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RESUMO

O sistema serotoninérgico apresenta funcées no controle de eventos biolégicos
fundamentais para o desenvolvimento adequado do sistema nervoso. A serotonina
(5-HT) e o Transportador de Serotonina (SERT) séo indispensaveis para este
controle. A disponibilidade destes componentes é precisamente regulada durante o
periodo critico de desenvolvimento, e podem sofrer interferéncias provindas do
ambiente alterando sua acdo sobre o sistema nervoso. Os inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina blogueiam o SERT e promovem o aumento dos niveis
extracelulares da 5-HT. A 5-HT esta intimamente relacionada a ingestao alimentar,
e parece ter uma relagcédo inversa com o consumo energético, pois promove reducao
da ingestéo alimentar por estimular a saciedade em ratos. Esta acdo anorexigena da
5-HT exibe uma resisténcia quando requisitada por estimulos agudos, demonstrando
que os animais desenvolvem adaptacdes de acordo com os estimulos ambientais
sofridos no periodo de desenvolvimento. Este trabalho avaliou os efeitos da
exposicdo a fluoxetina durante o periodo de lactacdo sobre parametros morfolégicos
e moleculares da serotonina e do transportador de serotonina, e seus efeitos sobre a
ingestdo alimentar de animais jovens. Métodos: Os animais foram divididos em dois
grupos de acordo com a manipulacédo experimental, um grupo fluoxetina (F): filhotes
machos que receberam aplicacdo de fluoxetina (10mg/kg, 10ul/g, s.c.) e um grupo
controle (C): filhotes machos receberam aplicacdo de salina (NaCl 0.9%, 10ul/g, s.c),
ambos durante toda a lactacdo (1° ao 21° dia de vida). Foram avaliados o peso
corporal durante a lactacdo e aos 40 dias, ingestdo alimentar e sequéncia
comportamental da saciedade apds a lactacdo, expressdo génica e protéica do
SERT e o conteudo de serotonina no hipotalamo aos 21 e 40 dias, e a
imunorreatividade de neurdnios ao SERT no hipotdlamo e tronco encefélico aos 75
dias de vida. Resultados: A fluoxetina neonatal promoveu reducdo no peso corporal
a partir do 11° dia até os 40 dias (11 dias SAL:34,3+1,8; FLU:30,4+2,7/ 40 dias
SAL:166,9+27,2; FLU: 127,3%17,5) e na resposta hipofagica da serotonina
(FLU:3,36+0,22; FLU+FLUAGUDA:3,37+0,26), aumento no conteddo de serotonina
aos 21 dias (SAL:4,55+0,55; FLU:7,12+0,96), do gene SERT (21 dias
SAL:0,82+0,04; FLU:1,01+0,04/ 40 dias SAL:1,00+0,03; FLU:1,40+0,03) e da
proteina SERT (21 dias SAL:100+4,47; FLU:119,25+6,47/ 40 dias
SAL:92,29+3,40;FLU:117,96+8,75) no hipotdlamo. A quantidade dos neurdnios
SERT nos nucleos arqueado (ARC) e paraventricular (PVN) do hipotalamo e nucleo
dorsal (DR) da rafe no tronco encefalico foi menor nos ratos expostos a fluoxetina
neonatal aos 75 dias (ARC SAL: 156,1+20,1; FLU:62+8,5/ PVN SAL:319,3+23,3;
FLU:135+35,2/ DR SAL: 139,4+39,4; FLU: 47,4+9,1). Conclusao: Concluimos que a
organizacdo do sistema serotoninérgico durante o periodo critico de
desenvolvimento é fundamental para a programacdo da ingestdo alimentar em
roedores.

Palavras-chave: Serotonina. Inibidores da captacdo de serotonina. Proteinas da
membrana plasmatica de transporte de serotonina. Ingestdo Alimentar.



ABSTRACT

The serotoninergic system presents control of biological events fundamental to the
proper development of the nervous system. A serotonin (5-HT) and the Serotonin
Transporter (SERT) are indispensable for this control. The availability of components
is precisely regulated during the critical period of development and can interfere with
the nervous developmental. Selective serotonin reuptake inhibitors block SERT and
promote increased extracellular 5-HT levels. 5-HT is closely related to dietary intake,
it seems to be an inverse relation with energy consumption, as it promotes a
reduction in food intake by stimulating satiety in rats. This anorectic action of 5-HT
shows a resistance when required by a stimulus. This study evaluated the results of
the exposure to fluoxetine during lactation on the role of serotonin morphology and
serotonin molecules and the transport of serotonin and its effects on food intake of
young animals. Methods: The animals were divided in two groups according to an
experimental manipulation, a group fluoxetine (FLU): male pups that received
application of fluoxetine (10mg/kg, 10ul/g, s.c.) and male pups that received
application of saline (NaCl 0.9%, 10ul/g, s.c.), both during all lactation. The body
weight during a lactation was evaluated at 40 days, the food intake after lactation, the
expression of SERT and the content of hypothalamic serotonin at 21 and 40 days,
and the immunoreactivity of the neurons SERT into hypothalamus and brainstem at
75 days of age. Results: Neonatal fluoxetine promoted a reduction in body weight
from day 11 to 40 days (11 days SAL: 34,3t1,8; FLU:30,4%+2,7/ 40 days SAL:
166,9+27,2; FLU: 127,3%17,5), and the hypophagic response of serotonin
(FLU:3,36+0,22; FLU+FLUACUTE:3,37+0,26), increase in the serotonin content 21
days (SAL:4,55+0,55; FLU:7,12+0,96), SERT gene (21 days SAL:0,82+0,04;
FLU:1,01+0,04/ 40 days SAL:1,00£0,03; FLU:1,40+0,03) and protein SERT (21 days
SAL:100+4,47; FLU:119,25+6,47/ 40 days SAL:92,29+3,40;FLU:117,96£8,75) in the
hypothalamus. The amount of SERT neurons in the arched nuclei (ARC) and
paraventricular (PVN) of the hypothalamus and dorsal nucleus (DR) in the brainstem
were lowers in the rats exposed to neonatal fluoxetine at 75 days (ARC SAL:
156,1+20,1; FLU:62+8,5/ PVN SAL:319,3+23,3; FLU:135+35,2/ DR SAL: 139,4+39,4;
FLU: 47,4+9,1). Conclusion: We conclude that an organization of the serotonergic
system during the critical period of development is fundamental to food intake
programming in rodents.

Keywords: Serotonin. Serotonin uptake inhibitors. Serotonin plasma membrane
transport proteins. Eating.
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1 APRESENTACAO

No periodo de crescimento e desenvolvimento do sistema nervoso central
ocorrem fenbmenos biolégicos importantes como neurogénese, diferenciacéo
neuronal, sinaptogénese, que permitem a organizagao e especializacéo das diversas
estruturas e funcbes corporais. Durante esta janela temporal os fendmenos de
desenvolvimento ocorrem em grande velocidade e sdo extremamente sensiveis aos
estimulos provindos do meio ambiente. Esta susceptibilidade caracteriza esta fase
como um periodo critico do desenvolvimento.

Alguns estudos demonstram que influéncias ambientais promovem alteracdes
nos padroes de desenvolvimento de varios sistemas de neurotransmissdo, em
especial o sistema serotoninérgico. Dentre as modificacbes mais significativas
encontra-se 0 aumento no contetdo encefalico do neurotransmissor serotonina. A
desnutricdo durante a gestacdo e o aleitamento promove varios prejuizos fisiolégicos
e metabdlicos que favorecem a maior preferéncia por alimentos palataveis, atraso no
disparo da saciedade associado a hiperfagia e a reducdo dos efeitos anorexigenos
do neurotransmissor serotonina em individuos adultos. O aumento na
disponibilidade da serotonina, preconizado pela desnutricdo no periodo de gestacao
e lactacao é semelhante ao que ocorre com a exposi¢cao neonatal ao inibidor seletivo
de recaptacao de serotonina, a fluoxetina.

Influéncias farmacoldgicas, assim como as nutricionais, também sé&o
consideradas importantes indutoras de adaptacdes fisiolégicas e comportamentais
quando administradas em periodos inicias da vida. Dentre estes farmacos, o0s
inibidores seletivos de recaptacdo da serotonina, através do bloqueio estrutural e
funcional da proteina de transporte de serotonina (SERT) promovem o aumento na
disponibilidade de serotonina. Ao longo dos anos, vem sendo estudado o modelo
experimental de manipulagédo farmacoldgica neonatal do sistema serotoninérgico e
seus efeitos sobre a plasticidade fenotipica. Este modelo vem sendo utilizado como
uma maneira de manipular o sistema fisiolégico da serotonina a fim de isolar os
efeitos sobre aspectos estruturais, funcionais, morfologicos e comportamentais
promovidos pelo elevado contetdo de serotonina.

A serotonina desempenha um papel primordial durante o desenvolvimento do
sistema nervoso através de sua acgdo reguladora sobre os eventos biologicos que

ocorrem neste periodo. O principal responsavel pela sua regulacdo € a proteina de
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transporte de serotonina. Este transportador facilita a captacdo da serotonina para o
interior da célula neuronal, possibilitando o final de sua acédo sobre seus receptores
e/ou sua degradacdo. Durante o periodo critico, o transportador de serotonina
encontra-se expresso em regibes encefdlicas onde se localizam receptores
serotoninérgicos envolvidos em processos do desenvolvimento do sistema nervoso.
A manipulacdo com ISRS permite o bloqueio deste transportador, € como
consequéncia estimula o aumento no contetdo de serotonina, prolongando sua acao
sobre seus receptores.

Evidéncias sugerem a existéncia de mecanismos de controle sobre a fungéo
do transportador de serotonina. As falhas na capacidade de captacdo da serotonina
podem estar relacionadas com a menor disponibilidade do transportador na
superficie da membrana celular, e com o conteldo total desta proteina em estruturas
encefalicas importantes para funcées como o controle da ingestdo alimentar. A
disponibilidade do transportador € dependente da acdo da serotonina, e a
manipulacdo com ISRS, em fases precoces da vida, parecem imprimir alteracdes na
funcdo desta regulacdo. Deste modo, questionamos se a exposicdo neonatal a
fluoxetina, nos estagios precoces do desenvolvimento, podem influenciar este
controle do SERT e estimular o aparecimento de alteracfes fenotipicas.

Diante do exposto, € visto que a manipulacdo farmacolégica é capaz de
provocar modificagdes em alguns componentes do sistema serotoninérgico durante
o periodo critico do desenvolvimento do sistema nervoso e desencadear alteracfes
comportamentais e funcionais. No entanto, apesar do volume de pesquisas
realizadas nos ultimos anos sobre agressfes perinatais e suas consequéncias em
longo prazo, a origem dos mecanismos fisiologicos e moleculares que induzem o
aparecimento de desordens na vida adulta ainda ndo foram totalmente esclarecidos.
Neste intuito, utilizamos o inibidor seletivo da recaptacéo de serotonina, a fluoxetina,
durante a lactacdo, como uma ferramenta para a manipulacdo do sistema
serotoninérgico, a fim de identificar os possiveis efeitos promovidos a funcéo

serotoninérgica e seu controle sobre a ingestéao alimentar de roedores.



16

2. REVISAO DA LITERATURA

Periodo critico do desenvolvimento e Plasticidade Fenotipica

A plasticidade do desenvolvimento é estabelecida para desempenhar o papel
central na etiologia de doencas cronico-degenerativas, associada a hipétese da
Origem Desenvolvimentista da Saude e da Doenca (Wells, 2014). O risco do
surgimento de doencas crénicas demonstra uma estreita relacdo com o ambiente na
qual o individuo se desenvolveu e o estilo de vida em que se encontra na vida adulta
(Wells, 2014). A plasticidade do desenvolvimento é considerada um processo
adaptativo que permite refinar os padrdes e mecanismos de desenvolvimento do
organismo de acordo com o meio ambiente em que 0 mesmo se encontra. Na
perspectiva adaptativa, o individuo sera beneficiado pela sua capacidade de
estruturar suas estratégias de histéria de vida as condicdes do meio ambiente
(Wells, 2014).

Evidéncias em humanos foram demonstradas na década de 1970, com o
estudo de Ravelli e colaboradores. Conhecido como “Dutch Famine” ou Fome
Holandesa, foi a denominacdo para o periodo de escassez alimentar sofrido por
mulheres gestantes durante a 22 Guerra Mundial (1944-1945). No estudo de Ravelli
e colaboradores (1976), foi possivel identificar que aproximadamente uma
populacdo de 300.000 homens, filhos destas mulheres expostas a fome holandesa
apresentaram na vida adulta, diferentes padrbes na composicéo corporal a depender
do periodo na qual haviam sido expostos a desnutricdo materna na gestacao. Caso
a mae houvesse sofrido desnutricdo no Uultimo trimestre da gestacdo, esses
individuos apresentavam baixa incidéncia de obesidade. No entanto, se a
desnutricdo ocorresse no primeiro trimestre da gestacdo, o0s individuos
apresentavam uma maior incidéncia de obesidade (Ravelli et al., 1976).

Na década de 60, Neel descreveu a “Hipétese do Gendtipo Poupador”,
propondo que algumas populagcbes apresentavam maior susceptibilidade a
desenvolver resisténcia a insulina, podendo esta patologia estar associada a fatores
ambientais ou genéticos. Esta adaptacdo do organismo poderia trazer beneficios
para individuos que foram expostos a ambientes de escassez alimentar (Neel et al.,
1962). Algumas hipoteses foram exploradas a partir do estudo de Neel, levando a

uma maior compreensdo sobre a importancia do periodo de gestacdo e aleitamento
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para a susceptibilidade ao surgimento de patologias na vida adulta. Temas como
programacao metabolica e periodo critico do desenvolvimento, atrelados a estes
conhecimentos permitiram uma maior compreensao sobre patologias como diabetes
e obesidade.

O conceito de periodo critico esta relacionado a maturacdo do Sistema
Nervoso Central (SNC) de modo linear. Um periodo critico representa uma janela de
desenvolvimento que n&o pode ser invertida ou repetida em um momento posterior.
Baseado nos achados que os processos de organizacdo sao modificados ou
interrompidos mais facilmente durante o momento em que ocorrem mais
rapidamente. Durante o desenvolvimento, em oposicédo ao periodo de manutencéo,
0s processos fisiolégicos ndo apresentam uma taxa uniforme de surgimento e
duracdo. Desta maneira, todos os processos de desenvolvimento exibem periodos
criticos cuja importancia e duracdo dependera de suas taxas de variacdo. No
encéfalo embrionario, muitos processos fisioldgicos apresentam uma aceleracéo,
diminuicdo ou término de suas atividades em um curto periodo de tempo. O conceito
de vulnerabilidade implica que o0 processo de organizacao € sujeito a perturbacdes

gue influenciam sua taxa de surgimento ou duracdo (Morgane et al., 2002).
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Figura 1: Curva de velocidade comparando ritmo, duracdo e tempo relativos de processos
bioldgicos fundamentais para o desenvolvimento do sistema nervoso no encéfalo de
humanos e ratos. Adaptado de Morgane et al., 2002. (Morgane et al., 2002).

O periodo de crescimento e desenvolvimento do sistema nervoso é composto
por eventos bioldgicos como proliferacdo e diferenciacdo celular, migracdo de
neurdnios, proliferagdo e ramificagdo de dendritos e axoénios, mielinizagdo e
sinaptogénese, que atuam na organizacdo e especializacdo de diversas estruturas
cerebrais (Morgane et al, 2002). Esta fase do desenvolvimento bastante susceptivel
as influéncias provindas do meio ambiente é conhecida como periodo critico
(Dobbing, 1970). Durante esta janela temporal os eventos de desenvolvimento do
sistema nervoso ocorrem numa grande velocidade e sdo extremamente sensiveis a
estimulos provindos do ambiente. Em humanos, o periodo critico compreende a fase
pré-natal, em particular do ultimo trimestre da gestacdo e tem seguimento até os
cinco primeiros anos de vida (Morgane et al., 1978, 2002). Em roedores, esta fase
perdura até as trés primeiras semanas de vida pos-natal, o periodo de aleitamento
(Morgane et al., 1978).
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Estudos epidemioldgicos demonstraram a existéncia da correlacdo entre o
periodo critico do desenvolvimento com o surgimento de patologias metabolicas na
vida adulta. Um dos primeiros modelos tedricos sugerido por Hales e Barker (1992),
denominado Hipd6tese do Fendtipo Poupador (Thrifty Phenotype Hyphotesis), propds
que estimulos ou insultos ocorridos durante o periodo perinatal, gestacdo e
aleitamento, poderiam promover adaptacdes fisiolégicas e metabdlicas. Estas
adaptacdes iriam privilegiar o aporte nutricional para o desenvolvimento de 6rgaos
vitais, como o encéfalo, em detrimento de outros 6rgdos. Em curto prazo, o
organismo teria a capacidade de se adaptar ao meio ambiente a fim de permitir sua
sobrevivéncia, no entanto, em longo prazo, estas adaptacfes fenotipicas tornariam o
organismo susceptivel ao aparecimento de patologias. Os estudos da hipotese do
Fenotipo Poupador demonstram associacdes entre o pobre crescimento fetal e
infancia ao maior risco de desenvolvimento de tolerancia a glicose e sindrome
metabdlica na vida adulta. Uma questdo chave para a discussdo da hipétese é a
propor¢do na qual os mecanismos subjacentes sdo genéticos ou ambientais (Hales
e Barker, 2001).

Em meio ao estudo das hipoteses do Genétipo Poupador, Fendtipo Poupador
e Programacao Metabolica surge um novo modelo teérico proposto por Wells (2011),
gue associa a trajetoria de crescimento desde a infancia até a maturidade ao risco
de doencas cardiovasculares na idade adulta. Nesta hipotese, 0 peso ao nascer é
considerado como um indice de “Capacidade Metabdlica”, na qual a estrutura e
funcdo dos érgdos durante a vida fetal e infancia sdo promotores da manutencao da
homeostase. E os varios fatores da infancia como indice de carga metabdlica que
desafia a manutencdo da homeostase, como o acumulo de tecido adiposo,
sedentarismo e dieta rica em gordura. De acordo com este modelo, o0 aumento no
tamanho do corpo e o maior acimulo de tecido adiposo sao preditores do aumento
da carga metabdlica, da mesma maneira que o0 baixo peso ao nascer é preditor de
uma capacidade metabdlica reduzida.

Os modelos tedricos estdo inseridos na Hipotese da Origem Fetal de Doencas
da Vida Adulta ou Plasticidade Fenotipica. Segundo Gluckman e colaboradores
(2011), a predisposicdo genética e o ambiente precoce, podem influenciar as
respostas adaptativas do organismo ao ambiente e podem favorecer o aparecimento

de patologias na vida adulta. Sendo assim, a plasticidade fenotipica esta relacionada
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a expressao de genotipos do individuo frente as condi¢cdes ambientais, representada
como as respostas do organismo sob a forma de fenétipos morfologicos, fisioldgicos,
moleculares e comportamentais (Gluckman et al, 2011).

A Plasticidade é definida por adaptagfes estruturais e funcionais promovidas
pelo SNC a partir de estimulos externos provindos do meio ambiente, ou internos
relacionados a carga genética do individuo (Sodhi e Sanders-Bush, 2004). A
plasticidade neural é essencial para a sobrevivéncia de um individuo em um
ambiente em constante mudanca (Sodhi e Sanders-Bush, 2004). Este processo
dindmico é baseado nas habilidades dos sistemas neuronais, sinapses cerebrais,
células nervosas e receptores a fim de se adaptarem as mudancas ocorrentes. A
plasticidade se revela de diversas maneiras, através de alteracfes na expressao de
genes, liberagdo de neurotransmissores até mudangas nos comportamentos e
fendtipos corporais (Sodhi e Sanders-Bush, 2004). Um dos processos que contribui
para a plasticidade neuronal é a habilidade de aumentar a taxa de sintese e
liberagdo de neurotransmissores em resposta ao aumento da atividade neuronal. Os
neurdnios serotoninérgicos tém esta habilidade. A sintese da serotonina, a partir do
triptofano, € aumentada em resposta a frequéncia de estimulacéo elétrica do corpo
celular serotoninérgico (Boadle-Biber, 1993). Requerimentos a curto prazo para o
aumento da sintese de serotonina podem ocorrer através de alteracbes nas
propriedades cinéticas da triptofano hidroxilase (TPH), sem necessitar o aumento do
conteudo da propria enzima TPH (Hensler, 2006).

