnourished group. A
rats in response to food stimulation. food stimuli
/S:Edcy; © SySatE? during NPY Diet with 22% protein for the  Protein malnutrition causes a delay in the
Rocha et al., 2014 Rats ’ ’ & . control group and 0% for the  distribution of NPY in the arcuate
development of hypothalamic . . . .. ..
nuclei malnourished animals. paraventricular-administration in rats.
Standard diet for rats was An increase in the expression of SHT-1A
Analyze the effects of intrauterine administered in the control receptor and D2 on day 14, and Ob-Rb on
Manuel-Apolina et al., Rats malnutrition on the expression of group and other diet with day 14 and 90. There was a decrease in D1
2014 SHT-1A receptors, D1 and D2, and ~ 50% of the standard nutrient ~ receptor expression in the hypothalamic
Ob-Rb was administered in the nuclei on the 14th day and increased on the
malnourished group 90th day:.
Examine whether supplementation
ith fish oil idi i i . s
witl ish oi bet.ter mor.bldlty and Stan.da.rd diet Fo mice was The fish oil supplement with increased
mortality associated with administered in the control o . ..
. . . . lifetime and reduced cognitive decline in
. malnutrition and normalize group and other diet with . N
Avraham et al., 2010 Mice .. . animals. In addition, it increased the levels
endocannabinoids and 40% of the standard nutrient . .
. . . .. . of expression of genes for serotonin and
monoaminergic systems involved was administered in the . .
. . . . . dopamine in the malnourished group.
in satiety and cognitive function in ~ malnourished group
the hypothalamus and hippocampus
Check that malnutrition in late Food standard (commercial
regnancy program to increase plus) for the control group Malnourished sheep exhibit hyperphagia
Nielsen et al., 2013 Sheep preg and sheep for the group test

appetite and preference for high-fat
foods in postnatal life.

another diet with 50% of the
standard diet of nutrients.

and preference for fatty and caloric foods.

4. Discussions

Several previous studies have correlated malnutrition in the
perinatal period with permanent changes in different regions
of the nervous system. The main findings suggest that
malnourished animals show changes in the normal synthesis
of serotonin and the identification of the biomolecule by their
respective receptors [1, 18, 28]. Thus, the behavior in general,
reflects the damage, whose principal behaviors affected are

aggression [29], learning [30] and feeding behavior [13].
Feeding behavior is the result of interactions influenced by
various central and peripheral stimuli that govern the search
for food and hunger and satiety mechanisms [14]. This
systematic review strengthens the literature, intensifying the
hypothesis that the changes found in feeding behavior in early
malnourished animals are due to changes in the serotonergic

system.

Experimental studies with behavioral sequence of satiety in
malnourished animals in the perinatal period have shown
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changes in eating behavior in adulthood, which led to
increasing the size of the meal [7, 31]. The analysis of graphs
of behavioral satiety sequence showed that malnourished
animals showed a delay in satiety point, which consequently
leads these animals to consume more food [7, 31], as shown in
Figure 1. Similar results to these can be found in other
previous studies, which have also undergone animals to
protein malnutrition and found this delay in satiety [32-34].
Besides increasing the size of the meals, it was also
observed that the protein malnutrition in the perinatal period
leads to increased motivation for food reward and preference
for palatable and rich-in-fat diets, in which these findings were
observed in rats and sheep [9, 30]. The hedonic control of
feeding behavior is regulated by different brain areas, such as
the limbic system [35], cingulate and orbitofrontal cortex,
mainly mediated by dopamine [36] and Serotonin [37].
Among these brain structures, the amygdala, caudate nucleus
and the hypothalamus are involved in particular events related
to the search for food reward. Therefore, besides investigating
the motivation palatable food, da Silva and colleagues (2013)
investigated the neuronal activation of undernourished rats in
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response to palatable food stimulus [30]. As a result, they
observed increased neuronal activation in the basolateral
amygdala and central core, putamen, caudate, and dorsomedial
nucleus of the hypothalamus. These data seem to be in
accordance with modifications of the motivation for palatable
food intake.