Uma maior compreensao sobre acao da serotonina durante o periodo critico
de desenvolvimento do Sistema Nervoso iniciou a partir dos estudos sobre a
interacdo entre a nutricdo perinatal e as possiveis repercussdes sobre o organimo
do individuo na vida adulta (Morgane et al.,1978; 2002; Manjarrez et al., 1994; Hales
e Barker, 1992; 2001; Deiro et al., 2008; Souza et al., 2008). Inicialmente foi possivel
identificar uma estreita relagcdo entre a desnutricio e modificagcbes no
desenvolvimento estrutural e funcional do encefélico de ratos (Manjarrez et al.,
1994). No sistema nervoso, a desnutricdo perinatal provoca algumas das alteracdes
estruturais e funcionais como; reducdo do numero (Leuba e Rabinowicz, 1979a) e
forma dos neurdnios (Resnick et al., 1979), quantidade de neurotransmissores
(Hisatomi e Niyama, 1980; Manjarrez et al., 1994). A desnutricdo perinatal parece

estimular o sistema serotoninérgico com o aumento dos niveis de serotonina no



21

sistema nervoso central (Hisatomi e Niyama, 1980; Manjarrez et al., 1994; Borue et
al., 2007). Segundo Manjarrez-Gutiérrez e colaboradores (1988), a concentracéo de
serotonina encefalica em ratos submetidos a desnutricAo precoce se encontra
aumentada no periodo pos-natal e na idade adulta. No estudo de Hisatomi e Niyama
(1980), a desnutricdo, induzida pelo aumento da ninhada com 18 filhotes machos
por lactante, promoveu aumento no conteudo de serotonina no 21° dia de vida no
prosencéfalo, cerebelo, tronco encefalico e no encéfalo total. Ao contrario, estes
animais apresentaram menor contetido de Acido 5-Hidroxiindolacético (5-HIAA) no
10° e 21° dia de vida no prosencéfalo e no 21° dia no encéfalo total (Hisatomi e
Niyama, 1980). Estas alteracdes estao relacionadas ao aumento na concentracao de
L-triptofano encefalico e na atividade da 5-triptofano-hidroxilase (Hernandez, 1973;
Manjarrez et al., 1994). Durante o desenvolvimento, a serotonina atua na auto-
regulacdo dos neurdnios serotoninérgicos e no desenvolvimento de tecidos-alvos
(Whitaker-Azmitia et al., 1996). Sendo assim, alteracdo na disponibilidade de 5-HT

pode promover altera¢cdes morfoldgicas e funcionais duradouras (Borue et al., 2007).

Serotonina e Desenvolvimento

O conteudo encefalico desta monoamina foi detectado bioquimicamente na
década de 50 (Twarog e Page, 1953; Bogdanski et al., 1956) porém, apenas na
década de 60, neurdnios serotoninérgicos foram visualizados pela primeira vez
(Dahlstrom e Fuxe, 1964). Ao longo dos anos, foi possivel identificar mais detalhes
sobre a morfologia dos neurdnios serotoninérgicos utilizando a técnica de
imunocitoquimica com a identificacdo da TPH (Pickel et al ., 1977), da propria
serotonina (Steinbusch, 1981) e do transportador de serotonina (SERT) (Ovalle et
al., 1995; Sur et al., 1996; Zhou et al., 1996). Em virtude de sua caracteristica
hidrofilica, a serotonina ndo ultrapassa a barreira hemato-encefélica (BHE), tornando
necessdria para sua acao central, que sua sintese ocorra no SNC, a partir do
aminoacido essencial triptofano. Este aminoacido deve ser adquirido através do
alimento na dieta, ndo sendo sintetizado pelo organismo (Azmitia, 2010), podendo
seguir trés destinos metabdlicos: sintese protéica, via da quinurenina e via da
serotonina. O triptofano néo utilizado na sintese protéica, 99% é destinado a vida da
quinurenina (Stone et al., 2002). A serotonina é produzida em baixas quantidades

devido a escassez de triptofano (D’Souza et al., 2010). Apenas 1% é convertido em
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serotonina. A sintese de serotonina no SNC ocorre principalmente em neurénios
serotoninérgicos do nucleo dorsal da rafe. Uma vez digerido, triptofano apresenta-se
numa forma livre ou ligado a albumina no plasma. Apenas a forma livre esti
disponivel para ser transportada ao cérebro, e o seu transporte deve competir com a
incorporacédo de todos os outros acidos aromaticos aminados (tirosina, fenilalanina,
leucina, isoleucina, valina e metionina) (Curzon et al.,, 1973). Inicialmente, o
triptofano € captado do plasma por transportadores de aminodcidos neutros
localizados na BHE (Blundell, 1992). Apds sua entrada no neurdnio, o triptofano é
hidrolisado a 5-Hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima Triptofano Hidroxilase (TPH),
codificada por dois genes: TPH-1 nos tecidos periféricos e TPH-2 no sistema

nervoso central (Walther et al, 2003) (Figura 2).
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A serotonina ou 5-hidroxitriptamina € uma monoamina amplamente distribuida
no sistema nervoso central e apresenta funcdes distintas e/ou complementares a
depender do estagio de maturagdo do organismo. Durante o periodo de
desenvolvimento, atua como sinalizador celular, neuromodulador, horménio e
neurotransmissor, e sua atividade pode variar de acordo com a regido em que esta
localizada e da fase de desenvolvimento e maturacdo na qual o organismo se
encontra (Turlejski, 1996). A regulacdo destes processos bioldgicos é fundamental
para o desenvolvimento normal do sistema nervoso.

No encéfalo de mamiferos, o0s sistemas monoaminérgicos de
neurotransmissao surgem precocemente, mas em particular, a serotonina se
apresenta mais cedo e em mais regides terminais (Whitaker-Azmitia, 2001). Na
gestacao, a placenta demonstra a habilidade de sintetizar e transportar serotonina a
partir de um complexo sistema de conversdo do triptofano materno em serotonina
liberando-a na circulacéo fetal (Bonnin, 2011).

Em camundongos Pet-1 / € observada uma consistente reducdo de
serotonina durante o periodo fetal de desenvolvimento no tronco encefalico.
Entretanto, nos estagios iniciais (10.5° ao 15.5° dia embrionario) os niveis de
serotonina estdo normais. No prosencéfalo, no 16.5° dia embrionario, a
concentracdo de serotonina € menor, 0 que permite considerar que esta regiao
recebe inervacdo exclusivamente provinda do nucleo dorsal da rafe (Bonnin et al.,
2011). O diferente acumulo de serotonina no prosencéfalo e tronco encefélico, em
comundongos Pet-1 / no periodo fetal de desenvolvimento € uma indicativo de
uma transicdo conteudo exdgeno precoce para o conteudo endégeno tardio nos
neurbnios no nucleo dorsal da rafe. Esta mudanca durante o desenvolvimento
permite que o prosencéfalo, durante a embriogénese precoce e intermediaria, se
torne progressivamente dependente de sua prépria producédo de serotonina (Bonnin
e Levitt, 2011).

Alteracdes genéticas e ambientais podem influenciar o metabolismo
placentario da serotonina, assim como o proprio conteudo placentario de 5-HT pode
promover consequéncias diretas a rede axonal do feto. No encéfalo humano, os
neurdnios serotoninérgicos séo evidenciados pela primeira vez no tronco encefélico
na 52 semana de gestacdo (Sundstrom et al., 1993). Os niveis encefalicos de

serotonina aumentam ao longo da gestacéo até os dois primeiros anos de vida, com
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0 pico aos 5 anos de vida (Chugani et al., 1999). Aproximadamente na 152 semana
de gestacdo, a organizacéo tipica do corpo celular de neurdnios serotoninérgicos €
observada nos Nducleos da Rafe (Takahashi et al.,, 1986). Em roedores, o
aparecimento de neurbnios serotoninérgicos ocorre entre 0 10° a 12° dia de vida do
embrido (Lidov e Molliver, 1982), com sintese de serotonina detectada um dia apos
este surgimento (Gaspar et al., 2003). Logo apds, 0s neurbnios serotoninérgicos
emergem a partir dos nudcleos da rafe a fim de modular o desenvolvimento e
maturacdo dos diversos circuitos neuronais (Lautenschlager et al., 2000). Machos
neonatos apresentam um alto nivel de serotonina, com pico no 3° dia de vida,
comparado com fémeas, que apresentam uma elevacado gradual no 5° dia de vida
(Connel et al., 2004). O desenvolvimento das propriedades serotonérgicas dos
neurénios dos Nucleos da Rafe no tronco encefélico dependem de um sistema de
feedback positivo, na qual pequenas quantidades de serotonina, presente nos
tecidos, possibilitam o inicio de sua propria sintese e estimulam o desenvolvimento
de outras propriedades serotonérgicas, mesmo em neurdnios que nao produzem
serotonina (De Vitry et al., 1986). Este mecanismo pode ser responsavel pelo rapido
desenvolvimento dos neurbnios serotoninérgicos e pela presenca transitoria da 5-HT
em alguns neurbnios durante o desenvolvimento (Shuey et al., 1993). O sistema
intracelular da serotonina é um dos primeiros a surgir no sistema nervoso de
mamiferos atuando como fator trofico nas fases iniciais do desenvolvimento (Lauder,
1993).

Os neurbnios serotoninérgicos sdo um dos sistemas heurais mais
amplamente distribuidos no encéfalo desta classe de animais. Suas projeces
originam-se a partir dos Nucleos da Rafe, localizados ao longo da linha média do
tronco encefélico, e consistem em numerosos e distintos grupos de neurbnios que
se organizam emitindo projecdes ascendentes e descendentes (Lauder, 1993;
Whitaker-Azmitia, 2010). Os corpos celulares destes neurdnios serotoninérgicos
encontram-se, em sua maioria, distribuidos nos nove ndcleos da rafe. Estes nucleos
serotoninérgicos sao classificados em grupos de acordo com a estrutura anatémica
e organizacao do corpo celular, no sentido caudo-rostral dos roedores (Dahlstrom e
Fuxe, 1964). Em sequéncia sdo denominados: Nucleo Palido (RPa), Nucleo Obscuro
(ROb), Nucleo Magno (RMg), Nucleo Pontino (PnR), Nucleo Paramediano (PMnR),
Nucleo Mediano (MnR), Nucleo Dorsal (DR), Nucleo Caudal Linear (CLi) e Nucleo
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Rostral Linear (RLi) (Dahlstrom e Fuxe, 1964; Steinbusch, 1981; Tork, 1985;
Weissmann et al., 1987). Os dois grupos de neurdnios serotoninérgicos parecem ter
um padrdo de maturacdo e migracao distintos (Lidov e Molliver, 1982; Wallace e
Lauder, 1983). O grupo rostral formado pelos nucleos Dorsal (DR), Caudal Linear
(CLi), Mediano (MnR) enviam projecdes predominantemente rostrais para o talamo e
hipotalamo. Enquanto o grupo caudal formado pelos nucleos Péalido (RPa), Nucleo
Obscuro (ROb), Nucleo Magno (RMg) projetam-se mais caudal e ventralmente para
inervar a medula espinhal e o cerebelo (Dahlstroem e Fuxe, 1964; Jacobs e Azmitia,
1992; Hornung, 2010) (Figura 3).
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Figura 3: Localizacdo de grupos dos corpos celulares serotoninérgicos em seccdo sagital
do sistema nervoso central de ratos e suas principais proje¢cbes (Consolazione, A. and
Cuello, A. CNS Serotonin Pathways. In: The Biology of Serotonergic Transmission. New
York: John Wiley & Sons, 1982, pp 29-61).

Estas projecbes ascendentes se desenvolvem em trés fases distintas em
ratos: Fase 1 — alongamento axonal inicial que ocorre entre o 13° e 16° dia de
gestacdo com os axonios que se dirigem ao feixe prosencéfalico medial e atingem o

prosencéfalo basal. Fase 2 — projecdes serotoninérgicas atravessam ao longo de
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tratos de fibras pré-existentes entre o 16° e 19° dia de gestacdo, em especial no 16°
dia, algumas fibras laterais que atravessam tratos de fibras que inervam o
hipotalamo. E a Fase 3 — ocorre a inervacao de areas terminais especificas no 19°
dia de gestacdo até o nascimento (Lidov e Molliver, 1982). Embora os axdnios
serotoninérgicos alcancem areas terminais préximo ao periodo de nascimento, sua
arborizacdo final ainda ocorre de forma significativa até o 21° dia de lactacéo
(Whitaker-Azmitia, 2005). E durante este periodo de arborizagdo terminal de seus
neurdnios que a 5-HT encontra-se com seus niveis elevados no encefalico de
roedores (Lidov e Molliver, 1982; Connel et al., 2004).

Segundo Huether e colaboradores (1992), o aumento pré-natal na
disponibilidade de triptofano, aminoacido precursor da serotonina, retarda o
desenvolvimento de axénios serotoninérgicos e reduz a sintese de serotonina. Este
mecanismo pode prevenir a hiperinervacdo de neurdnios serotoninérgicos em
estruturas encefalicas. A inibicAo do crescimento e inervacdo de neurdnios
serotoninérgicos também podem ser um importante indutor de anormalidades
neurocomportamentais (Lidov e Molliver, 1982). A exposi¢cdo pré-natal a cocaina
reduziu a recaptacdo de serotonina e a densidade de fibras serotoninérgicas no
cortex e hipocampo na primeira semana de vida pds-natal (Azmitia, 1987). O sistema
serotoninérgico € diretamente regulado pelos auto-receptores 5-HTia e 5-HTis €
pelo transportador de serotonina, estes componentes atuam como reguladores do
fenétipo neuronal serotoninérgico (Rumajogee et al., 2004). A expressdo de
receptores 5-HTis e 5-HTip em axbnios talamos-corticais, durante o periodo de
gestacdo, demonstram um sintonia com a sinalizacdo serotoninérgica por regular a
orientacdo e crescimento destes neurdnios (Bonnin et al., 2007). Através da
imunohistoquimica do SERT, observada do 2° ao 14° dia de vida em roedores, no
cortex somatossensorial foi possivel identificar uma organizacdo cortical precoce e
uma relacdo com a inervacgao transitoria de neurénios 5-HT nesta regiao (D’Amato et
al., 1987). Este aspecto transitorio também é observado na expressao do SERT, que
ocorre ao final do primeiro trimestre de gestacdo em humanos, e demonstra uma
associacdo ao crescimento e desenvolvimento de neurbnios 5-HT no cortex pré-
natal (Verney et al., 2002).

A densidade final e distribuicdo de terminais serotoninérgicos também sao

moldadas durante a maturacdo pos-natal do sistema nervoso central (Lidov, 1982).
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Em algumas estruturas, a inervacdo serotonérgica passa por fases de
hiperinervacdo ou expresséo temporaria de alguns receptores serotoninérgicos, 0s
quais podem ser decisivos para a participacdo da serotonina no desenvolvimento e
plasticidade do sistema nervoso central (Lidov, 1982). Os niveis de serotonina
durante o desenvolvimento do sistema nervoso sdo precisamente regulados. A alta
atividade serotoninérgica € detectada precocemente (Lidov e Molliver, 1982),
concentracfes maximas de serotonina no encéfalo ocorrem até o 21° dia de vida nos
ratos demonstrando (Whitaker-Azmitia, 2005). O desenvolvimento de terminais
serotoninérgicos também depende de um balanco entre fatores de crescimento
presentes em tecidos alvos, como a liberacdo do fator de crescimento S-1008, nas
células da glia, é estimulado pela serotonina, demonstrando a acao indireta da
serotonina na estimulacdo do seu proéprio crescimento (Whitaker-Azmitia, 2001). A
sintese, estoque e recaptacdo da serotonina sdo diminuidos pela presenca da
prépria 5-HT em cultura de células neuroepiteliais que podem ser induzidas em um
fendtipo de células serotoninérgicas neuronais, particularmente quando o0s
receptores 5-HT1s e 5-HT1p aparecem pela primeira vez. A 5-HT também inibe seu
préprio crescimento através de receptores serotoninérgicos em seus terminais.

Os receptores 5-HT1a e 5-HTis sdo considerados auto-receptores por sua
presenca em neurbnios pré-sinapticos e acao sobre o controle da producéo,
armazenamento e liberacdo da serotonina. Estes receptores regulam a direcéo e
crescimento de neurbnios serotoninérgicos (Whitake-Azmitia et al., 1986). O auto-
receptor 5-HT1a € um dos primeiros receptores serotoninérgicos a aparecer, com 0
surgimento no periodo pré-natal em humanos e ratos (Bar-Peled et al., 1991).
Apresenta uma expressdo transitdria durante o desenvolvimento em regides
encefélicas nas quais estd ausente no adulto, como o cerebelo (Daval et al., 1987).
Este receptor € encontrado nos corpos celulares de neurbnios serotoninérgicos nos
Nucleos da Rafe bem como em tecidos alvos, especialmente em regides limbicas.
No desenvolvimento, os receptores 5-HT1a localizados no corpo celular de neurdnios
serotoninérgicos nos Nucleos da Rafe desempenham uma acéo inibitéria como auto-
regulador do desenvolvimento neuronal da 5-HT. No encéfalo maduro, estes
receptores apresentam esta funcao inibitéria, como auto-receptores (Lauder et al.,
2000; Whitaker-Azmitia, 2001; Gaspar et al., 2003). Esta acdo auto-inibitoria da
serotonina, através do receptor 5-HT1a, € controlada pela inibicdo de um segundo
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mensageiro CAMP (Rumajogee et al., 2004). Os receptores 5-HTiainibem o disparo
de neurénios serotoninérgicos (Sprouse e Aghajanian, 1987) e o 5-HTis diminui a
liberacdo de serotonina em terminais axonais ou vesiculas (Galzin et al., 1992). Vias
estimuladas por AMPc parecem participar na regulacdo a longo prazo de neurénios
serotoninérgicos (Rumajogee et al., 2004).

Apos sintese da serotonina nos neurénios da rafe, a 5-HT € armazenada em
vesiculas presentes nos neurdnios pré-sindpticos. A passagem de um potencial de
acdo no neurbnio induz a fusdo das vesiculas singpticas com a membrana
plasmatica, através do aumento de Ca?* intracelular, induzindo a liberacdo da
serotonina intracelular para o meio extracelular. Uma vez livre na fenda sinaptica, a
serotonina pode atuar em seus receptores, entretanto, apos esta interagcéo, sua acao
€ encerrada. A proteina de membrana de vesiculas secretoras chamada de
transportador de monoaminas vesicular 2 (VMAT?2) induz a remo¢ao da serotonina
do citoplasma neuronal e permitindo o empacotamento da 5-HT dentro destas
vesiculas até o momento de transportar a serotonina ao terminal pré-sinaptico e
libera-la para o meio extracelular (Schuldiner et al.,1995). Animais knockout VMAT?2(
) n&do apresentam um mecanismo especifico para empacotar a serotonina dentro
das vesiculas sinapticas, sendo assim todo contetdo serotoninérgico € rapidamente
degradado e depletado. Estes animais apresentam caracteristicas como:
hipoatividade, predisposi¢céo a hipotermia, exibem um grave retardo de crescimento,
e a maioria sobrevive poucos dias apds o nascimento (Wang et al., 1997 ).


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.0953-816X.2004.03194.x/full#b3
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Figura 4: Modelo de sinapse serotoninérgica.

O término de sua atividade €é determinado por dois processos, sua
degradacdo enzimética através da enzima monoamina oxidase (MAO), ou através
de sua remocéao da fenda sinaptica de volta para o interior do neurénio pré-sinaptico
através do transportador de serotonina (Borue et al. 2007; Meier et al. 2007) (Figura
4). A principal via de catabdlica de serotonina € realizada por acdo da enzima
monoamino oxidase (MAO). Esta enzima apresenta duas isoformas, MAO-A e MAO-
B. Ambas estdo presentes no encéfalo, preferencialmente em neurbnios
serotoninérgicos. A catabolizacdo da serotonina pelas enzimas MAO-A e MAO-B
gera o &cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) (Sablin et al., 1998). Apesar da acao
destas enzimas na degradacao serotoninérgica, a MAO-A apresenta alta afinidade
para a serotonina. Um segundo mecanismo de degradacdo da serotonina se da
através de sua recaptacao pela proteina de transporte localizada na membrana preé-

sinaptica, o transportador de serotonina (D"Souza et al., 2010).

Transportador de Serotonina e Desenvolvimento
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O transportador de serotonina é o principal responsavel pela regulacédo dos
niveis de serotonina na fenda sinaptica. Esta proteina de membrana plasmatica tem
a funcdo de recaptar a serotonina, ndo degradada pela MAO na fenda sin4ptica, de
volta ao interior dos neurénios pré-sinapticos (Borue et al. 2007; Meier et al. 2007). A
remocdo ativa reduz os niveis de neurotransmissor na fenda sinaptica mais
rapidamente que a difusdo, restringindo os efeitos da liberacdo da serotonina para
areas menores e permitindo que o neurotransmissor seja reciclado para o uso
posterior (Sghendo e Mifsud, 2011). A recaptacdo € realizada através do
transportador de proteinas de membranas, o SERT, local aonde o neurotransmissor,
serotonina se liga para ser carreada através da membrana plasmatica de volta para
o interior do neurénio pré-sinaptico (Sghendo e Mifsud, 2011).

O SERT sofre uma mudanca em sua conformagdo e move uma ou mais
moléculas de serotonina por ciclo, ao contrario de canais , que ficam abertos ou
fechados, isto permite a saida de moléculas através da membrana bicamada. O
transportador de serotonina assemelha-se estrutural e funcionalmente a outros
transportadores de aminas biogénicas como os transportadores de noradrenalina e a
dopamina (Sghendo e Mifsud, 2011). O mecanismo de acdo do SERT é dependente
do nivel extracelular de ions sodio (Na*) e cloro (Cl). Os ions cloro, em parte,
podem ser substituidos por ions bicarbonato (HCO?), diferente dos ions sédio. Os
niveis intracelulares de potassio (K*) também séo requeridos neste processo, mas
também podem ser substuidos por ions de hidrogénio (H*). Bombas ATPase de
Na*/K mantém a concentragdo dos niveis de sddio extracelular bem como a
concentrac&o intracelular de jons potassio. A bomba ATPase Na*/K libera trés jons
sédio para fora para cada dois ions potassio sdo bombeados para dentro da célula
(Sghendo e Mifsud, 2011). O potencial elétrico produzido, em adi¢cdo a criacdo da
concentracdo de ions sédio usado pelo SERT, também leva a perda de ions cloro
para fora da célula. O primeiro passo ocorre quando um ion sodio se liga a proteina
SERT. A serotonina, em sua forma protonada (5-HT*), se liga ao transportador
seguido por um ion cloro. O complexo inicial de serotonina, um ion sédio e um ion
cloro criam uma mudanca na conformagéo da proteina SERT (Plenge et al., 2007).
O SERT se encontra em uma posicdo voltada para o meio externo da célula
neuronal, inicia uma mudanca em sua posi¢cdo movendo-se em direcdo ao interior da

célula, permite a liberacdo da serotonina e ions para o citoplasma do neurénio. Um
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ion potassio intracelular se liga ao SERT promovendo a reorientacdo em sua
posicdo conformacional e o inicio de um novo ciclo de recaptacdo (Sguendo e
Mifsud, 2011) (Figura 5). A despolarizagdo da membrana plasmética é associada a
uma reducdo na velocidade de transporte, enquanto uma hiperpolarizacdo resulta
em uma melhora no transporte. Durante a despolarizacdo neuronal ocorre uma
inibicdo temporaria da captacao de serotonina pelo SERT, esta acdo pode permitir
gue a 5-HT se difunda pelo terminal pré-sinaptico para interagir com o0s receptores

pés-sinapticos.
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Figura 5: Esquema de funcionamento da recaptagdo da proteina SERT no meio intra e
extracelular do neurénio.
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O transportador de serotonina faz parte da familia de Simportadores ou Co-
Transportadores de neurotransmissores dependentes de cloreto de sodio
localizados principalmente na membrana plasmatica dos neurfnios serotoninérgicos
(Saier, 1999). O SERT apresenta aproximadamente 50% de homologia absoluta
com transportadores de noraepinefrina (NET) e dopamina (DAT) (Frazer e Hensler,
1999). No entanto, existe apenas um gene e uma proteina que codifica o
Transportador de Serotonina, localizados tanto no sistema nervoso central como em
tecidos periféricos (Homberg et al., 2010). A estrutura protéica deste transportador
composta por 12 hélices transmembranais com um laco extracelular entre as hélices
3 e 4 (Mitchell et al., 2004).

A expressdo génica do transportador de serotonina é influenciada por vias
dependentes de AMP ciclico (AMPc) e rapidamente reguladas por alteracdes
intracelulares de calcio e ativacdo de proteinas quinases C (PKC). A maioria das
alteracdes na cinética enzimatica pode refletir muancas na capacidade de transporte
maxima (Vmax) ao invés de mudancas na afinidade (Km). A ativagdo de PKC causa
uma reducao na disponibilidade da proteina SERT na superficie da membrana. A
ocupacdo do SERT pelo substrato, serotonina, pode induzir uma mudanca na
conformacao do transportador que impede a fosforilacdo pela PKC, assim inibe a
internalizacdo do SERT promovida pela PKC ou melhora a acdo das fosfatases,
assim reduz a fosforilagdo e internalizacdo do transportador (Zahniser e Doolen,
2001). Além disso, a ocupacdo do substrato e/ou a atividade de transporte promove
retencdo do SERT na superficie da membrana, estimulando a manutencdo da
funcdo do SERT (Zahniser e Doolen, 2001).

O gene que codifica o SERT é o Solute Carrier Family 6 neurotransmitter
transporter, serotonina, member 4 (slc6a4) (Meier et al., 2007). Sua organizacdo é
semelhante a membros da familia de transportadores de neurotransmissores
Na+/Cl. O gene slc6a4 pode ser considerado um “Gene de Plasticidade” (Plasticity
Gene) ou “Fator de Plasticidade” (Plasticity Factor), ao invés de um “Gene de
Vulnerabilidade” (Brummelte et al., 2016). O polimorfismo na regido promotora do
gene SERT tem dois principais variantes: o alelo curto (s: short) e o longo (I: long)
(Munafo et al., 2009). Polimorfismo é determinado como variacdes genéticas
encontradas com frequéncia maior que 1% na populacdo, pode atuar como

marcadores geneéticos, tornar individuos mais susceptiveis ao aparecimento ou
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desenvolvimento de patologias quando associado a outros fatores genéticos e/ou
ambientais. O polimorfismo da regido promotora do gene slc6a4 (5-HTTLPR)
influencia a transcricdo génica e nivel do SERT, assim como a recaptacdo da 5-HT
(Heils et al., 1996). A variacao alélica para o gene slc6a4 pode ser sensivel a fatores
ambientais positivos ou negativos (Way e Taylor, 2010), sugerindo que nem todos 0s
fatores afetam a sinalizacdo serotoninérgica do mesmo modo. No entanto, as
variacdes alélicas oferecem uma compreensao sobre a maneira como as alteracdes
na sinalizacdo precoce da serotonina podem provocar consequéncias duradouras.
Consequéncias funcionais e transcricionais no alelo curto podem resultar em baixa
densidade do mRNA e da proteina SERT, remocao extracelular de serotonina mais
lenta (Murphy et al., 2004). Por reduzir a captagdo de serotonina, o alelo curto
promove uma manutencdo dos niveis de serotonina extracelular comparando-se ao
alelo longo (Karg et al., 2011). Outros fatores genéticos como em particular, o
microRNA 16, parece modular a expressdo do SERT e pode ser modulado pelo
tratamento crénico com antidepressivos (Baudry et al., 2010). A susceptibilidade do
desenvolvimento para exposicfes na vida precoce a adversidades pode influenciar
ou néo alguns individuos neonatos.

Alteracfes na sinalizacdo da serotonina no periodo precoce da vida podem
estar diretamente associadas com variacfes alélicas no gene slc6a4. Neonatos com
exposicdo uterina a ISRS apresentam consideravel aumento dos niveis de
serotonina e distlrbios comportamentais, estes achados sdo mais evidentes em
neonatos que apresentam alelo curto do slc6a4 (Oberland et al., 2008). O maior
risco de desconforto respiratério em neonatos expostos a ISRS e que apresentam
alelo longo (Oberland et al., 2008). Dois alelos funcionais, um longo (L) com 16
unidades repetitivas e um curto (S) com 14 unidades repetitivas. Funcionalmente, o
alelo S é associado a uma menor ligacdo do SERT em regides do sistema limbidos
do encéfalo, menor expressdo e conteudo de SERT, e menor recaptacdo de
serotonina (Collier et al., 1996). Comparado com o alelo L, o alelo S apresenta
reduzida disponibilidade e funcdo da proteina SERT (Luddington et al., 2009),
possibilitando um alto contetdo de serotonina (Brummelt et al., 2016). Individuos
com alelo S do polimorfismo 5-HTTLPR apresentam concentracdes extracelulares
mais elevadas de 5-HT durante o neurodesenvolvimento, e possivelmente, no

sistema serotoninérgico maduro (Lee et al.,, 2005). O excesso de 5-HT encefalica
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pode levar a um desenvolvimento anormal na organizagédo topografica dos campos
de barris do cOrtex somatossensorial, area responsavel pelo reconhecimento externo
do roedor. Os barris corticais sdo evidenciados logo apés o0 nascimento, e seu
desenvolvimento depende do um periodo critico de chegada de sinais aferentes da
periferia. Cada barril cortical recebe informacdo somatossensorial de uma Unica
vibrissa no focinho do roedor, e o arranjo regular de barris corticais reflete a
organizacdo somatotopica da informacgéo aferente que chega da superficie corporal,
culminando na projecdo de aferentes talamicos para barris corticais especificos.
Roedores SERT knockout (SERTKO), animais com perda ou deficiéncia no gene
slc6a4 responsavel pela codificacdo do SERT, apresentam maior atividade
serotoninérgica e um desenvolvimento e migragdo neuronal anormal (Riccio et al.,
2009).

A expressdo g@énica do transportador de serotonina é detectada
precocemente no corpo celular de neurdnios serotoninérgicos dos nucleos da rafe
de ratos entre 0 11° e 12° dia da embriogénese tendo continuidade até a idade
adulta em neurdnios serotoninérgicos (Hansson et al., 1998; Homberg et al., 2010).
Localizado em neurbnios e nas células da glia, o SERT é encontrado em elevada
densidade nos nucleos dorsal e mediano da rafe, substancia negra, amigdala e
nacleo dorso-lateral do talamo (De Souza e Kuyatt, 1987). Sua expressdo também
se estende a neurbnios ndo-serotoninérgicos, incluindo projecdes neuronais do
sistema sensorial (Talamo, Retina, Coértex Somatossensorial), vias do Sistema
Limbico (14° e 15° dias gestacionais no Hipocampo, 1° dia pds natal no Cortex
Cingulado e Pré-frontal) (Homberg et al., 2010). A expressédo do SERT em neurdnios
nao-serotoninérgicos finaliza rapidamente durante a segunda semana pdés-natal,
coincidindo com a maturagao dos circuitos neurais (Homberg et al., 2010). Este gene
representa um marcador precoce de neurbnios serotoninérgicos ou um progenitor na
qual ird diferenciar neurénios serotoninérgicos. Em ratos, a expressdo de SERT no
encéfalo estd intimamente relacionada com a distribuigdo da triptofano hidroxilase no
corpo celular dos neurdnios serotoninérgicos (Hoffman et al., 1998) (Figura 6).
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Figura 6: Escala de tempo da expressdao do SERT em primatas/humanos e roedores
(camundongos e ratos) durante o periodo de desenvolvimento embriogénico e pds-natal.
(Homberg et al., 2010)

Embora uma das principais funcdes do SERT seja terminar a sinalizacao da
serotonina e facilitar sua reciclagem na fenda sinaptica, estes transportadores nao
sdo encontrados apenas nos terminais das células neuronais proximos aos sitios de
liberacdo vesicular, estdo também localizados ao longo das membranas
somatodendriticas e axonais (Tao-Cheng e Zhou, 1999). Esta distribuicdo do SERT
em regibes além do terminal nervoso é relevante para o0 volume de
neurotransmissdo, um processo onde 0s neurotransmissores se difundem para
pequenas distancias antes de atuar sobre seus receptores (Daws, 2009). A
regulacdo na funcdo do SERT pode ocorrer a nivel de transcricdo ou traducéo, ou
ainda modificacdo pdés-traducional, como a fosforilacdo. Estudos in vitro utilizando
células que expressam SERT tém indicado que sistemas de segundo-mensageiro,
particularmente ativado por proteinas quinases, podem participar da regulacdo da
funcdo do SERT (Zahniser e Doolen, 2001).

O SERT é o principal regulador do conteddo sinaptico e sinalizacao
serotoninérgica. O excesso de 5-HT durante a embriogénese em animais SERT
Knockout diminui, de maneira reversivel, a velocidade de migracdo radial de
neurdnios piramidais corticais, afetando a arborizagdo destes circuitos neurais. O
receptor 5-HTs, expresso em progenitores de neurdnios piramidais, quando ativados
também diminuem a velocidade de migracdo dos neur6nios piramidais (Riccio et al.,

2011). Estes achados suportam a hipdtese que desregulacdo na homeostase
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serotoninérgica durante o desenvolvimento pode afetar a formacdo do circuito
neocortical e contribuir para o aumento da vulnerabilidade de desordens
psiquidtricas (Riccio et al., 2011). Mecanismos compensatorios e alteracbes
neuroadaptativas ocorrem em animais SERT knockout (SERTKO) durante o periodo
embrionario e subsequente neurodesenvolvimento (Bengel et al, 1998).
Camundongos SERTKO apresentam concentracbes e liberacdo de 5-HT
aumentadas no cortex e no estriado (Mathews et al., 2004). Como resultado de uma
reciclagem deficiente de serotonina, estes animais apresentam alteracoes
compensatoérias, como o aumento da sintese e turnorver da 5-HT em regides
encefalicas (Bengel et al., 1998; Kim et al., 2005). O consequente aumento dos
niveis extracelulares da serotonina amplia e estende a duracdo de sua sinalizacdo
em receptores 5-HT alterando o0 estado homeostatico de todo o sistema
serotoninérgico (Mathews et al., 2004). Durante o periodo critico de
desenvolvimento, o sistema serotoninérgico apresenta um importante controle dos
processos biologicos envolvidos com o desenvolvimento adequado do SNC, em
virtude de sua grande distribuicdo no SNC, este sistema influencia funcdes
fisiol6gicas relacionadas a manutencao do balanco energético, como manutencédo do
apetite, termogénese, ritmos circadianos, controle do peso corporal, locomocéo e

comportamento alimentar (Sodhi e Sanders-Bush, 2004).

Serotonina e Ingestdo alimentar

A serotonina participa da modulagcéo do controle da ingestdo de alimentos em
roedores e humanos (Bluldell e Halford, 1998; Leiboiwitz e Alxander, 1998). A 5-HT
parece ter uma relacdo inversa com 0 consumo energético, pois promove reducao
da ingestao alimentar por estimular a saciedade em ratos (Blundell e Halford, 1998).
O comportamento alimentar em roedores pode ser observado a partir do modelo
experimental de Sequéncia Comportamental de Saciedade (SCS) (Halford e
Blundell, 1996; Oliveira et al., 2011). Este modelo inicialmente caracterizou a
ingestdo alimentar seguida por uma sequéncia de comportamentos de atividade,
limpeza e descanso. Esta sequéncia estd associada ao término natural da
alimentacdo e promocao da saciedade (Antin et al. 1975). A relacdo entre a
serotonina e a promocéao de saciedade é ratificada por estudos que demonstraram a

elevacdo nos niveis de serotonina no hipotdlamo como fator desencadeante da
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saciedade (Schreiber et al.,, 2000) e sua reducdo como estimulante da ingestao
(Halford et al., 2005).

No hipotdlamo, a serotonina exerce funcdo importante na selecdo de
macronutrientes, tamanho da refeicdo e peso corporal (Leibowitz et al., 1989;
Leibowitz e Alexander, 1998). O hipotalamo possui funcdo importante na
transmissao e integracdo entre sinais centrais e periféricos do balanco energético no
encéfalo, associando as informacdes periféricas com informacgdes centrais de fome e
saciedade. Recebe aferéncias periféricas provindas do trato gastrointestinal,
pancreas, figado e tecido adiposo (Morton et al., 2006). Esta pequena regido situada
no sistema limbico tem papel central em mediar respostas ao estresse, regular a
temperatura corporal, sono, sede e estabilizar os ritmos circadianos. Localizado no
terceiro ventriculo e altamente vascularizado na eminéncia mediana, uma area com
uma porosa barreira hemato-encefalica (Rodriguez et al., 2010). O hipotadlamo é
composto por diversos nucleos, dentre os mais importantes relacionados ao controle
da ingestdo alimentar e gasto energético estdo, os nudcleos arqueado (Arc),
ventromedial (VMH), dorsomedial (DMH), paraventricular (PVN) e a é&rea do
hipotalamo lateral (LH) (Meister, 2007). Em especial, o nucleo arqueado aparece
como uma estrutura chave para a integracdo e controle das informacfes
relacionadas ao controle do comportamento alimentar. Este nucleo fica localizado
entre a eminéncia mediana e o terceiro ventriculo (Cone, 2005).

O hipotadlamo também recebe inervacdo a partir do Nucleo do Trato Solitario
(NTS), estrutura localizada no tronco encefalico que transmite sinais via nervo vago
para o trato gastrointestinal e outros tecidos viscerais (Sawchenko et al., 1985;
Cunningham e Sawchenko, 1988). Os varios nucleos hipotalamicos recebem outras
projecdes de outras areas encefélicas envolvidas com o balanco energético,
incluindo nucleos do tronco encefélico, cortex olfatério e areas relacionadas ao
sistema de recompensa como o corpo estriado (Gao e Horvath, 2007). Suas fibras
neuronais expressam neuropeptideos que atuam no controle da ingestédo alimentar e
gasto de energia: a Proteina Relacionada ao Agouti (AgRP), o Neuropeptideo Y
(NPY), a Pro-6piomelanocortina (POMC) e o Transcrito Regulado pela Cocaina e
Anfetamina (CART). Estes neuropeptideos estdo organizados em dois grupos de
neurdnios nos nucleos Arc, neurdnios que expressam AgRP e NPY, estimulam a

ingestao alimentar e reduzem o gasto de energia, enquanto os neurénios POMC e
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CART estimulam a reducao da ingestédo do alimento e induzem ao aumento do gasto
energético (Morton et al., 2006). A localizacdo deste ndcleo permite uma maior
sensibilidade neuronal a informagbes hormonais provindas através de vias
sanguineas e sinais nutricionais relevantes para o equilibrio do balangco energético
(Morton et al., 2006).

A neurogénese hipotalamica no adulto ocorre em menor proporcdo, mas €&
essencial para a regulacdo da ingestdo alimentar e peso corporal (Pierce e Xu,
2010). Durante a embriogénese, precursores neuronais hipotalamicos sao gerados
entre 0 10.5° e 14.5° dia de gestacao (Padilla et al., 2010; McNay et al., 2012) e
persiste até o roedor adulto (Lee et al., 2012). Essas células expressam
neuropeptideos importantes para a regulagdo da ingestdo alimentar e controle do
peso corporal (Sousa-Ferreira et al., 2014). Apés incubacédo perinatal com fluoxetina
por cinco semanas em neuroesferas hipotalamicas (E18-19), células-tronco
progenitoras, apresentam alteracdo em parametros morfolégicos e genéticos
(Sousa-Ferreira et al., 2014). As neuroesferas hipotalamicas expostas a fluoxetina
sdo maiores que as neuroesferas controles, apresentando maior diametro (Sousa-
Ferreira et al., 2014). Neste estudo, a fluoxetina perinatal promoveu um significativo
upregulation nos niveis de BNDF em neuroesferas hipotalamicas. Esta molécula
apresenta funcdo importante para o neurodesenvolvimento e maturacdo do
hipotalamo (Sousa-Ferreira et al., 2014).

Alteragcdes na proliferagdo durante o neurodesenvolvimento hipotalamico
pode levar a disturbios entre neurbnios orexigenos e anorexigenos (Desai et al.,
2011), estas células progenitoras do hipotdlamo expressam importantes
neuropeptideos como NPY, AgRP, POMC, CART, responsaveis pelo controle da
ingestao alimentar (Sousa-Ferreira et al., 2011). A exposi¢cdo perinatal a fluoxetina
induziu o aumento na expressao de AgRP e NPY, em neuroesferas hipotalamicas,
mediado seu pelo efeito proliferativo. Este efeito ndo foi observado em células
controles (Sousa-Ferreira et al., 2014). No entanto, este aumento n&o foi observado
em neuroesferas hipotalamicas que expressam neuropetideos anorexigenos, POMC
e CART. Em células neuroprogenitoras hipotalamicas diferenciadas, a presenca de
fluoxetina promove diminuicdo nos niveis de mMRNA de NPY e CART. Os niveis de

AgRP e POMC nao apresentaram alteracdes (Sousa-Ferreira et al., 2014).



39

Os neurbnios serotoninérgicos, a partir dos nucleos da rafe, enviam projecfes
para o hipotalamo e podem controlar o comportamento alimentar e o balanco
energético (Davidowa e Plagemann, 2000). Cada funcdo da serotonina pode ser
mediada por uma variedade de receptores para 5-HT localizados em células
neuronais e ndo neuronais (Lauder, 1990). Alguns receptores tém intima relacéo
com o comportamento alimentar, o 5-HT1a (Gur et al., 2003), 5-HTis (Simansky e
Nicklous, 2002) e 5-HT2c (Hewitt et al, 2002). Os receptores 5-HTia sao auto-
receptores e sua estimulacao inibe a liberagdo de serotonina na fenda sinaptica dos
terminais nervosos. Estudos demonstram que a exposi¢cdo cronica a serotonina
causa reducdo deste receptor, restringindo a liberacdo de 5-HT nos terminais
nervosos e impedindo a sua fungcao (Fabre e Hamon, 2003). A aplicacdo central ou
sistémica do 8-hidroxi-2-(di-n-propilamina)tetralina (8-OH-DPAT), um agonista do
receptor 5-HT1a, induziu aumento na ingestao alimentar (Bendotti e Samarin, 1986).
No entanto, o uso do 3-(1,2,5,6-TETRA-HIDRO-4-PIRIDIL)-5-propoxypyr-rolo[3,2-
BIPIRIDINA (CP-94,253), agonista do receptor 5-HTis, promove redugdo na
ingestao alimentar e aumenta a saciedade avaliada na sequéncia comportamental
de saciedade (Halford e Blundell, 1996). E os receptores 5-HT2c parecem modular o
tamanho da refeicdo e duracdo do comportamento de alimentacdo (Wright et al.,
1995).