Once the behavioral changes involved in food and food
reward search may be triggered mainly by molecular
modifications of dopaminergic and serotonergic pathways, it
was found that in malnourished animals there was an increase
in gene expression for the SHT-1A receptor such as an increase
in serotonin levels and tryptophan hydroxylase I [28,38]. The
SHT-1A receptors are important receptors in satiety
mechanism [39]. Studies show that stimulation of these
receptors in the paraventricular nucleus of the hypothalamus
reduces appetite, leading to satiety [18]. An increase of the
number of these receptors associated with increased serotonin
levels found suggests that there was a desensitization of the
SHT-1A receptors, since these animals showed a delay in
satiety point [13].

B

300+ .
2754 -8 Feeding

2504 4©- Resting
2254 & Grooming
200+
= 1754
.E 150+
= 1254
1004
75+
50+
254
0-

Control

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Period

10 11 12

Low protein

300- --- Feed.ing
2754 © Restlng
250- - Grooming

2254
2004
175+
150+
1254
1004
754
504
254
0-

Time (s)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Period

10 11 12
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Among the various biomolecules related to feeding
behavior, there is Neuropeptide Y. Rocha ef al (2014)
verified that total protein malnutrition in the perinatal
period leads in delayed maturation of the path of the
arcuate NPY to the paraventricular nucleus, although
it has not been consolidated the consequences of this
event on feeding behavior [43].This neuropeptide is
synthesized mainly by neurons in the arcuate nucleus
of'the hypothalamus. These neurons, when stimulated,
cause starvation in animals [40]. An important
receptor for regulating the release mechanism of NPY
is the SHT-1B receptor, which inhibits their synthesis.
It is a presynaptic receptor expressed in various
regions of the central nervous system, such as the
hippocampus, cingulate gyrus, raphe nuclei and
hypothalamic regions that govern feeding behavior,
such as the paraventricular and ventromedial nucleus.

Another area affected by protein malnutrition in the
perinatal period and that is also related to feeding
behavior was the Nucleus of the Solitary Tract. It was
verified that the NTS shows more activity in response
to food in malnourished animals compared to the
control group [31]. The NTS neurons receive
information through various biomolecules and send
dense projections to the lateral hypothalamus, taking
action similar to electrical stimulation of the
paraventricular nucleus of the hypothalamus [41-42].
It is noteworthy that the NTS receives afferents both
from the gustatory pathways and from gastrointestinal
neural pathways, which shows its importance in
feeding behavior.

The damage that malnutrition causes in the
serotonergic system, besides directly affecting the
feeding behavior, causes impairment in memory
mechanisms behavior [30]. This study verified
through a food-motivational test that malnutrition
interferes with the reward once the animal has a delay
in storing the location of palatable food. This may
happen due to the fact that malnutrition early in life
affects the hippocampal formation [30]. Knowing that
cognitive decline, Avraham et al (2010) developed a
study with the purpose to check if the use of fish oil
could reduce cognitive decline and normalize satiety
signals evoked by serotonin and dopamine that
malnourished mice present [44]. Therewith, it was
found that the use of this oil not only reduces the
cognitive decline and normalizes satiety signals but
also increases the lifetime of animals. These findings,

among others found in this review, deserve special
mention because it suggests that some of the effects
observed due to malnutrition in the perinatal period
can be mitigated.

5. Conclusions

Protein malnutrition in the perinatal period can
promote changes in the control mechanisms of feeding
behavior, including the serotonergic control. Such
damage may involve hypothalamic nuclei, nucleus of
the solitary tract, striatum, hippocampus, including
other brain areas. Malnourished animals in the
perinatal period have a higher consumption of pattern
diet and increased motivation for food reward.
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