NPY/AgRP
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Figura 7: acdo da serotonina na via das melanocortinas (Adaptado Heisler et al,. 2006).
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Os receptores 5-HTis s&o expressos em neurbnios AgRP do nucleo
arqueado. Quando expressos em neurbnios serotoninérgicos, estes receptores
atuam como autoreceptores, inibindo a adenilato ciclase, hiperpolarizando o
neurdnio e diminuindo a liberacdo de serotonina (Kroeze et al., 2002). No estudo de
Heisler e colaboradores foi estabelecido um modelo que demonstra a relacdo entre
0s receptores 5-HT2c e 5-HTis no nucleo arqueado do hipotalamo (Heisler et al.,
2006). Foi observado que receptores 5-HT1s sao expressos em neurdnios AgRP, e
que a aplicacdo do agonista deste receptor pode produzir efeitos opostos em
neurénios POMC e AgRP, inibindo neurénios AgRP enquanto excita neurdnios
POMC. Também foi observado que os efeitos anorexigenos promovidos pelo
agonista dos receptores 5-HT1is necessita da acédo do receptor MC4. A partir destes
dados, os autores propuseram um modelo, na qual a serotonina estimula o sistema
de melanocortinas através de dois processos paralelos, agindo através dos
receptores 5-HT2c para excitar neurénios POMC, enquanto os receptores 5-HTis
suprimem a inibicdo de GABA em neurdnios POMC por neurdnios AgRP (Heisler et
al., 2006) (Figura 6).

Experimentos indicam que o ritmo de atividade serotoninérgica, em relacédo ao
comportamento alimentar, possui relagdo com a transi¢ao do ciclo de luz dia e noite,
como refletido por mudancas temporais em resposta a estimulacdo do receptor 5-
HTis no hipotalamo medial e na liberacdo e utilizagdo da serotonina endégena. O
tempo de forte atividade serotoninérgica inicia no comeco da ativacdo do periodo de
alimentacdo, justamente na transicéo do ciclo claro e escuro de luz (Shor-Posner et
al., 1986; Weiss et al., 1991).0 inicio do ciclo escuro de luz, o periodo ativo para
alimentacdo livre dos roedores, a estimulacdo serotoninérgica dos Nucleos
Paraventricular (PVN) e Ventromedial (VMH) do hipotalamo, ou mesmo do SNC é
mais efetiva em suprimir a ingestdo alimentar e em particular, a ingestdo de
carboidratos (Leibowitz et al., 1990; Weiss et al., 1990).

Estudos demonstram que injecOes centrais de serotonina ou seu precursor 5-
hidroxitriptofano podem causar hipofagia e aumento na taxa metabolica em roedores
(Rothwell e Stock, 1987; Le Feuvre et al., 1991; Yamada et al., 2006). Algumas
drogas como a fenfluramina, podem aumentar as concentragdes de serotonina por
um mecanismo estimulatorio da liberacdo vesicular e inibicdo da recaptacdo da

serotonina, promovendo hipofagia, reducdo do tamanho da refeicdo e aumento nos
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intervalos entre as refeicbes em roedores (Blundell et al., 1975; Grinker et al.,1980).
Em adicdo, a taxa metabdlica também €& aumentada pela administracdo de
fenfluramina (Rothwell e Stock, 1987; Le Feuvre et al., 1991).0 metabdlito ativo da
fenfluramina, a norfenfluramina, também pode atuar diretamente como agonista de
alguns receptores da serotonina (Curzon et al., 1997). A fenfluramina tem como
funcdo suprimir a ingestdo de alimentos e facilitar a perda de peso corporal em
humanos (Rogers e Blundell, 1979; McGuirk et al., 1991). Alguns efeitos sobre a
ingestdo também sdo observados. Estudo em roedores TPH2 knockout demonstra
que estes animais apresentam reducdo na ingestdo alimentar e peso corporal
(Yadav et al., 2009). A manipulacdo farmacoldgica ou genética através da inibicao
do transportador da recaptacdo de serotonina também apresenta evidéncias sobre a
inibicdo da ingestéo alimentar.

A auséncia do mecanismo de recaptacdo de serotonina, em animais SERT
knockout, promove aumento nas concentracdes extracelulares de serotonina
(Mathews et al., 2004). Apesar da caracteristica hipofagica da serotonina, estes
animais apresentam um fendtipo obeso em idade adulta (Warden et al., 2005;
Murphy e Lesch, 2008). O mecanismo pelo qual este feno6tipo obeso se apresente
nestes animais ainda nao foi totalmente compreendido. Estes roedores obesos nao
apresentaram hiperfagia, porém demonstram um comportamento exploratério
alterado, sdo hipoativos e demonstram reduzida atividade locomotora na gaiola
(Holmes et al., 2002). Este fenotipo obeso pode ser revertido em animais SERT
upregulation (Jennings et al., 2006). Este animal apresenta peso corporal reduzido e

nao possui alteracdo na ingestédo alimentar (Pringle et al., 2008).

Inibicdo da Recaptacédo de Serotonina durante o desenvolvimento

A inibicdo da recaptacdo de serotonina e seus efeitos a longo prazo vém
sendo estudados ao longo dos anos. O transportador de serotonina € alvo de um
conjunto de farmacos denominados Inibidores Seletivos da Recaptacdo de
Serotonina (ISRS) que atuam particularmente no bloqueio, prolongando a
distribuicdo espacgo-temporal da serotonina extracelular (Blakely et al., 1991). Os
ISRS ligam-se diretamente neste sitio de recaptacao, visto sua semelhanca com o
principal substrato do SERT, a serotonina, impedindo sua funcdo (Ravna et al.,

2006). A utilizacdo de ISRS durante a gestacdo ou infancia pode modificar
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propriedades de neurbnios que expressam SERT através de alteracfes na sua
transcricdo especifica ou mudancas em sua expressao génica (Narboux-Néme et al.,
2008). Evidéncias demonstram ajustes morfofuncionais do sistema nervoso em
resposta a inibicdo da recaptacdo da serotonina durante periodos de vulnerabilidade
de desenvolvimento do sistema nervoso.

O uso neonatal de citalopram, outro ISRS, reduziu a expressdo do SERT no
cortex e a enzima triptofano hidroxilase no nucleo dorsal da rafe dos animais apos o
desmame. A reduzida expressédo do SERT persistiu até a idade adulta (Maciag et al.,
2006). Em contraste aos efeitos prolongados da exposi¢cdo neonatal, o tratamento
cronico com ISRS em animais adultos, ndo apresentou diferencas no SERT e na
TPH (Maciag et al., 2006). Estes dados indicam que os efeitos da exposicdo a ISRS
durante o periodo de vulnerabilidade pode promover alteracdes prejudiciais ao
sistema serotoninérgico, além de demonstrar a sensibilidade deste periodo de critico
do desenvolvimento do sistema nervoso. O bloqueio do SERT pelo citalopram
durante toda a lactacdo promoveu alteracdes de crescimento, como a reducédo do
crescimento corporal e retardo na maturacdo de caracteristicas fisicas em roedores
(Deir6 et al, 2004), até modificacBes celulares como reducdo do tamanho de fibras
talamo-corticais e de sua arborizacdo nos terminais nervosos (Xu et al., 2004; Lee et
al., 2009). As repercussfes dessa inibicdo podem se manifestar na vida adulta em
diferentes adaptacOes celulares, como reducdo na sensibilidade de receptores
serotoninérgicos (Hjorth et al., 2000) e numero de neurdnios serotoninérgicos
(Mendes da Silva et al., 2010). Exposicdo neonatal a citalopram leva a uma anormal
morfologia do soma e axbnios de oligodendrécitos, assim como, alteracdo na
mielinizagdo em axonios do corpo caloso, demonstrando anormalidades na rede
neural e conectividade interhemisférica (Simpson et al., 2011).

O tratamento crénico com citalopram, do 8° ao 21° dia de vida, em roedores
produz reducdo na expressao da triptofano hidroxilase em subgrupos dos Nucleos
da Rafe e reducdo da densidade em fibras do cértex imunorreativas ao SERT
(Maciag et al., 2006). Uma clara reducdo no comportamento de exploracdo a novos
objetos foi evidenciado no 39° dia de vida roedores que foram expostos ao
citalopram do 8° ao 21° dia de vida. Também reducdo na densidade de fibras
imunorreativas ao SERT em areas limbicas, como hipocampo e cortex pré-frontal

medial, e areas sensoriais do cortex como cortex somatossensorial primario e cortex
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auditivo (Simpson et al., 2011). A maioria dos ax6nios de fibras imunorreativas ao
SERT apresenta uma aparéncia morfologica diferente do arranjo tipico de botbes
sequencialmente conectados nestas fibras de fino calibre, observadas no cortex
préfrontal medial e coOrtex somatossensorial (Maciag et al., 2006). Reduzida
imunorreatividade da TPH ao longo da linha média da Rafe, nos subgrupos
Dorsomedial e Ventromedial do Nucleo Dorsal da Rafe, bem como no Nucleo
Mediano da Rafe apds exposi¢cdo neonatal ao citalopram (Simpson et al., 2011). A
exposi¢do a fluoxetina ou fluvoxamina (10mg) durante o 4° e 21° dia de vida pos-
natal em animais transgénicos GFP (Green Fluorescent Protein) promove efeitos
diferentes em células piramidais do cortex cerebral aos 22 dias de idade. A
fluoxetina reduz a densidade de dendritos basais e a fluvoxamina reduz a densidade
de dendritos apicais no hipocampo (Zheng et al., 2011). A longo prazo a exposi¢io
neonatal com fluoxetina promove aumento de dendritos basais e apicais do cortex
cerebral nos roedores aos 90 dias de vida (Zheng et al., 2011). Esta diferenca pode
ser compreendida pelo possivel aumento nos niveis de serotonina, promovidos pelo
bloqueio neonatal da recaptacéo realizada pelo SERT modificando o metabolismo e
sinalizacao serotoninérgica (Zheng et al., 2011).

Exposicdo a ISRS durante o periodo critico, afeta a expressdo génica,
sinalizacdo neuronal, metabolismo protéico e plasticidade neural no encéfalo de
roedores podendo promover disfunc¢des funcionais (Homberg et al., 2010; Olivier et
al., 2011; Simpson et al., 2011; Zheng et al., 2011). Exposicao a ISRS durante a
gestacdo promoveu menor nivel da proteina reelin, um marcador de
neurodesenvolvimento, migracdo e maturacdo neuronal. Durante a gestacao, esta
proteina apresenta uma reducdo normal com o aumento da idade gestacional, no
entanto, em criancas cujas maes foram expostas a ISRS durante a gestacdo,
apresenta-se um menor conteido podendo ser um indicativo para um acelerado
neurodesenvolvimento induzido pelo aumento da atividade serotoninérgica
(Brummelt et al.,, 2012). Bem como, também s&o observadas adaptacbes
comportamentais frente demanda ambiental, como reducdo do comportamento
exploratorio, maior reatividade a estimulo sonoro, reducdo da atividade motora,
reducdo na ingestdo alimentar (Zheng et al.,, 2011; Rodriguez-Porcel et al., 2011;
Sousa et al., 2008). A exposicado precoce a fluoxetina diminui a interacao social e
exploracdo associado aos comportamentos de ansiedade e depressao (Kiryanova et



44

al.,, 2013). Outros comportamentos também apresentam alteracdo, atividade
locomotora, comportamento sexual, agressao, sono e resposta a recompensa
(Olivier et al., 2011).

No estudo Hjorth e colaboradores (2000), o bloqueio do transportador pela
fluoxetina, permitiu a estimulacdo e ativacdo dos receptores 5-HTia e 5-HTis,
produzindo a inibicdo na taxa de disparo dos neurénios 5-HT (Gardier et al., 1996).
Este aumento parece ocorrer, a principio, no corpo celular e dendritos,
consideravelmente nos nucleos dorsal e mediano da rafe (Bambrilla et al., 2005). O
maior conteudo extracelular de serotonina, promovido pelo bloqueio do SERT por
antidepressivos, resulta em uma reducéo na liberacdo de 5-HT pela vesicula, devido
a ativacdo do mecanismo de feedback negativo facilitado pelo receptor 5-HTia
(Pifieyro e Blier, 1999). No entanto, a exposicao cronica a fluoxetina provoca a
desensibilizagdo dos auto-receptores 5-HTia, bem como 5-HTis, impedindo o
controle da neurotransmissdo serotoninérgica por estes receptores, 0 que
consequentemente permite o aumento no disparo serotoninérgico e acumulo de
serotonina na fenda sinaptica (Hjorth et al., 2000; Stenfors e Ross, 2002). No estudo
de Tao e colaboradores (2002), a infusdo de fluoxetina no hipotalamo de animais
adultos promoveu o aumento de 5-HT. Quando utilizado um agonista do auto-
receptor 5-HT1a, 0 aumento inicial dos niveis de 5-HT promovido pela fluoxetina foi
atenuado.

A perda da funcdo e o bloqueio farmacolégico do receptor 5-HT1a durante o
periodo pés-natal causa aumento da ansiedade no adulto (Vinkers et al., 2005). Os
receptores 5-HT2a e 5-HT2c regulam efeitos comportamentais sobre a ansiedade e o
comportamento depressivo observado em resposta a administracdo da fluoxetina
SSRI no inicio da vida. Estas observacfes fornecem um forte apoio para o equilibrio
entre os receptores 5-HT1a, 5-HT2a e 5-HT2c na regulagéo da sinalizacdo durante a
janela critico-temporal e o surgimento da ansiedade. A vida pds-natal representa um
periodo critico onde a neurotransmissdo serotoninérgica é hipotetizada para regular
o amadurecimento do neurocircuito emocional, programando, assim, efeitos
duradouros sobre a emotividade (Sarkar et al., 2013).

No estudo de Sarkar e colaboradores (2013), foram encontrados resultados
sobre a acéo dos receptores 5-HTia, 5-HT2a € 5-HT2c através do uso concomitante

de agonistas, antagonistas e fluoxetina durante a lactacdo a fim de compreender a



45

acao destes receptores no desenvolvimento da ansiedade. Dentre os achados estao
que o tratamento pds-natal com antagonista dos receptores 5-HT2a e 5-HT2c impediu
o desenvolvimento de ansiedade no roedor adulto causada pela fluoxetina pds-natal.
O bloqueio seletivo do receptor 5-HT2a evitou a ansiedade e o comportamento
depressivo causados pela fluoxetina pos-natal, enquanto o blogueio do receptor 5-
HT2c evitou a ansiedade, porém néo foi eficaz em evitar a depresséo. A estimulacdo
pés-natal do receptor 5-HT2a e 5-HT2c causou comportamento de ansiedade no
animal adulto e o bloqueio do receptor 5-HT1a n&o alterou a ansiedade causada pela
fluoxetina pds-natal, porém causou ansiedade em animais controles, um efeito
atenuado pelo blogueio concomitante dos receptores 5-HT2a e 5-HT2c . O tratamento
pés-natal com cetanserina bloqueia alteragdes transcricionais especificas
observadas no Cortex Pré-frontal apos tratamento fluoxetina pos-natal (Sarkar et al.,
2013).

A exposicdo perinatal a fluoxetina promove uma inibicdo na diferenciacao
neuronal de células neuroprogenitoras hipotalamicas e mantém um estado
indiferenciado. Um reduzido percentual de marcagdo NeuN, um marcador de
neurénios maduros (Sousa-Ferreira et al., 2014). Estes achados demonstram da
influéncia ambiental, a partir da exposicao a fluoxetina durante o periodo perinatal e
sua importancia para a neurogénese e plasticidade metabodlica hipotalamica. No
presente estudo, utilizando a fluoxetina, como modelo para a manipulacdo do
sistema serotoninérgico sera possivel fornecer subsidios para melhor compreensao
dos efeitos de insultos ambientais durante o periodo critico de desenvolvimento do
sistema nervoso aos aspectos fenotipicos e moleculares relacionados ao sistema
serotoninérgico de animais jovens.

Esta revisdo da literatura expde a importancia da compreensdo do uso de
fluoxetina pds-natal no surgimento de patologias na vida adulta, assim como, 0s
mecanismos e receptores serotoninérgicos responsaveis pelo controle da
homeostase do sistema serotoninérgico durante o periodo de desenvolvimento do
sistema nervoso. O desenvolvimento de ansiedade, obesidade e outras patologias
parecem estar associadas a necessidade do organismo responder a um estimulo
gue requer uma maior atuacdo dos sistemas de controle do organismo, como 0
sistema serotoninérgico. As respostas fisiolégicas destes animais apresentam uma

resisténcia quando sao requisitadas em estimulos agudos, demonstrando que estes
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organismos podem desenvolver adaptacbes de acordo com as manipulacdes
sofridas no periodo critico, porém néo sédo capazes que solucionar as demandas de
um novo ambiente quando requisitados. Estes estudos clareiam o entendimento das
possiveis alteracdes provocadas pela exposicao a ISRS durante o periodo critico do
sistema nervoso, no entanto, ainda sao necessarios entendimentos mais
aprofundados sobre os efeitos da exposicdo a fluoxetina neonatal a organismos

mais jovens.
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3. HIPOTESE

A exposicdo a fluoxetina durante a lactagdo promove aumento no conteudo
de serotonina e reducdo do seu transportador no hipotdlamo e tronco encefalico,

associados a reducao do ingestéo alimentar.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da exposicao a fluoxetina durante o periodo de lactacdo em

componentes do sistema serotoninérgico no hipotalamo e tronco encefélico e o

efeito sobre a ingestéo alimentar de animais jovens.

4.2 Objetivos Especificos

Avaliar nos filhotes machos durante a lactacao e/ou aos 21, 40 e/ou 41 dias

de vida:

Evolucéo do peso corporal,

Ingestéo alimentar,

Conteudo protéico de serotonina no hipotalamo,

Perfil molecular do transportador de serotonina no hipotdlamo: expressao génica

e densidade protéica total.

Avaliar nos filhotes machos aos 75 dias de vida:
Imunorreatividade ao SERT no hipotadlamo e tronco encefélico.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar provenientes da colbnia do
Departamento de Nutricdo — UFPE. Fémeas primiparas foram transportadas para o
biotério de experimentacao do Departamento de Anatomia — UFPE, onde tiveram um
periodo de adaptacdo de quinze dias sob condigcbes padrdo de biotério com
temperatura de 23°C = 1, ciclo claro-escuro de 12/12 horas invertido (escuro: 6:00h
as 18:00h / claro: 18:00h as 6:00h) e livre acesso a agua ad libitum e a alimentacéo
(racdo comercial Labina® — Purina S/A) segundo recomendacédo ética do COBEA
(Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal). Para a realizacdo do estudo, foi
obtida aprovagdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) (Processo n°:
23076.008725/2012-18) (ANEXO A).

Aos 120 dias de vida as ratas foram acasaladas na propor¢cdo de duas
fémeas para um macho. A prenhez foi diagnosticada pela presenca de
espermatozoide no esfregaco vaginal, quando confirmada as fémeas foram alocadas
em gaiolas individuais. Para a confirmacéo da gestacdo o ganho de peso corporal foi
acompanhado. Um dia apdés o nascimento, foi considerado o primeiro dia de vida
dos filhotes e foi realizada randomizacdo aleatéria dos filhotes com peso corporal
ideal (6g a 8g) mantendo oito filhotes por nutriz, sendo quatro filhotes de cada grupo
experimental, até o 21° dia de vida quando foram desmamados e alocados em

gaiolas com um total de quatro filhotes por gaiola até a realizacdo das analises.

5.2 Grupos Experimentais

Inicialmente, os grupos experimentais foram obtidos aleatoriamente de acordo
com o tipo de manipulagao oferecida. Para manipulacdo farmacologica foi utilizado o
inibidor seletivo de recaptacdo de serotonina, fluoxetina (10mg/Kg, 10ul/g), durante o
periodo de lactacdo. A droga foi obtida na forma de cloridrato de fluoxetina e foi
dissolvida em solucao salina (NaCl 0.9%). Os animais receberam o tratamento uma
hora apos o inicio do ciclo escuro (7:00h). A concentracdo usada neste estudo foi
determinada em estudo prévio de relacdo dose-efeito (Mendes et al., 2002).
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Grupo Salina (S): Os filhotes machos receberam solucao salina (NaCl 0.9%,

10pl/g) via subcutanea no dorso, diariamente, do 1° ao 21° dia de vida.

Grupo Fluoxetina (F): Os filhotes machos receberam solugdo com fluoxetina
(10mg/Kg,10pl/g), diariamente, via subcutanea no dorso, do 1° ao 21° dia de vida.

5.3 Andlises Experimentais
5.3.1 Peso Corporal

5.3.1.1 Peso Corporal Neonatal
O peso corporal das fémeas durante a gestacao foi obtido semanalmente.
Durante o periodo de lactacéo (1° ao 21° dia de vida) o peso corporal dos filhotes foi

obtido diariamente no mesmo horéario, as 7 horas da manha, no inicio do ciclo claro.

5.3.1.2 Peso Corporal Pés-Natal
O peso corporal apés a lactacao, o peso corporal foi registrado aos 40 dias de

vida, as 7 horas da manha, no inicio do ciclo claro.

5.3.2 Ingestao Alimentar

5.3.2.1 Ingestao Alimentar Relativa

ApoOs 0 desmame a ingestdo alimentar foi acompanhada no periodo de 24
horas do 33° dia e no 35° dia de vida. Nestes dias foi oferecida uma quantidade
conhecida de racéo (R1) padréo de biotério (Labina). Apds o periodo de 24 horas, a
racdo foi novamente pesada (R2) e a ingestdo alimentar foi determinada pela

diferenca entre R1 e R2 (R1 — R2 = Ingestao).
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5.3.2.2 Ingestdo Alimentar em Jejum

A ingestdo alimentar de dieta padrdo (Labina) foi mensurada ap6s 12 horas
de jejum aos 49 dias de vida. Foi oferecida uma quantidade conhecida de racéo (R1)
padrdo de biotério (Labina) e apos o periodo de 4 horas com a oferta da racao.

5.3.2.3 Ingestdo Alimentar com estimulo agudo

Os animais foram separados em gaiolas individuais no 33° dia de vida para
um periodo de adaptacédo a gaiola. Aos 40° dia de vida, apos jejum de 3 horas, foi
oferecida uma quantidade conhecida de racéo e a ingestado avaliada 1 hora depois,
pela subtracdo do peso da racdo rejeitada pelo peso inicial ofertado (gramas). A
ingestao foi aferida novamente apos 24 horas, pela subtracdo do rejeito encontrado
pelo peso inicial de racdo ofertada. Aos 41° dia de vida, os animais foram expostos a
3 horas de jejum e receberam, em seguida, uma dose aguda da fluoxetina
(10mg/Kg,10ul/g). Ap6s 30 minutos da aplicacdo, o alimento foi ofertado e o

consumo de uma hora foi avaliado.

5.3.3 Conteldo Protéico de Serotonina

Os animais dos grupos experimentais foram sacrificados aos 21 dias, apés a
aplicacao farmacologica, e 40 dias por decaptacdo para obtencdo dos encéfalos.
Apoés abertura do cranio, o encéfalo foi removido da cavidade craniana e foi
dissecado o hipotalamo. Os tecidos foram acondicionados em tubos isolados e
imediatamente congelados em gelo seco, sendo em seguida acondicionados em
freezer -82 C° até o momento da analise.

Homogeneizado de tecido: A estrutura encefalica coletada foi colocada
individualmente em tubos contendo 1 ml de 25 mM Tris-HCI, pH 7.4, 1 mM EDTA e 1
mM EGTA, e homogeneizado com um homogenizador Ultra-Turrax (tipo TP 18/10;
Janke & Kunkel KG, Staufen, Alemanha). O homogeneizado foi centrifugado a
11,000 g a 4° graus durante 30 minutos. O resultado do sobrenadante aliquotado
para determinar os niveis de 5-HT. O extrato do tecido foi utilizado para determinar a
concentracdo de proteinas (Mateos et al., 2008). Ap6s a homogeneizacdo a
concentragdo de proteinas foi determinada através do método de Bradford. Este
método consiste da formacdo de um composto de absor¢do de cor azul entre os

residuos de aminoacidos béasicos de proteinas e o corante azul de Comassie. A
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absorbancia depende do conteido de aminoacidos e proteinas presente no tecido
(Bradford, 1976).

Conteudo Protéico de Serotonina: Foi determinada através do kit ELISA
RE59121 (IBL, Hamburg, Alemanha) de acordo com o manual de instrucdes. Este
ensaio imunoenzimatico é baseado no principio de interacdo especifica entre
antigeno e anticorpo. Anticorpo purificado encontra-se ligado a superficie interna de
cada microcavidade da microplaca. O antigeno biotinilado e o antigeno néo-
biotinilado (serotonina da amostra) competem por um nuamero fixo de locais de
ligacdo de anticorpos. A quantidade de antigeno biotinilado que liga ao anticorpo é
inversamente proporcional a concentracdo da amostra. Quando o sistema esta em
equilibrio, o antigeno biotinilado livre € removido por um passo de lavagem e o
antigeno biotinilado ligado ao anticorpo € determinado usando uma enzima fosfatase
alcalina. A quantificacdo da amostra foi realizada por meio da comparacao entre a
atividade enzimatica da amostra com uma curva resposta preparada utilizando
padrdes conhecidos. A determinacao foi realizada em duplicata. Os resultados sao
expressos em ng/ug de proteina.

5.3.4 Andlises Moleculares do Transportador de Serotonina

Os animais dos grupos experimentais foram sacrificados aos 21 dias, apés a
aplicacdo farmacoldgica, e 40 dias por decaptacdo para obtencdo dos encéfalos.
Apés abertura do cranio, o encéfalo foi removido da cavidade craniana e foi
dissecado o hipotalamo. Os tecidos foram acondicionados em tubos isolados e
imediatamente congelados em gelo seco, sendo em seguida acondicionados em

freezer -82 C° até o momento da analise.

5.3.4.1 Expressao Génica do SERT

O RNA total foi isolado de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante
Invitrogen, logo apds, a quantidade e qualidade do RNA purificado foi avaliada
utilizando espectrofotometro NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific, EUA). Em
seguida, o RNA foi tratado com tampao de Wipeout gDNA (Qiagen ®, Hilden,
Alemanha) para remover de maneira eficaz a contaminacdo do DNA gendmico

durante 2 min a 42 ° C e armazenado em gelo. Depois, 2,0g de RNA purificado
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foram transcritos utilizando o kit de transcricdo reversa QuantiTect (Qiagen®, Hilden,
Alemanha), a 42°C durante 15 minutos e a enzima foi inativada a 95°C durante 3
minutos, no volume total de 20 (1 em RNase agua livre). A preparagdo de cDNA foi
armazenada a -20°C até sua utilizacdo. Em seguida, 5ul de cada amostra de cDNA
diluido foram utilizados como modelo para a amplificacdo por PCR usando SYBR
Green (Qiagen ®, Hilden, Alemanha) como corante intercalando e o instrumento o
Fluorogenic e o Real-Time PCR - Rotor-Gene HRM 2Plex (Qiagen ®, Hilden,
Alemanha) como sistema de deteccdo. Parametros de PCR foram: inicialmente
desnaturacdo de 5 minutos a 95°C, seguido de 45 ciclos de 5 segundos a 95°C e 10
segundos a 60°C. Os primers utilizados para a amplificacdo estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1: Sequéncia de primers utilizados para analise de PCR em tempo real

Gene Forward Primer Reverse Primer

SERT GGCGGAGATGAGGAATGAAGATG GGAAGAAGATGATGGCAAAGAACG

ACTIN ACGGTCAGGTCATCACTATCG CAGCACTGTGTTGGCATAGAG

5.3.4.2 Densidade Proéteica Total do SERT

As amostras de encéfalo foram homogeneizadas utilizando um
homogeneizador (Polytron PT10-35GT), adicionando para cada mg de tecido
encefalico (hipotalamo) 20ul de tampé&o de extracdo. O tampéo de extracdo contém:
10mM de EDTA, Trisma base 100mM, Pirofosfato de Na 10mM, Fluoreto de Na
100mM, PMSF 2mM, Ortovanadato de Na, Aprotinina 0,21mg/ml. Os dois ultimos
reagentes foram adicionados no momento da homogeneizacdo. No homogenato
sera acrescentado Triton 10% e em seguida decantado por 40 min, em gelo. Apés
esta etapa, foi centrifugado 11000 rpm, 30 min, 4°C. Os pellets foram descartados e
as proteinas totais do sobrenadante foram determinadas usando o kit DC Protein
Assay Bio-Rad, com curva de albumina como padrdo. As amostras foram
desnaturadas a 90°C por cinco minutos, em tampdo de amostra contendo [-

mercaptanol.
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As proteinas foram separadas em gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE),
utilizando-se 30ug de proteinas totais por slot do gel. As proteinas separadas no gel
foram eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose (BIORAD). Para inibir
ligacBes inespecificas dos anticorpos, as membranas foram incubadas por 2 horas,
a temperatura ambiente, em solucédo de bloqueio que continha TBS (pH 7,5, 10 mM
Tris—HCI, 150 mM NaCl) com 0,2% Tween-20 (T-TBS) acrescido de 3% de albumina
bovina sérica (BSA), sob agitacdo constante. Posteriormente, as membranas foram
incubadas, overnight 12h, a 4°C, sob agitacdo constante, com anticorpo primario
anti-SERT (sc-33724, Santa Cruz, 1:1000) diluido em solucdo de bloqueio. Apés
este periodo, as membranas foram lavadas em T-TBS e incubadas por 1 hora e 30
minutos, a temperatura ambiente, com conjugados com peroxidase Goat anti-mouse
(Jackson Immunoresearch, 1:40000) também diluido em solugcéo de bloqueio. Apés
mais uma sequéncia de lavagens, as membranas foram incubadas com luminol
(SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate System — Pierce
Biotechnology), seguido de leitura da quimiluminescéncia através da autoradiografia
(Macrotec Mx-2). As intensidades das bandas foram quantificadas por densitometria
optica (UN-Scan-it Gel 6.1) com auxilio do programa Scion Image (Scion

Corporation) e normalizadas pelo controle endégeno B-actin (ab8227).

5.3.5 Imurreatividade neuronal ao Transportador de Serotonina (SERT-IR):

Aos 75 dias de vida, os animais dos grupos experimentais foram anestesiados
e perfundidos a fim de obter os encéfalos para estudo da expressédo de neurbnios
imunorreativos ao SERT nos nucleos Arqueado (Arc), Ventromedial (VMH) e
Paraventricular (PVN) do Hipotalamo e os nucleos Dorsal (DR) e Mediano (MnR) da
Rafe no tronco encefalico.

Perfusao transcardiaca: Apoés verificacdo de anestesia profunda os animais
foram fixados em superficie apropriada para o procedimento de abertura da
cavidade toracica. Em seguida, uma canula acoplada a uma bomba peristéltica foi
introduzida no ventriculo esquerdo do coracéo para perfusdo de 150mL de solucao
salina (Nacl, 0,9%). Essa perfusao foi seguida da infusdo de 400mL solucéo fixadora
(4% de paraformoldeido, 4°C). Ao final da passagem do fixador, os encéfalos foram

retirados do cranio e pos-fixados na mesma solucgéo fixadora acrescida de sacarose
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(20%) durante 4 horas. Apdés esse periodo, foram armazenados em solucao

crioprotetora (Tampao fosfato de sédio PBS - mais sacarose 20%) por 6-24 horas.

Imunohistoquimica para SERT: Os encéfalos foram criosseccionados em
cortes coronais de 40um de espessura utilizando-se criostato (Leica-3185). Cinco
séries de cortes foram coletadas, para cada animal, em placa de acrilico (25
cavidades) com solucdo anticongelante e armazenadas a -20°C. Uma série de
cortes foi submetida a reagc6es de imunohistoquimica contra o anti-SERT. Nesse
procedimento os cortes coronais foram lavados em PBS (3 x 10 min). Em seguida
foram incubados em solucdo com anticorpo priméario anti-SERT (AB9322, feito em
coelho, 1:100) (Chemicon, Temecula, CA). Apdés a incubacdo os cortes foram
submetidos a lavagens em PBS (3 x 10 min) e posteriormente incubados em solucéo
com anticorpo secundario (Sigma- B8895, 1:200) por 90 min. Em seguida, os cortes
foram novamente submetidos a lavagens com PBS (3 x 10 min) e outra incubacéo
(90 min) com complexo avidina-biotina-peroxidase 1 % (Vectastain, Camon,
Wiesbaden, Alemanha). ApOs esse periodo de incubacdo, os cortes foram
submetidos a reacdo de revelacdo imunoperoxidase com 3,3-diaminobenzidina
(DAB/Sigma D5637). Os cortes foram montados em Ilaminas previamente
gelatinizadas, passardo por processos de desidratacdo e diafanizacdo e foram, por

fim, cobertos com laminulas.

Andlise quantitativa de neurdbnios SERT-IR: A andlise foi realizada em
microscopia Optica de campo claro. Foram verificadas células com marcacao
evidente nos Ndcleos Hipotalamicos: Arqueado (Arc), Ventromedial (VMH) e
Paraventricular (PVN) e no Tronco Encefalico - Nucleos da Rafe: Dorsal (DR) e
Mediano (MnR), e no Tronco Encefalico: Nucleo do Trato Solitario (NTS). Para cada
nacleo foram considerados na anélise todos os cortes coronais de uma série nos
quais essas regides tiverem sido evidenciadas. Foram quantificadas todas as células
em cada corte para cada nucleo. Para delimitagéo das areas marcadas foi utilizado
Atlas Estereotaxico de Rato (Paxinos e Watson, 2007).

Para a quantificacao foram considerados os intervalos de bregmas seguintes:
Nucleo Arqueado do Hipotalamo: -1,72mm a -3,48mm; Nuacleo Paraventricular do
Hipotalamo: -0,96mm a -1,92mm; Nucleo Ventromedial do Hipotalamo: -1,72mm a -



56

3,36mm; Nucleo Dorsal da Rafe: -6,96mm a -8,64mm; Nucleo Mediano da Rafe: -
7,20mm a -8,64mm; Nucleo do Trato Solitario: -12,00mm a -13,36mm. Os dados
utilizados apresentam a média do somatorio de neurdnios em cada nucleo de cada
animal.

As imagens dos neurdnios SERT-IR no Hipotalamo e Tronco Encefalico foram
realizadas a partir de fotomicrografias adquiridas por meio de uma camara digital
(Samsung SHC-410NAD) adaptada a um microscépio (Olympus BX50), e um
computador (Funtech). A aquisicdo das imagens foi realizada utilizando a objetiva

10X e com o auxilio do software TV Turner Application e Moticimage Plus 2.0.

wnooL

Figura 8: Representacdo de fotomicrografia de neurénios SERT evidenciados em marcacéo
escura.
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6 ANALISES ESTATISTICAS

Para analisar o peso corporal foi utilizado o Teste t Student, para a
comparagao entre os grupos em cada idade, os dados foram expressos em média e
erro padrdao da média, com nivel de significancia em *p=0,01, **p=0,001 ou
***p=0,0001. Para avaliar a ingestédo alimentar foi utilizado o Teste t Student, para a
comparacao entre 0s grupos em cada idade, os dados estdo expressos em média e
desvio padrao, com nivel de significancia em *p <0,05. Para analisar o conteudo de
serotonina foi utilizado o Teste t Student, para a comparacdo entre 0S grupos em
cada idade, os dados foram expressos em média e erro padrdo da média, com nivel
de significancia em **P<0,006. Para analisar a expressdo génica do SERT foi
utilizado o Teste t Student, para a comparacdo entre 0os grupos em cada idade, os
dados foram expressos em média e erro padrdo da média, com nivel de significancia
em *p<0,02 e ***p<0,0001. Para avaliar a quantidade de neurbnios SERT foi
utilizado o Teste t Student, para a comparacdo entre os grupos em cada idade, os
dados estdo expressos em média e erro padrdo da média, com nivel de significancia
em *p <0,05. Para avaliar a expressao protéica de SERT foi utilizado o Teste t
Student, para a comparagdo entre 0s grupos em cada idade, os dados estdo
expressos em meédia e erro padrdo da média, com nivel de significAncia em *p
<0,03. A analise dos dados foi realizada com o programa estatistico GraphPad Prism
® (Graph Pad Software, Inc, 2007, verséo 5.03).
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7 RESULTADOS

7.1 Peso Corporal

O grupo fluoxetina apresentou reducéo no peso corporal a partir do 11° dia de
vida (SAL: 25,7+0,6; n=10; FLU: 22,0+0,6, n=10) até o final da lactacdo (Figura 9A)
quando comparado ao grupo salina. Apés o desmame, aos 40 dias de vida, o0 peso
corporal do grupo FLU (120,8+8,3; n=9) continuou menor comparado ao grupo SAL
(153,3+8,3; n=10) (Figura 9B).
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Figura 9: A) Efeito da exposicdo a fluoxetina durante a lactacdo sobre o peso corporal
de ratos. Os animais receberam diariamente aplicacdo de solucdo salina (SAL) (0,9%
NaCl 10ml/Kg, s.c. n=9) e fluoxetina (FLU) (10mg/Kg, 10ul/g, s.c. n=10) do 1 ° ao 21 °
dia de vida. B) O peso corporal em gramas foi aferido durante 21 dias de lactacdo e no
40° dia de vida. Os dados estdo expressos em MédiazEP. *p=0.01, **p=0,001,
***n=0,0001, Teste t Student.
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7.2 Ingestdo Alimentar

7.2.1 Ingestao alimentar diaria

N&o houve diferenca na ingestéo alimentar de 24 horas entre os grupos SAL
(339 16+1,5g; 35° 16+1,4g, n=11) e FLU (332 16,7+1,8g; 35° 16,2+1,1g, n=16) aos
332 e 352 dias de vida (Figura 10).
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Figura 10: Efeito da exposicdo a fluoxetina durante a lactacéo
sobre a ingestdo alimentar de ratos.os animais receberam
diariamente aplicagcdo de solucdo salina (SAL) (0,9% NacCl
10ml/kg, s.c., n=11) e fluoxetina (FLU) (10mg/Kg, 10ul/g, s.c.
n=16) do 1 ° ao 21 ° dia de vida. A ingestdo alimentar relativa
(g/g peso corporal) de 24 horas foi aferida nos dias 33 e 35 de
vida. Os dados estdo expressos em Média £+ DP. *p <0,05,
Teste t Student.
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7.2.2 Ingestao Alimentar apés Jejum

N&o houve diferenca na ingestao alimentar entre os grupos SAL e FLU apos
jejum de 12 horas (SAL: 4,5 £0,7g, n=6; FLU: 4,7 £0,6g, n=6) (Figura 11).
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Figura 11: Efeito da exposicdo a fluoxetina
durante a lactacdo sobre a ingestdo alimentar
apo6s jejum. Os animais receberam diariamente
aplicacdo de solucdo salina (SAL) (0,9% NacCl
10ml/kg, s.c. n=6) e fluoxetina (FLU) (10mg/Kg,
10ul/g, s.c. n=6) do 1% ao 219 dia de vida. A
gquantidade de alimento ingerido (g/g peso
corporal) foi avaliada apés 4 horas do término de
jejum de 12 horas no 50¢ dia de vida. Os dados
estdo expressos em Média + DP. *p <0,05, Teste t
Student.
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7.2.3 Ingestao Alimentar com aplicacdo aguda de fluoxetina

Aplicacdo aguda de fluoxetina ao 41° dia de vida promoveu reducdo na
ingestao alimentar em ratos do grupo Salina (SAL: 3,01+0,17g; SAL+FLUaguda,
2,31+0,21g), mas nao no grupo Fluoxetina (FLU: 3,36%0,22g; FLU+FLUaguda,
3,37%0,269) (Figura 12).
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Figura 12: Efeito da fluoxetina em dose aguda sobre a ingestao
alimentar de ratos expostos a fluoxetina durante a lactacdo. Os
animais receberam diariamente aplicacdo de solugdo salina (SAL)
(0,9% NaCl 10mg/kg, s.c., n=18) e fluoxetina (FLU) (10mg/Kg,
10ul/g, s.c., n=19) do 1 ° ao 21 ° dia de vida. Os grupos
experimentais receberam dose aguda de fluoxetina uma hora
antes da avaliacdo da ingestdo alimentar no 412 dia de vida. Os
dados sdo expressos em Média + EPM. *p <0,05, Teste t Student.
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7.3 Resultados Moleculares

7.3.1Contetido Protéico de Serotonina

A exposi¢do neonatal a fluoxetina promoveu aumento no conteudo protéico
de serotonina no hipotalamo de ratos machos aos 21 dias de vida (SAL: 4,55+0,55;
n=4; FLU: 7,12+0,96; n=3). No entanto, aos 40 dias de vida, o conteudo de 5-HT nao
apresentou alteracdo entre os grupos (SAL: 3,87+0,49; n=4; FLU: 3,55 +0,46; n=3)
(Figura 13).
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Figura 13: Efeito da exposicdo a fluoxetina durante a
lactacdo sobre conteddo protéico de serotonina no
hipotalamo de ratos aos 21 e 40 dias de vida. Os animais
receberam diariamente aplicacdo de solucdo salina (SAL)
(0,9% NaCl 10ml/kg, s.c., n=4) e fluoxetina (FLU)
(10mg/kg, 10pl/g, s.c., n=3) do 1 ° ao 21 ° dia de vida. Os
dados sdo expressos em MédiatEPM. As andlises foram
realizadas em duplicatas e houve menos de 5% de
variacdo entre os valores obtidos. **p<0,006, Teste t
Student.



63

7.3.2 Expressao Génica do SERT

A exposicao neonatal a fluoxetina promoveu reducédo na expressao génica do
transportador de serotonina aos 21 de vida quando comparados aos animais salina
(SAL: 1,00+0,03; n=5; FLU: 1,40+0,03; n=5). Este aumento persistiu mesmo cessada
a exposicao ao farmaco, aos 40 dias de vida (SAL: 0,82+0,04; n=3; FLU: 1,01+0,04;
n=5) (Figura 14).
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Figura 14: Efeito da exposicéo a fluoxetina durante a lacta¢do sobre
a expressao génica do SERT no hipotdlamo de ratos. Os animais
receberam diariamente aplicacdo de solucdo salina (SAL) (0,9%
NaCl 10ml/kg, s.c., n=3 ou 5) e fluoxetina (FLU) (10mg/kg, 10ul/g,
S.c., n=4 ou 5) do 1 ° ao 21 ° dia de vida. Os pares de colunas
representam a expressao dos niveis de mMRNA de SERT em relacdo
a B-actina endégena amplificada dentro da mesma amostra sob as
mesmas condi¢cbes experimentais. Os dados estdo expressos em
MédiatEPM de 5 diferentes amostras de mRNA. As analises foram
realizadas aos 21 e 40 dias de vida. As andlises foram realizadas
em triplicatas e houve menos de 5% de variacdo entre os valores
obtidos. *p<0,02; ***p<0,0001, Teste t Student.
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7.3.3 Densidade Préteica Total do SERT no hipotalamo

O grupo fluoxetina (FLU) apresentou maior contetado protéico do SERT no
hipotdlamo quando comparado aos animais do grupo salina (SAL) aos 21 (SAL:
10044,47; n=5; FLU: 119,25+6,47, n=4) e 40 dias de vida (SAL: 92,29+3,40, n=4,
FLU: 117,96+8,75, n=4) (Figura 15).
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Figura 15: Efeito da exposi¢cao a fluoxetina durante a
lactacdo sobre a expressdo protéica do SERT no
hipotdlamo de ratos. Os animais receberam diariamente
aplicacdo de solucdo salina (SAL) (0,9% Nal 10ml/Kg,
s.c., n=4) e fluoxetina (FLU) (10mg/kg, 10ul/g, s.c., n=4)
do 1 ° ao 21 ° dia de vida. Os pares de colunas
representam a expressao dos niveis de proteina de
SERT em relacdo a B-actina enddégena. Cada par de
colunas representa MédiatEPM de 4 amostras
diferentes. As analises foram realizadas em duplicatas e
houve menos de 5% de variacdo entre os valores
obtidos. *p<0,03, Teste t Student.
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7.4 Resultados Morfoldgicos
7.4.1 Andlises quantitativa de neurénios SERT-IR no Hipotalamo

A quantidade dos neurdnios imunorreativos ao SERT nos nucleos arqueado
(ARC) e paraventricular (PVN) do hipotdlamo foi menor nos ratos expostos a
fluoxetina neonatal aos 75 dias (ARC SAL: 156,1+20,1, n=3; FLU: 62+8,5, n=3/ PVN
SAL: 319,3+23,3, n=2; FLU: 135£35,2, n=3). Ndo houve alteracédo na quantidade de
neurénios no nucleo ventromedial (VMH) do hipotalamo quando comparados o0s
animais salina e fluoxetina (VMH SAL: 183,8+11,5 n=3; FLU: 106,2+16,8, n=3)
(Figura 16).
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Figura 16: Efeito da exposi¢cdo a fluoxetina durante a lactacéo
sobre a quantidade de neurdnios SERT-IR no hipotalamo de ratos
aos 75 dias de vida. Os animais receberam diariamente aplicacéo
de solucdo salina, SAL (0,9% NaCl 10ml/Kg, s.c., n=2 ou 3) e
fluoxetina, FLU (10mg/kg, 10ul/g, s.c., n=3) do 1 ° ao 21 ° dia de
vida. Os pares de colunas representam a quantidade de neurdnios
SERT. Cada par de colunas representa a MédiatEPM de 2 ou 3
amostras diferentes. Foi considerado 5% de variagcdo entre o0s
valores obtidos. *p<0,05, Teste t Student.
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7.4.2 Andlises quantitativa de neurénios SERT-IR no Tronco Encefalico

A guantidade dos neurbénios SERT no nucleo dorsal (DR) da rafe no tronco
encefalico foi menor em ratos expostos a fluoxetina neonatal aos 75 dias (DR SAL:
139,4+39,4, n=5; FLU: 47,4+9,1, n=6). No entanto, ndo houve diferenca no nacleo
mediano (MnR) da rafe (MnR SAL:44,9+7,4 n=5; FLU:27,5+7,2 n=5) quando

comparado o animal salina e fluoxetina (Figura 17).
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Figura 17: Efeito da exposicdo a fluoxetina durante a
lactacdo sobre a quantidade de neurbnios SERT-IR nos
nicleos da rafe tronco encefalico de ratos aos 75 dias de
vida. Os animais receberam diariamente aplicacdo de
solugdo salina, SAL (0,9% NaCl 10ml/Kg, s.c., n=5) e
fluoxetina, FLU (10mg/kg, 10ul/g, s.c., n=5 ou 6) do 1 ° ao 21
° dia de vida. Os pares de colunas representam a quantidade
de neurbnios SERT. Cada par de colunas representa a
MédiatEPM de 2 ou 3 amostras diferentes. Foi considerado
5% de variacdo entre os valores obtidos. *p<0,05, Teste t
Student.
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7.4.3 Andlises quantitativa de neurénios SERT-IR no Tronco Encefalico

A quantidade dos neurénios SERT no nudcleo do trato solitario (NTS) (NTS
SAL: 109,3+21,4 n=3; FLU: 128,2+38,0 n=4) no tronco encefalico ndo sofreu
alteracdo em consequéncia da exposicao a fluoxetina neonatal aos animais com 75
dias de vida (Figura 18).
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Figura 18: Efeito da exposicdo a fluoxetina durante
a lactacdo sobre a quantidade de neurdnios SERT-
IR no nucleo do trato solitario no tronco encefélico
de ratos aos 75 dias de vida. Os animais receberam
diariamente aplicacdo de solugdo salina, SAL (0,9%
NaCl 10ml/Kg, s.c., n=3) e fluoxetina, FLU (10mg/kg,
10ul/g, s.c., n=4) do 1 ° ao 21 ° dia de vida. Os pares
de colunas representam a quantidade de neurdnios
SERT. Cada par de colunas representa a
MédiatEPM de 2 ou 3 amostras diferentes. Foi
considerado 5% de variacdo entre os valores
obtidos. *p<0,05, Teste t Student.
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8 DISCUSSAO

No presente estudo, foi utilizada a exposicdo neonatal a fluoxetina, com a
finalidade de compreender os efeitos da alteracdo do sistema serotoninérgico
durante o periodo critico de desenvolvimento a longo prazo. Nossos achados
demonstram que o bloqueio do SERT durante o periodo neonatal promoveu um
menor peso corporal sem alterar a ingestdo alimentar em 24 horas, ou sob o
estimulo de jejum e injecdo aguda de fluoxetina. Além de promover aumento na
expressao génica e protéica do SERT no hipotdlamo e aumento nivel de serotonina
hipotalamica retornou a normalidade apos a retirada do farmaco. A quantidade de
neurbnios imunorreativos ao SERT foi menor nos ndcleos arqueado e
paraventricular do hipotalamo, e nucleo dorsal da rafe no tronco encefalico, e ndo
apresentou alteracao no nucleo ventromedial do hipotalamo, nudcleo do trato solitario
e nucleo mediano da rafe no tronco encefalico em animais jovens.

A fluoxetina neonatal induziu ao menor peso corporal a partir do 11° dia de
vida até a idade adulta. Na literatura é bem evidenciado que a exposicao a ISRS
durante o periodo neonatal provoca um fenétipo de baixo peso corporal (Manhédes
de Castro, 2001; Xu et al., 2004; Deir¢ et al., 2004; Lopes de Sousa, 2008; Mendes
da Silva et al., 2002; 2010). Semelhante aos nossos achados, animais expostos a
fluoxetina na lactacéo tém menor peso corporal a partir do 8° dia pés-natal (Sousa,
2008). O estudo de Mendes da Silva e colaboradores (2010) a fluoxetina neonatal
reduziu 22% do peso corporal dos animais. O uso de outro ISRS, citalopram, neste
mesmo periodo também induziu menor peso aos 21 dias de vida (Manhédes de
Castro, 2001; Deir6 et al., 2004). O uso de paroxetina (5mg/Kg) a partir do dia 0 até
o dia 8 da lactacdo também reduz o peso corporal durante a lactacdo (Xu et al.,
2004). Este fendtipo de baixo peso corporal parece continuar presente mesmo apos
cessada a exposicao ao ISRS. Aos 45 dias de vida, ratos com Sindrome de Down
(Ts65Dn) apresentaram este fendtipo com uso de fluoxetina (Bianchi et al., 2010).
Aos 60, 90 e 120 dias de vida, os animais expostos a fluoxetina ou citalopram
encontram-se com menor peso (Mendes et al., 2002; Manhaes de Castro, 2001).
Aos 150 e 180 dias de vida com o uso de fluoxetina (Galindo et al., 2015). Fica bem
evidenciado que o uso de ISRS, mesmo em diferentes doses ou periodos de

exposicao, provoca uma alteracao permanente neste fenaotipo.
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Manipulacfes genéticas no SERT também podem induzir alteragcdes no peso
corporal. Ratos SERT overexpression, animais transgénicos com elevada expressao
do transportador de serotonina, apresentaram reducao do peso corporal (Pringle et
al., 2008). De modo contrario, animais SERT knockout, com auséncia do mecanismo
de recaptacao de serotonina, apresentam fenotipo obeso em idade adulta, apesar da
caracteristica hipofagica da serotonina (Warden et al., 2005; Murphy e Lesch, 2008).
Com o aumento na expressao do SERT, este fendtipo obeso pode ser revertido
(Jennings et al., 2006). Camundongos SERT overexpressing adultos também né&o
apresentaram diferenca na ingestdo alimentar. Estes animais sdo menores e mais
leves indicando que podem ter uma menor necessidade energética (Pringle et al.,
2008). Apesar da acdo hipofagica da 5-HT, que se encontra aumentada nestes
animais (Mathews et al., 2004), o mecanismo que provoca este fenotipo obeso ainda
nao foi totalmente esclarecido. Estes roedores obesos ndo apresentaram hiperfagia,
porém sao hipoativos e demonstram reduzida atividade locomotora na gaiola
(Holmes et al., 2002). O comportamento de ingestdo alimentar nestes animais
geneticamente modificados ndo parece ser o principal responsavel pela alteracdo do
peso corporal.

A relacdo entre a serotonina e 0 gasto energético ainda ndo é completamente
compreendida, no entanto é possivel identificar alguns fatores, além da acao
hipofagica da 5-HT, que participam do controle do balanco energético e poderiam
ser responsaveis pelo feno6tipo de baixo peso corporal observado nos animais. No
nacleo arqueado do hipotalamo, neurdnios que sintetizam POMC enviam projecdes
diretas para neurdnios simpaticos, estas fibras simpaticas expressam o receptor de
melanocortina MC4 e inervam o tecido adiposo marrom e branco (Song et al., 2005;
Song et al.,, 2008). O aumento da expressdao de pomc foi observado apés
utilizacdo de d-fenfluramina, e agonista de receptor 5-ht2c, mcpp, e da prépria
serotonina (Heisler et al., 2002). Agonistas serotoninérgicos podem influenciar a
atividade locomotora dos animais, embora os efeitos observados parecem depender
do tipo de receptor ativado. O mCPP (1-3-clorofenil-piperazina), um agonista do
receptor 5HT2cnie, diminui a atividade (Heisler e Tecott, 2000), enquanto que o
RU 24969, agonista do receptor 5SHTiais, provoca hiperatividade nos animais
(Tricklebank et al, 1986). A administracdo de 5-HT nos nucleos PVN ou VMH do

hipotalamo e o uso de fenfluramina parecem ativar fibras simpaticas que inervam o
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tecido adiposo marrom (Sakaguchi e Bray, 1989; Arase et al., 1988). O PVN
apresenta conexdes pos-sinapticas com o tecido adiposo marrom. O uso de
microinjecdes de MTIlI no PVN aumenta o gasto energético e a temperatura corporal
(Fan et al., 2005; Song et al., 2008). O consumo de oxigénio aumenta apds injecdes
periféricas de serotonina ou fenfluramina, sugerindo um aumento no consumo de
oxigénio, taxa metabodlica e gasto energético (Le Feuvre et al., 1991; Rothwell e
Stock, 1987).

Nossos achados demonstraram que a ingestao alimentar, apds12 horas de
jejum, aumentou nos animais salina e fluoxetina neonatal apenas quando
comparados com seu estado metabdlico basal. Porém a exposicdo a fluoxetina
neonatal ndo induziu alteracdo na ingestdo alimentar de 24 horas e/ou sob o
estimulo de jejum em ratos jovens quando comparados ao animal salina neonatal.
Animais SERT overexpressing também ndo apresentaram diferenca na ingestao
alimentar de 24 horas, mesmo apoés o periodo de jejum de 1, 11 e 24 horas (Pringle
et al., 2008). Observando a ingestéo na lactagcdo durante a exposicéo a fluoxetina (1°
ao 21° dia), os animais também néo apresentaram diferenca na ingestdo alimentar
no 3°, 7° e 14° dia pos-natal (Lopes de Souza, 2008). De modo contrario, muitos
estudos encontram alteracdes na ingestéo alimentar quando ocorre manipulacao no
sistema serotoninérgico. A 5-HT reduz a ingestdo alimentar por estimular a
saciedade em ratos (Blundell e Halford, 1994). A promoc¢do de saciedade é
demonstrada pela elevacdo nos niveis de serotonina como fator estimulante da
saciedade (Schereiber et al., 2000) e a reducdo de 5-HT como estimulante da
ingestdo (Halford et al., 2005). O uso de agonista do receptor 5-HT2c reduz a
ingestao alimentar (Heisler et al., 2006). A aplicacdo de agonistas do receptor 5-
HT1B no nlcleo paraventricular e parabraquial do hipotadlamo também reduz a
ingestao alimentar em ratos (Lee et al., 1998). A dexfenfluramina suprime a ingestao
de carboidratos quando injetada nos nucleos ventromedial e dorsomedial do
hipotadlamo (Weiss et al., 1999). Ao que parece a acdo hipofagica da serotonina
modifica apds um periodo crénico de exposi¢éo a fluoxetina na lactacéo. E possivel
gue estes animais sofram alteragbes neuroadaptativas para compensar a elevagao
da expressao do SERT (Pringle et al., 2008).

Notavelmente, o desenvolvimento das vias regulatérias do apetite, no

hipotalamo, ocorre predominantemente apd0s o nascimento (Kagotani et al., 1989;
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Grove & Smith, 2003). A exposicéo perinatal a fluoxetina induziu, ainda no periodo
de desenvolvimento, o aumento na expressao de AgRP e NPY, no hipotalamo, este
efeito ndo foi observado em células controles (Sousa-Ferreira et al., 2014). No
entanto, este aumento n&o foi observado em regides hipotalamicas que expressam
neuropetideos anorexigenos, POMC e CART. Alteracdes na proliferacdo durante o
neurodesenvolvimento hipotalamico pode levar a distirbios entre neurdnios
orexigenos e anorexigenos (Desai et al., 2011), os neuropeptideos NPY, AgRP,
POMC, CART expressos por estas células progenitoras do hipotalamo participam do
controle da ingestdo alimentar (Sousa-Ferreira et al., 2011). Em células
neuroprogenitoras hipotalamicas diferenciadas, na presenca de fluoxetina, ocorre
diminuicdo nos niveis de MRNA de NPY e CART. Os niveis de AgRP e POMC né&o
apresentaram alteracbes (Sousa-Ferreira et al.,, 2014). Aplicacdo aguda de
fluoxetina (10mg/kg) em ratos adultos em jejum de 14 horas promove aumento na
expressdo de c-Fos nos nudcleos ventromedial e paraventricular do hipotalamo nos
animais em jejum, aumento na expressdo de c-Fos nos nucleos arqueado do
hipotdlamo, amigdala medial e nucleo dorsal da rafe nos animais alimentados,
demonstrando que o estado metabdlico do organismo pode influenciar os efeitos da
fluoxetina sobre a ingestéao alimentar (Fraga et al., 2005).

Como observado em nossos achados, o estimulo agudo de fluoxetina aos 41
dias nos animais expostos a fluoxetina neonatal ndo promoveu redugéo na ingestao
alimentar. Este achado demonstra uma resisténcia da acdo hipofagica da serotonina
em consequéncia a exposicdo neonatal cronica a fluoxetina. O efeito hipofagico da
fenfluramina (10mg/Kg) € atenuado no camundongo 5-HTis knockout. Apesar da
administracdo de mCPP (agonista dos receptores 5-HT2cns) 0s animais
apresentaram um efeito hipofagico reduzido, indicando uma menor sensibilidade a
acao hipofagica da fenfluramina e do mCPP (Lee et al., 2004).Camundongos 5-HTzc
Knockout apresentaram resisténcia aos efeitos anorexigenos do agonista deste
receptor, mCPP, e da D-fenfluramina (Tecott et al., 1995; Vickers et al., 1999).
Outras manipulagdes ambientais no periodo perinatal também provocam uma menor
sensibilidade de receptores serotoninérgicos ou confirmam a participacdo destes na
acdo anorexigena da serotonina. A desnutricdo perinatal, evento que promove
aumento de serotonina encefélica, reduziu a resposta hipofagica serotoninérgica

apos aplicacado aguda de fenfluramina, em animais aos 35 dias de vida. O uso de
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agonista do receptor 5-HT2c/18 promove uma menor sensibilidade do receptor 5-HT1s
(Sousa et al., 2008). O aumento na expressao do SERT, em animais geneticamente
modificados, parece ter uma relacao diferente com a resisténcia a acao anorexigena
da serotonina. De modo contrario, animais SERT overexpressing também
apresentam alteracédo na sensibilidade do receptor 5-HT2a, 0 que pode compensar a
baixa acdo sinaptica da serotonina (Pringle et al., 2008). Porém, a injecdo aguda de
fenfluramina (10mg/Kg), provoca redugcdo na ingestdo alimentar (Pringle et al.,
2008). Uma melhor resposta anorexigena a fenfluramina no animal transgénico
SERT overexpressing esta relacionada ao fato de que o efeito de liberacdo da
serotonina pela fenfluramina depende de sua ligacdo na proteina SERT nos
terminais neuronais (Fuller et al 1988). Estes achados indicam que uma possivel
variagao na expressédo do SERT pode ser considerada um fator de vulnerabilidade
para o comportamento alimentar (Pringle et al., 2008).

Observamos que o bloqueio do transportador de serotonina durante o periodo
neonatal aumenta o conteudo hipotalamico de serotonina que retornou aos niveis
normais apds cessada a exposicdo aos 40 dias de vida. Dose aguda de serotonina
no 1° dia pés-natal altera a sensibilidade dos receptores 5-HT e metabolismo
serotoninérgico (Bhanja et al., 2010). A administracdo de 5-HT no 1° dia da lactac&o
diminuiu os niveis de 5-HT e 5-HIAA no nucleo dorsal da rafe aos 21, 45 e 120 dias
de vida (Bhanja et al., 2010). A exposicao pré-natal a fluoxetina também reduziu o
conteddo de 5-HT no cértex frontal de ratos machos aos 26 dias de vida (Cabrera-
Vera et al.,1997). Por outro lado, esta diferenca ndo foi observada no hipotadlamo,
hipocampo e tronco encefalico (Cabrera-Vera et al., 1997). O bloqueio do SERT por
antidepressivos promove maior contetdo extracelular de serotonina, e resulta em
uma reducédo na liberacdo de 5-HT pela vesicula, devido a ativacdo do mecanismo
de feedback negativo facilitado pelo receptor 5-HT1a (Pifieyro e Blier, 1999). No
entanto, a exposicado cronica a fluoxetina provoca a desensibilizacdo dos auto-
receptores 5-HT1a, bem como 5-HTis, dificultando o controle da neurotransmissao
serotoninérgica por estes receptores, o que consequentemente pode contribuir para
0 aumento no disparo serotoninérgico e acumulo de serotonina na fenda sinaptica
(Hjorth et al., 2000; Stenfors e Ross, 2002). Estes achados demonstram a
sensibilidade de determinadas regides encefalicas a exposicdo a ISRS em diferentes

fases de desenvolvimento do sistema nervoso.
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A desnutricdo perinatal também induz ao aumento dos niveis encefalicos de
serotonina (Manjarrez et al., 1994; Hisatomi e Niyama, 1980). A concentracdo de
serotonina encefalica em animais submetidos a desnutricdo no inicio da vida
encontra-se aumentada no periodo pés-natal e na idade adulta (Manjarrez-Gutiérrez
et al., 1988). Este aumento esta relacionado a elevada da concentracdo encefélica
do L-triptofano e na atividade da TPH2 (Hernandez, 1973; Manjarrez et al., 1994). O
aumento da serotonina parece ocorrer, a principio, no corpo celular e dendritos,
consideravelmente nos nucleos dorsal e mediano da rafe (Bambrilla et al., 2005).

A recuperacdo dos niveis de serotonina aos 40 dias de vida pode ser
compreendido pela sua relagdo com a enzima TPHz, responsavel por sua sintese no
SNC. A exposicdo neonatal ao citalopram (5 mg/Kg), reduziu a expressao de
MRNAda enzima TPH2 no ndcleo dorsal da rafe dos animais apos o desmame, aos
22 dias de vida (Maciaget al., 2006). A exposi¢cado neonatal com clomipramina induz
um downregulation nos niveis de mRNA do auto-receptor 5-HT1a no nucleo dorsal da
rafe, e um aumento na expressao do mesmo receptor em sua versado pos-sinaptica
(Limén-Morales et al., 2014). Embora estes auto-receptores apresentem uma menor
capacidade de resposta, ainda conseguem controlar a neurotransmissao
serotoninérgica caso haja um grande aumento nos niveis extracelulares de 5-HT,
mesmo apos um tratamento prolongado (Hjorthet al., 2000). A exposicdo crénica a
ISRS na idade adulta n&o promoveu alteragdo na TPH2, demonstrando a
vulnerabilidade do periodo critico ao padrdo da neurotransmissdo serotoninérgica
(Maciaget al., 2006). A exposicdo a ISRS em periodo do desenvolvimento pode
afetar a regulacdo da serotonina central e consequentemente a maturacdo normal
das vias serotoninérgicas centrais pré e poés-sinapticas (Cabrera e Battaglia, 1997,
1998). As repercussfes na homeostase do sistema serotoninérgico durante o
periodo precoce do desenvolvimento tém recebido pouca atencdo, em contraste ao
vasto numero de estudos que investigam o uso de ISRS em animais adultos e os
efeitos sobre componentes do sistema em questéo.

No presente estudo, a exposi¢cdo neonatal a fluoxetina promoveu alteracoes
no sistema serotoninérgico de animais jovens. Observamos que a expressao génica
e protéica do transportador de serotonina encontra-se aumentada no hipotalamo
mesmo apds cessada exposicdo a fluoxetina. Os resultados do uso crénico de

antidepressivos sao contraditorios. Numerosos estudos sobre ISRS e sua acao
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sobre a expressdo do SERT encontram aumento, reducdo e outros nenhuma
alteracéo (Blakely et al., 1994; Ramamoorthy et al., 1998; Cabrera-vera e Battaglia,
1998; Hansen et al.,, 1998; Benmansour et al., 1999). Em contraste aos nossos
achados, o uso neonatal de outro ISRS, citalopram, reduziu a expressao do SERT
no cortex aos 22 e 130 dias de vida (Maciag et al., 2006). Ao contrario dos efeitos
prolongados da exposicdo neonatal, o tratamento crénico com ISRS em animais
adultos, ndo apresentou diferencas no SERT (Maciag et al., 2006). O uso de
fluoxetina durante a Ultima semana de gestacao provocou aumento na densidade do
SERT no hipotalamo lateral aos 28 dias de vida (Cabrera-Vera e Battaglia, 1998).
Estes animais apresentaram ainda, uma diminuicdo na densidade do SERT no
ndcleo dorsomedial, e ndo houve diferenca em outros nucleos hipotalamicos como,
arqueado, paraventricular e ventromedial (Cabrera-Vera e Battaglia, 1998). Esta
contradicdo se da devido o tipo de farmaco utilizado, a duragcdo, o periodo do
tratamento, e as doses administradas. Estas alteracfes sao relevantes uma vez que
estes nucleos tém papel importante no controle do comportamento alimentar e
regulacéo do peso corporal (Grzeskowiak et al., 2012).

Em ratos, a expressdo de SERT no encéfalo esta intimamente relacionada
com a distribuicdo da triptofano hidroxilase no corpo celular dos neurénios (Hoffman
et al., 1998). Mecanismos compensatorios e alteracdes neuroadaptativas ocorrem
em animais SERT knockout durante o periodo embrionario e subseqlente
neurodesenvolvimento (Bengel et al., 1998). Camundongos SERTKO apresentam
concentracdes e liberacdo de 5-HT aumentadas no cortex e no estriado (Mathews et
al., 2004). Como resultado de uma reciclagem deficiente de serotonina, estes
animais apresentam alteracfes compensatdrias, como 0 aumento da sintese e
turnorver da 5-HT em regides encefalicas (Bengel et al., 1998; Kim et al., 2005). Este
resultado demonstra um efeito de controle do sistema serotoninérgico, como uma
reacao de feedback para o bloqueio da recaptacédo, a transcricdo do gene SERT e
traducdo em proteina SERT estariam aumentadas mesmo ap0s a supressao do
farmaco a fim de permitir um maior controle dos niveis extracelular de 5-HT que
encontravam-se aumentados ao final do periodo de exposicdo ao farmaco. A
utilizacdo de ISRS durante a gestacdo ou infancia pode modificar propriedades de
neurdnios que expressam SERT através de alteragdes na sua transcricao especifica

ou mudancas em sua expressao génica (Narboux-Néme et al., 2008). Estes dados
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indicam que os efeitos da exposicdo a ISRS durante o periodo de vulnerabilidade
pode promover alteracbes prejudiciais ao sistema serotoninérgico, além de
demonstrar a sensibilidade deste periodo de critico do desenvolvimento do sistema
nervoso.

Nos resultados morfolégicos, a exposicdo neonatal a fluoxetina promoveu
reducdo de neurbnios imunorreativos ao SERT nos ndcleos arqueado e
paraventricular do hipotalamo, e nucleo dorsal da rafe no tronco encefalico em
animais jovens aos 75 dias de vida. No periodo pré-natal, ndo houve expressdo do
SERT nos corpos celulares do hipotalamo e substancia negra, uma marcacao pouco
evidente € observada no cortex pré-natal e uma alta densidade de SERT foi
observada nos corpos celulares dos nucleos da rafe no tronco encefalico no periodo
pré-natal (Zhou et al., 2000). O uso de fluoxetina (10mg/Kg) do 13° ao 20° dia de
gestacao provocou aumento na distribuicdo espacial do SERT, através da técnica de
autoradiografia, no nucleo lateral do hipotalamo em ratos jovens aos 28 dias de vida.
Estes animais apresentaram ainda, uma diminuicdo na densidade do SERT no
ndcleo dorsomedial, e ndo houve diferenca em outros nucleos hipotalamicos como,
arqueado, paraventricular e ventromedial, e nos nucleos dorsal e mediano da rafe no
tronco encefélico (Cabrera-Vera e Battaglia, 1998). Estas alteracdes sdo importantes
uma vez que estes nucleos tém papel importante no controle do comportamento
alimentar e regulacéo do peso corporal (Grzeskowiak et al., 2012). Citalopram do 8
ao 21 dia pés-natal diminui as fibras imunorreativas ao SERT no hipocampo (Maciag
et al., 2006). O aumento na atividade serotoninérgica durante o periodo critico causa
perda de terminais serotoninérgicos em adultos (Whitaker-Azmitia, 2005).

A maturacdo do SERT é seguida por um perfil transitério de trés fases nos
nacleos da rafe e no hipotalamo (Galineau et al., 2004). A primeira deteccdo do
SERT no hipotadlamo e nos nucleos da rafe foi no 18° dia gestacional, sendo apenas
discriminado entre os nucleos dorsal e mediano da rafe no 14° dia de vida pds-natal.
Nos nucleos da rafe, os valores maximos na densidade do SERT foram observados,
entre o 20° dia gestacional e o 14° dia de vida poOs-natal, seguido por uma
diminuicdo entre os dias 14° e 21° da lactacédo, finalmente atinge um platé até entre
0 21° e 0 70° dia de vida, indicando que o 21° dia de vida pode representar 0s niveis
de SERT nos nucleos da rafe em animais adultos jovens. No hipotalamo, ocorre um

declinio entre os 18 e 20 na gestacdo, um aumento entre o 7° e 21° dia da lactacéao,
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no 21° pés-natal € observado o pico de SERT, com um declinio até o 28° dia pés-
natal, este nivel de SERT se mantém até o 70° de vida nos ratos (Galineau et al.,
2004). Demonstrando que as primeiras semanas pés-natais sdo um periodo critico
para o desenvolvimento do sistema 5-HT, sendo particularmente vulneravel a
estimulos prejudiciais do ambiente (Galineau et al., 2004). A partir de evidéncias
anatdbmicas e funcionais indicam a expressdao do SERT, ndo est4d apenas em
terminais axonais, mas podem ser observados transportadores na membrana
plasmatica ao longo dos axbnios (axolema) (Zhou et al., 1998). A extensiva
distribuicAo do SERT nos corpos celulares, dendritos e ax6nios influencia a
liberacdo e recaptacdo da serotonina em neurbnios-alvo de diversas regides,
atuando na formacéao de sinapses (Zhou et al., 2000).

Ratos neonatos foram separados das maes a partir do 2° dia até o 14° dia de
vida poés-natal, por um periodo diario de 0, 15 ou 180 minutos. Aos 80 dias de vida,
0S animais separados na lactacdo ndo apresentaram alteracdo na densidade do
SERT nos nucleos hipotalamicos: arqueado, dorsomedial, paraventricular, lateral e
ventromedial (Vicentic et al., 2006). Apenas a porcédo lateral e ventral do nucleo
basolateral da amigdala apresentou um aumento na densidade do SERT nos
animais separados por 15 minutos (Vicentic et al., 2006). A densidade do receptor 5-
HT1A no hipotalamo também néo sofreu consequéncias pela separacdo materna.
Apenas 0s animais separados por 15 minutos apresentaram um aumento na
densidade deste receptor no nucleo basolateral da amigdala (Vicentic et al., 2006).
No estudo morfolégico de Khozhai (2016), o uso de p-clorofenilalanina (pCPA)
agudo, diminui de 50% a 80% o nivel endégeno de serotonina por 5 ou 6 dias, no
16° dia gestacional promoveu no 5° dia de vida pés-natal, mudancas na morfologia e
organizacdo de neurdnios SERT-IR nas por¢des ventral e dorsal do nucleo dorsal da
rafe, estes se apresentam mais espacados de forma mais compacta em comparagéo
aos animais controle (Khozhai, 2016). Indicando um possivel retardo no
desenvolvimento do neuropilo, area composta por células nervosas sobrepostas
umas as outras. Aléem disso, houve uma reducdo no numero de neurbnios no
citoplasma, apesar de apresentarem uma intensa marcacdo, e na superficie da
membrana do corpo celular do neurbnio quase ndo apresentou granulos
imunopositivos (Khozhai, 2016). Estes granulos sao responsaveis pela sintese de

proteinas, como as enzimas. No 10° dia poés-natal, aproximadamente 30% dos
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neurénios nas porc¢des dorsal e ventral do nucleo dorsal sdo imunopositivos. N&o
sdo observados granulos positivos na superficie do corpo celular. No 20° dia, é
observada uma reducédo dos neurdnios imunorreativos na por¢éo dorsal e ventral do
ndcleo dorsal quando comparado ao grupo controle. Nos neurénios da por¢ao dorsal
apresentam uma deformacé&o do corpo celular, com uma morfologia mais alongada
guando comparados com os animais controle (Khozhai, 2016).

A intensidade da expressédo de neurbnios SERT-IR depende do nivel de
serotonina endégeno (Khozhai, 2016). Nos animais controles, na parte dorsal do
nacleo dorsal da rafe, € possivel observar a expressdao do SERT em animais aos 5
dias de vida pds-natal. No entanto, nas porc¢des ventral e lateral do nucleo dorsal da
rafe, sem expressdo do SERT. Em neur6pilos (area formada por dendritos
compactados, células da glia e ramos de axbnios) da parte dorsal e ventral foi
observado uma densa rede de terminais delgados onde € detectado varios
varicositios (Khozhai, 2016). Nos animais controle, aos 10 dias de vida,
aproximadamente 50% dos neurdnios nas partes dorsal, lateral e ventral do nucleo
dorsal da rafe é imunopositivo ao SERT. O citoplasma dos dentritos, porém nao nos
axonios, foram nitidamente marcados. H4 uma auséncia de granulos imunorreativos
sobre a membrana dos corpos celulares, porém encontram-se sobre dendritos e
axbnios, embora dispersos. Nos animais controle, aos 20 dias de vida,
aproximadamente 80% dos neurdnios nas trés por¢cdes do nucleo dorsal da rafe sao
imunopositivos. Na superficie da membrana do corpo celular ndo apresentam
granulos (Khozhai, 2016).

Na rafe, os neurdnios imunorreativos ao SERT coincidem com 0s neurdnios
imunorreativos a 5-HT. Nas principais trajetorias das fibras serotoninérgicas, as
fibras imunorreativas ao SERT estdo presentes, assim como, nas fibras
imunorreativas ao SERT, a serotonina também encontra-se presente (Zhou et al.,
2000). Em axonios € possivel observar que a morfologia do SERT se assemelha aos
axonios imunorreativos a 5-HT (Zhou et al.,, 2000). De maneira semelhante aos
nossos resultados, a exposicdo a fluoxetina durante toda a lactacdo reduziu a
guantidade de neurbnios 5-HT-IR no ndcleo dorsal da rafe, sem alterar o nucleo
mediano em animais jovens com 60 dias de vida (Mendes et al., 2010). Além disso,
outros parametros morfologicos também apresentaram redugcéo, como o diametro, a

area e o perimetro de neurdnios 5-HT-IR nos nucleos dorsal e mediano da rafe. Uma
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menor densidade de terminais 5-HT-IR no giro dentado do hipocampo também foi
induzida pela fluoxetina neonatal nestes animais (Mendes et al., 2010). No
hipotdlamo de ratos, os neurdnios 5-HT-IR, depois de um pré-tratamento com |-
triptofano, € observado no ndcleo dorsomedial em animais adultos (Frankfurt et al.,
1981).

O excesso de 5-HT em animais MAO-A Knockout é responsavel pelo
surgimento de anormalidades observadas no padréo de proje¢des de neurdnios néo-
serotoninérgicos que acumulam 5-HT (Vitaliset al., 1998). Durante o
desenvolvimento de neurdnios nao-serotoninérgicos, os niveis de 5-HT sé&o
regulados no ambiente extracelular em torno dos terminais neuronais (Gaspar et al.,
2003). Acredita-se que os niveis extracelulares de 5-HT sejam regulados nas
terminagbes dos neurbnios LSO por meio do SERT (Thompson et al.,, 2011). O
acumulo de 5-HT em neurdnios sensoriais nao-serotoninérgicos parece necessario
para a formacdo dos seus campos terminais, assim como a captacdo de 5-HT pode
ser necessaria para a organiza¢ado do padrao das proje¢des neuronais (Thompson et
al., 2011). Animais knockout TPH2 apresentam reducdo da inervacao
serotoninérgica nos nudcleos supraquiasmatico e paraventricular do hipotalamo
(Magliarini et al., 2013). E observado que o aumento na liberacio de serotonina
pode afetar a neurogénese no animal adulto, no entanto este mecanismo ainda nao
esta totalmente esclarecido (Vitalis e Parnavelas, 2003). Estes estudos indicam que
durante o desenvolvimento, o acumulo de serotonina em neurdnios n&o-
serotoninérgicos depende de uma regulacédo precisa dos niveis de 5-HT. A partir dos
estudos pode ser claramente observado que a exposicao a fluoxetina em periodos
precoces da vida afetam aspectos morfolégicos do sistema serotoninérgico no
encéfalo, possibilitando danos aos processos neurais modulados pela serotonina e
consequentemente interferindo no desenvolvimento do SNC (Mendes et al., 2010).

Nossos achados expdem que exposicdo a fluoxetina durante o periodo de
lactacdo induz aumento nos niveis de serotonina que é atenuado pelo aumento no
transportador de serotonina. O sistema serotoninérgico apresenta grande
plasticidade neural durante o periodo de desenvolvimento, esta habilidade é
essencial para a sobrevivéncia do organismo principalmente em um ambiente sob
mudancgas constantes. Apesar desta tentativa de controle da neurotransmisséo

serotoninérgica pelo transportador de serotonina, o elevador teor de serotonina
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promove danos a quantidade de neurdnios SERT-IR semanas apos a retirada do
farmaco. Estes danos ocorrem em regides hipotalamicas e do tronco encefalico,
responsaveis pelo controle da ingestdo alimentar e peso corporal, e permitem
compreender a menor eficiéncia da serotonina em induzir seu efeito hipofagico nos

animais jovens.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Concluimos que organizacdo do sistema serotoninérgico durante o periodo
critico de desenvolvimento é fundamental para a programacéo da ingestéo alimentar
em roedores. A exposi¢cdo neonatal a fluoxetina atenua a resposta hipofagica da
serotonina em animais jovens. O aumento do contetddo de serotonina hipotalamica,
promovido pela exposicdo a fluoxetina neonatal, foi atenuado apos a retirada do
farmaco em conseqiiéncia ao aumento dos niveis de transportador de serotonina no
hipotalamo, possivelmente como um mecanismo de controle da neurotransmissao
serotoninérgica. Apesar deste possivel controle, o bloqueio do transportador
associado ao aumento de serotonina no periodo neonatal também promoveu uma
reducdo na quantidade de neurbnios imunorreativos ao SERT no ndcleo
paraventricular e arqueado do hipotalamo, assim como, no ndcleo dorsal da rafe em
animais quando adultos jovens e sem continuacdo da exposi¢cdo ao farmaco. Em
suma, estes achados permitem compreender a importancia da expressao transitoria
da serotonina e seu transportador durante o periodo critico de desenvolvimento
como um fator chave para o adequado desenvolvimento de vias do controle do

balanco energético.
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Neonatal fluoxetine exposure modulates serotonergic neurotransmission and
disturb inhibitory action of serotonin on food intake.

Pinheiro, I. L.; Silva, A. |.; Reginato, A.; Silva Filho, R. C.; Galindo, L. C. M.; Matos,
R. J. B.; Ferraz, J. C.; Toscano, A. E.; Milanski, M.; Manh&es-de-Castro, R.; Sousa,
S. L.

The neurotransmitter serotonin (5-HT) acts as an important regulator of the critical
neurodevelopmental processes and thus alterations in 5-HT signaling early promotes
permanent structural and functional changes in brain. The selective serotonin
reuptake inhibitors (SSRIs), as fluoxetine and citalopram, blocking serotonin
transporter (SERT) at the presynaptic neuron, which regulates extracellular 5-HT
levels. Evidence suggests that the exposure to SSRIs in the neurodevelopmental
period may alters 5-HT signaling sensitivity on food intake control. The aim of the
present study was to evaluate the effects of neonatal exposure to fluoxetine on
molecular and cellular components of the serotonergic system and food intake
control in young animals. Methods: The animals were divided according to
experimental manipulation, Fluoxetine Group (FG): male pups received application of
fluoxetine (10 mg/kg, 10uL/g) and Saline Group (SG): male pups received saline
application (0.9% NaCl, 10uL/g), both throughout lactation (PND1 to PND21). They
evaluated body weight, food intake, SERT gene and protein expression, serotonin
content in the hypothalamus. The neonatal exposure to fluoxetine promoted
reduction in body weight, disturb the serotonin hypophagic response, and increase
the serotonin and SERT hypothalamic in young animals. We conclude that the
changes of components of the serotonergic system by neonatal exposure to
fluoxetine may be responsible for disturb the inhibitory action of serotonin on food
intake.

Keywords: Serotonin, Selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs), Lactation,
Serotonin Transporter (SERT), Phenotypic Plasticity.

1. Introduction

The serotonin (5-HT) regulates developmentally critical processes such as
neurogenesis, neuronal differentiation, synaptogenesis and also acts on the self-
regulation of serotonergic neurons and the development of target tissues during the
critical period [1,2]. In rodents brain, serotonergic neurons are evidents, in raphe
nuclei, between the tenth and twelfth day of gestation (E10-E12), with the synthesis
of endogenous serotonin was detected one day after arise [3,4]. The placenta
synthesizes 5-HT from maternally derived tryptophan precursor. Before 5-HT is

synthesized by the brain itself this feature exogenous serotonin produced by the
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placenta is required to maintain 5-HT normal levels in the early stage of development
[7]. The maturation occurs around to PND21, in the end of the critical period in rats
[3,5,6].

In the nervous system, the serotonin levels are regulates by the serotonin
transporter (SERT). SERT gene expression is detected in the cell body of
serotonergic neurons from the E12 and persists into adulthood in rodents. SERT acts
on activation and desensitization of serotonergic receptors such as 5-HT1B and 2-
HT2C [8]. Changes in SERT expression may alters serotonin signaling on 5-HT
receptors. Neonatal exposure to citalopram, a selective serotonin reuptake inhibitor
(SSRI), reduces SERT expression in the cortex of young and adult animals, and
tryptophan hydroxylase enzyme (TPH), the rate-limiting enzymes in 5-HT synthesis,
in the dorsal raphe nucleus of young animals after weaning [9]. SSRI block SERT,
preventing the return of 5-HT to the intracellular environment, extending its quantity
and permanency in the synaptic cleft [10]. In contrast to the prolonged effects of
neonatal exposure, chronic SSRI treatment in adults, showed no differences in the
expression of SERT and TPH [9]. These data indicate a greater sensitivity to SSRI
during the critical period of development of the nervous system.

Several studies investigating the neonatal exposure to SSRIs and its
consequences. In lactation, from PND1 to PND21, the use of SSRI induced low body
weight phenotype in young and adult animals [11,12,13,14]. Serotonin stimulates the
reduction of food intake by stimulating satiety in rats [15]. This relationship is
confirmed by studies showing an increase in serotonin levels in the hypothalamus to
promoted satiety [16] and its reduction as a stimulant intake [17]. Changes in
serotonin levels during early life caused morphological and behavioral adaptations
[18]. In addition, serotonin regulates feeding behavior by promote depolarization and
hyperpolarization of proopiomelanocortin neurons (POMC), via 5-HT2C receptor and
neuropeptide Y neurons (NPY) for acting on 5-HT1B receptors, respectively [19]. The
persistent increase in serotonin levels in the brain and hyperphagia have been
observed in animals that have suffered perinatal malnutrition [20,21]. Exposure to 5-
HT2C and 5-HT1B receptors agonists show a reduction in anorectic effects of
serotonin in malnourished animals accompanied by a reduced sensitivity of the 5-
HT1B receptor [21].
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This effect is observed in adult organisms, however, little is known as
serotonin plays a hypophagia action in developing organisms. We propose to
investigate the neonatal fluoxetine exposure promotes hyporesponsiveness to
reduced food intake through changes of components of the serotonergic system in

young animals.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

All experiments were performed in accordance to National Council for Animal
Experimentation Control (CONCEA) and approved by the Ethics Commission on the
Use of Animal — CEUA/UFPE (Case No 23076.001483/2010-61). Primiparous female
Wistar rats were maintained under standard conditions with a temperature of 23°C+1,
12h light/dark cycle (dark: 6:00am to 6:00pm/ light: 6:00pm to 6:00am) and access
ad libitum to water and food (commercial feed Labina® - Purina S/A).

At 120 days of age the rats were mated in the ratio of two females to one
male. Pregnancy was conformed by the presence of sperm in the vaginal smear.
One day after birth was considered the first day of life of the pups (P1) and was
conducted random randomization of pups with ideal body weight (6g-8g) holding
eight pups per dam. Each litter consisted of four pups from two pharmacological
manipulation, Fluoxetine (n=4) and Saline (n=4). At weaning (PND21) the pups were
allocated in cages with a total of four animals per cage until the time of analysis.

2.2. Experimental Groups

Initially, the experimental groups were randomly selected according to
pharmacological manipulation. The Neonatal Saline Group (SG) received saline
solution (0.9% NaCl, 10uL/g) and Neonatal Fluoxetine Group (FG) received
fluoxetine (10mg/kg, 10uL/g), both of them were administered in neonatal period on
PND1 to PND21 one hour after the start of the dark cycle (7:00am). The drug was
obtained as fluoxetine hydrochloride was dissolved in saline solution (0.9% NacCl).

In Feeding Test days, the animals received an acute fluoxetine or saline dose
(10 mg/kg, 10uL/g) subcutaneously. The experimental groups were formed according
to acute fluoxetina or saline dose: Neonatal Saline Group and Acute Saline in feeding
test (SG + S), Neonatal Saline Group and Acute Fluoxetine in feeding test (SG + F),
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Neonatal Fluoxetine Group and Acute Saline in feeding test (FG + S), and Neonatal

Fluoxetine Group and Acute Fluoxetine in feeding test (FG + F).

2.3. Experiments
2.3.1. Body weight and feeding test

At PND1 to PND21 the body weight of the pups was obtained daily. After
lactation, was recorded at PND40. At PND33, the animals were separated into
individual cages for adaptation to isolation. At PND40, after fasting 3 hours, it was
known amount of feed offered and evaluated 1 hour after intake by subtracting the
weight of the feed rejected by the offered initial weight (g). Intake was measured
again after 24 hours by subtracting the waste found by the initial weight of feed
offered. At PND41, to test the action of fluoxetine on food intake, the animals were
exposed to 3 hours of fasting and were then acute fluoxetine dose (10mg/kg,
10uL/g). After 30 minutes exposure, food intake was supplied and an hour was

calculated as described above.

2.3.2. Serotonin Content

The animals of the neonatal saline and fluoxetine groups were sacrificed by
decapitation on PND21, four hours after application of neonatal fluoxetine, and on
PNDA40. After opening the skull, the brain was removed from the cranial cavity and
dissected the hypothalamus. The tissues were placed in individual tubes and
immediately frozen on dry ice, and then placed in freezer -82°C until the time of
analysis. The hypothalamus was placed individually in tubes containing 1mL of
25mM Tris-HCI, pH 7.4, 1mM EDTA and 1mM EGTA, and homogenized with an
Ultra-Turrax homogenizer (PT 18/10 type, Janke & Kunkel KG, Staufen, Germany).
The homogenate was centrifuged at 11,0009 at 4°C for 30minutes. The results of the
supernatant was aliquoted for determining 5-HT levels. The tissue extract was used
to determine the protein concentration [22]. After homogenizing the protein
concentration in the hypothalamus it was determined by the Bradford method. This
method consists of the formation of a compound of the blue absorption between
basic amino acid residues of proteins and Coomassie blue dye. The absorbance

depends on the amino acid content present in the tissue protein content [23].
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Serotonin was determined by ELISA RE59121 kit (IBL, Hamburg, Germany)
according to the instruction manual. This enzyme immunoassay is based on the
principle of specific interaction between antigen and antibody. A purified antibody is
attached to the inner surface of each well of the microplate. The biotinylated antigen
and the non-biotinylated antigen (sample serotonin) compete for a fixed number of
antibody binding sites. The amount of biotinylated antigen that binds to the antibody
is inversely proportional to the concentration of the sample. When the system is in
equilibrium, the free biotinylated antigen is removed by a washing step and the
antigen bound biotinylated antibody is determined using an alkaline phosphatase
enzyme. The sample quantification is performed by comparing the enzymatic activity
with a sample response curve prepared using known standards. The determination
was performed in duplicate. The results are expressed in ng/mg protein [22].

2.3.3. Serotonin Transporter Gene expression

Quantitative real-time polymerase chain reaction (PCR) experiments were
conducted on mRNA extracted from whole hypothalamus. Total RNA was extracted
using the Trizol reagent (Invitrogen®,Carlsbad, CA, USA) and treated with DNAse
(RNAse free) for 30 minutes at 37°C. Afterwards, 2uL of purified RNA was reverse
transcribed using Superscript Il RNAseH - Reverse Transcriptase (Invitrogen®) in a
total volume of 20uL. The resulting cDNA was diluted to 50mL water free DNAse and
RNAse. Then 4,5uL of each diluted cDNA sample was used for PCR amplification
using SYBR Green (Qiagen®, Courtaboeuf, France) as fluorogenic in a thermocycler
(Qiagen®). The PCR procedure was an initial denaturation step of 5 min at 95°C
followed by 40 cycles of 30s at 95°C and 30s at 60°C. The forward and reverse
sequences (forward and reverse) primer used for amplification was: forward, 5'-GGA
GGC GAT GAG GAA AGA TGA TG - 3'; Reverse 5'-GGA AGA CAA AGA TGA TGG
AGA ACG - 3'. The relative levels of expression of the serotonin transporter mRNA in
tissue samples was calculated using the comparative method DCT (Livak and
Schmittgen, 2001) and B-actin RNA as normalizing gene [21].

2.3.4. Serotonin Transporter Density
After extraction, tissue samples from the hypothalamus (PND21 and PND40)
were homogenized in freshly prepared ice-cold buffer [1% (v/v) Triton X-100,
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0.1mol/L Tris, pH 7.4, 0.1mol/L sodium pyrophosphate, 0.1mol/L sodium fluoride,
0.01mol/L EDTA, 0.01mol/L sodium vanadate, 0.002mol/L PMSF and 0.01mg/mL
aprotinin]. Insoluble material was removed by centrifugation (11,000g) for 30 min at
4°C. The protein concentration of the supernatant was determined using the Bradford
dye-binding method. The supernatant was suspended in Laemmli sample buffer and
boiled for 5 min before separation by SDS-PAGE using a miniature gel apparatus
(BioRad, Richmond, CA, USA). Following electrophoresis, the proteins were
transferred to nitrocellulose membranes. The membranes were treated with a
blocking buffer (5% nonfat dried milk, 10mM Tris, 150nM NaCl and 0.02% Tween 20)
and were subsequently incubated overnight at 4°C with specific antibodies (anti-
SERT, sc-33724, Santa Cruz, 1:1000). The membranes were then incubated with
peroxidase Goat anti-mouse secondary antibodies (Jackson Immunoresearch,
1:40000). The proteins recognized by the secondary antibodies were detected by
chemiluminescence (Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate System —
Pierce Biotechnology) and visualized by exposing the blot to Kodak XAR film. Band
intensities were quantified by optical densitometry of developed autoradiographs
(Scion Image software, ScionCorp, Walkersville, MD, USA) and the intensities of the
bands were normalized to the loading of control B-actin (ab8227). All analyses were

done using three to five animals per group [47].

3. Data Analysis

The data of body weight, food intake, serotonin hypothalamic, gene and
protein expression SERT hypothalamic were analyzed by Student's t-test. In all
evaluations, the level of significance was p<0.05. All data were analysed using
GraphPad Prism5 software (GraphPad Inc., La Jolla, CA, USA).

4. Results
4.1. Weight Body

The fluoxetine group had a lower body weight gain from PND11 (SG,
25.7+0.6, n=10 vs FG, 22.0+0.6, n=10) until the end of lactation and persisted up to
PND40 (SG, 153.348.3, n=10 vs FG, 120.8+8.3, n=9) (Figure 1).
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Figure 1: Effect of neonatal fluoxetine exposure on Body Weight in lactation and at
PND40. The pups received saline solution (SG, n=10, 0.9% NaCl, 10uL/g) or
fluoxetine (FG, n=10, 10mg/kg, 10 pL/g) from PND1 to PND21. The data are
represented in MEAN+SEM. *P=0.01, *P=0.001, ***P=0.0001, Student's t-test.

4.2. Postnatal Food Intake

No difference was found in relative dietary intakes when compared to saline
groups (SG, 3.01+0.17g, n=11) and fluoxetine (FG, 3.36+0.22g, n=12). However,
when we block SERT with an acute dose of fluoxetine, we see a reduction in the
intake of saline group (SG, 3.01+0.17g, SG+FA, 2.31+0.21g, p=0,0142) but not for
those in the fluoxetine group (FG, 3.36+0.22g, FG+FA 3.37+0.269, p=0.9767) (Figure
2).
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Figure 2. Effect of neonatal fluoxetine exposure on Food Intake at PND40 and
PND41. The pups received saline solution (SG, n=18, 0.9% NaCl, 10uL/g) or
fluoxetine (FG, n=19, 10mg/kg, 10uL/g) from PND1 to PND21. The experimental
groups received an acute saline dose (SG + S; FG + S, 0.9% NaCl, 10uL/g) and an



102

acute fluoxetine dose (SG + F; FG + F, 10mg/kg, 10uL/g) one hour before the
feeding test. The data are represented in MEAN+SEM. *P<0.05, Student's t-test.

4.3. Serotonin Hypothalamic

The fluoxetine group presented an increase in the hypothalamic concentration
of 5-HT at 21 days of life when compared to the saline group (SG, 4.55+0.55; n=4 vs
FG, 7.12+0.96; n=3). However, after nineteen days without drug exposure at 40 days
of age, 5-HT levels did not show any change between groups (SG, 3.87+0.49, n=4 vs
FG, 3.55+0.46, n=3) (Figure 3).
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Figure 3: Effect of neonatal fluoxetine exposure on Serotonin Hypothalamic at
PND21 and PND40. The pups received saline solution (SG, n=4, 0.9% NaCl, 10uL/qg)
or fluoxetine (FG, n=3, 10mg/kg, 10uL/g) from PND1 to PND21. The data are
represented in MEAN£SEM. **P<0.06, Student's t-test.

4.4. SERT gene and protein expression in Hypothalamus

The fluoxetine group presented an increase SERT gene in hypothalamus at
PND21 (SG, 0.82+0.04, n=3 vs FG, 1.01+0.04 n=5) and PND40 (SG, 1,00+0.03, n=5
vs FG, 1.40+0.03, n=5) when compared to the saline group (Figure 4). It was also
observed higher protein content of the SERT in the hypothalamus of the fluoxetine
group when compared to the saline group at PND21 (SG, 100,00%4.47, n=5 vs FG,
119.25+6.47 n=4), and PND40 (SG, 92.29+3.40 n=4 vs FG, 117.96+8.75 n=4)
(Figure 5).
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Figure 4. Effect of neonatal fluoxetine exposure on SERT gene expression in
Hypothalamus at PND21 and PND40. The pups received saline solution (SG, n=3 or
5, 0.9% NaCl, 10uL/g) or fluoxetine (FG, n=4 or 5, 10mg/kg, 10uL/g) from PND1 to
PND21. Column pairs represent the expression of SERT mRNA levels relative to the
amplified endogenous 3-actin within the same sample under the same experimental
conditions. The data are analyzes were performed in triplicates and represented in
MEAN£SEM. *P<0,02; ***p<0,0001, Student's t-test.
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Figure 5: Effect of neonatal fluoxetine exposure on SERT protein expression in
Hypothalamus at PND21 and PND40. The pups received saline solution (SG, n=4,
0.9% NaCl, 10uL/g) or fluoxetine (FG, n=4, 10mg/kg, 10uL/g) from PND1 to PND21.
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endogenous B-actin. The data are analyzes were performed in duplicates and
represented in MEAN£SEM. *P<0,03, Student's t-test.

5. Discussion

In the present study, the neonatal exposure to fluoxetine promoted reduction
of the body weight of the animals from the 11th day of lactation, remaining after the
withdrawal of the drug until the PND40. Increased serotonin and serotonin
transporter concentration in the hypothalamus was also observed at PND21. The
increase of the serotonin transporter was maintained after PND40, promoting a
reestablishment of the serotonin levels of these animals. Associated with these
results, acute stimulation with fluoxetine at PND41 demonstrated the
hyporresponsiveness of the inhibitory action of serotonin on food intake.

In the literature it is well evidenced that the exposure to SSRI during lactation
induces a phenotype of low body weight and a reduction in food intake [11,12,13,14].
Fluoxetine exposure promoted a 22% reduction in body weight at PND21 [13].
Citalopram exposure also induced lower body weight when given at that time [12].
The low body weight phenotype remained until the adulthood of the animals exposed
to neonatal fluoxetine [14]. The increased synaptic availability of serotonin in the
CNS promoted by fluoxetine cause weight loss in rodents as a consequence of its
inverse relationship with energy consumption, as it promotes a reduction in food
intake by stimulating satiety in rats [15]. Inhibition of serotonin reuptake is related to
hypophagia [24]. This effect is observed in mature organisms, however, little is
known about how serotonin acts on energy balance regulation during growth and
development. Since during the period of development of the nervous system
serotonin does not appear to have its hypophagic action completely matured.

As observed in our findings, with the acute fluoxetine stimulus at PND41 the
animals did not present a reduction in food intake. This finding demonstrates a
hyporresponsiveness of the hypophagic action of serotonin as a consequence of the
neonatal exposure to fluoxetine. The perinatal malnutrition, an event that promotes
an increase in brain serotonin, also reduced the serotonergic hypophagic response
after acute application of fenfluramine in animals at PND35 [21]. The 5-HT2C
Knockout mice exhibited resistance to the anorectic effects of the agonist of this
receptor, mCPP, and of D-fenfluramine [25,26]. Some findings in the literature
indicate that the inhibitory action of serotonin and also of fenfluramine on food intake
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can be mediated through a mechanism of interaction by the 5-HT1B and 5-HT2C
receptors [14,19,21,27]. However, chronic exposure to SSRI favors the
desensitization of serotonergic receptors function as a consequence of prolonged
high 5-HT levels [28,29]. These evidences indicate that the postnatal period is
important for the programming of food intake in rodents. Notably, for the development
of appetite regulatory pathways in the hypothalamus, they occur predominantly after
birth [30,31].

We observed that chronic neonatal fluoxetine exposure increases the
hypothalamic serotonin content at the end of lactation, which returning to control
levels weeks after drug withdrawal. Studies with SSRIs show that blockade of
serotonin reuptake increases the synaptic 5-HT availability, similarly in SERT
knockout (SERTKO) animals [32]. In addition, serotonergic manipulation during the
perinatal period promotes changes in the components of this system [32,33,34,35]. It
was found that prenatal exposure to fluoxetine reduced 28% of 5-HT content in the
frontal cortex of male rats at PND26 [33]. Though, this difference was not observed in
the hypothalamus, hippocampus and brainstem [33]. These data demonstrate the
sensitivity of certain brain regions to SSRI exposure during the developmental phase
of the nervous system. MAO inhibitor-treated animals, a 5-HT degradation enzyme,
showed a reduction in the density of serotonergic terminals in the cortex on the
PNDS5, being more impaired at PND30 [36]. Exposure to SSRIs in the developmental
period may affect the regulation of central serotonin and consequently the normal
maturation of the pre and post-synaptic central serotoninergic pathways [33]. The
repercussions on serotonergic system homeostasis during the early developmental
period have received little attention, in contrast to the vast number of studies
investigating the use of SSRIs in adult animals and the effects on components of the
system in question.

The chronic neonatal fluoxetine exposure induced increased gene and protein
expression of the SERT in the hypothalamus during and after exposure to the drug.
This result demonstrates the control of serotonergic system. Such as a feedback
reaction for blockade of the reuptake, the SERT transcription gene and SERT
translation into protein would be increased even after suppression of the drug in
order to allow a greater control of high 5-HT extracellular levels at PND21. The use of

SSRIs during gestation or childhood can modify properties of neurons expressing
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SERT through changes in their specific transcription or changes in their gene
expression [37].

The results of long-term antidepressant use on SERT are contradictory. Many
studies on SSRIs and their action on the expression of SERT find increase, reduction
and other no changes [38,39,40,41,42]. This contradiction is due to the type of drug
used, the duration, the period of treatment, and the doses administered. Fluoxetine
exposure at last week of gestation caused an increase in SERT density in the lateral
nucleus of the hypothalamus at PND28 [40]. These animals also presented a
decrease in SERT density in the dorsomedial nucleus, and there was no difference in
arcuate, paraventricular and ventromedial hypothalamic nuclei [40]. These changes
are relevant since these nuclei play an important role in controlling eating behavior
and regulating body weight [43].

In mice, SERT expression brain is closely related to the distribution of TPH in
neuronal cell body [44]. Compensatory mechanisms and neuroadaptive changes
occur in SERTKO mice during the embryonic period and subsequent
neurodevelopment [34]. SERTKO mice have increased concentrations and release of
5-HT in the cortex and striatum [32]. As a result of poor recycling of serotonin, these
animals present compensatory alterations, such as increased synthesis and
turnorver of 5-HT in brain regions [34,35]. The control of 5-HT levels during the
critical period is important for the development of the nervous system. The high level
of 5-HT found during exposure to fluoxetine implies an increase in SERT activity and
stimulates the synthesis of new SERT proteins, promoting the increase of the gene
and protein expression of this transporter [45]. Substrate uptake and/or maintenance
of SERT activity allows retention of this transport protein on the surface of the plasma
membrane [46]. However, after discontinuation of drug administration, inhibition of 5-
HT uptake disappears [45]. From these data we conclude that the prolonged
increase of the serotoninergic activity in the brain, by chronic neonatal fluoxetine
exposure, induced a permanent adaptation on the homeostasis of serotonergic

neurotransmission and a disturb in inhibitory action of serotonin on food intake.
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Atividade Serotoninérgica Perinatal: um fator decisivo para o controle da

ingestao alimentar.

Isabeli Lins Pinheiro, Barbara Juacy Rodrigues Costa de Santana, Ligia Cristina

Monteiro Galindo, Raul Manhé&es de Castro e Sandra Lopes de Sousa.

Resumo

O sistema serotoninérgico apresenta funcbes no controle de eventos
bioldgicos fundamentais para o desenvolvimento adequado do sistema nervoso. A
serotonina (5-HT) e o Transportador de Serotonina (SERT) séo indispensaveis para
esta funcdo de controle. A disponibilidade destes componentes € precisamente
regulada durante o periodo de desenvolvimento, e podem sofrer interferéncias
provindas do ambiente alterando sua ac&o sobre o sistema nervoso. A desnutricdo,
a inibicdo da recaptacdo da serotonina a partir de farmacos e mudancas na
expressao de génica do transportador de serotonina na gestagcao e lactacdo podem
induzir o aumento de serotonina alterando sua acao anorexigena. As respostas
fisiolégicas desempenhadas pela serotonina no controle da ingestdo exibem uma
resisténcia quando requisitadas por estimulos ou estresses agudos, demonstrando
gue os animais ou individuos desenvolvem adaptac6es de acordo com as agressdes
ambientais sofridas no periodo de desenvolvimento. Patologias como, ansiedade e
obesidade, parecem estar associadas a resposta do organismo a um estresse ou
estimulo, necessitando de uma maior acdo do sistema serotoninérgico. Estes
achados demonstram a importancia do contetdo da serotonina no periodo perinatal
ao desenvolvimento de aspectos moleculares e morfolégicos do controle da ingestao
alimentar, e sua funcao determinante para a compreensdo das possiveis influéncias

ambientais causadoras de patologias na vida adulta.

Termos de indexagdo: Serotonina, Ingestdo alimentar, Crescimento e
desenvolvimento, Desnutri¢cao, Inibidores da Captacao de Serotonina.

Perinatal Serotonergic Activity: a decisive factor in the control of food intake.
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Isabeli Lins Pinheiro, Barbara Juacy Rodrigues Costa de Santana, Ligia Cristina

Monteiro Galindo, Raul Manhé&es de Castro e Sandra Lopes de Sousa.

Abstract

The serotoninergic system controls key events related to adequate nervous
system development (e.g. neurogenesis, sinaptogenesis, axonal mielinization). The
neurotransmitter Serotonin (5-HT) and the Serotonin Transporter (SERT) plays a
critical role control in the biological events. The availability of these components is
precisely regulated during the development period, and they may undergo
interferences from the environment by altering their action on the nervous system.
Environmental factors as undernutrition and selective serotonin reuptake inhibitors
(SSRIs) may increase the availability of serotonin in the synaptic cleft and alters its
anorectic action. The physiological responses performed by the intake control
serotonin exhibit resistance when requested by or acute stress stimuli, showing that
animals or individuals develop adjustments in accordance with the environmental
aggressions in the development period. Pathologies such as anxiety and obesity
appear to be associated with the body response to a stress or stimulus and require a
greater action of the serotonergic system. These findings demonstrate the
importance of serotonin content in perinatal period to the development of molecular
and morphological aspects of the control of food intake, and its decisive role in

understanding the possible environmental influence cause diseases in adulthood.

Keywords: Serotonin, Food Intake, Growth and Development, Malnutrition,
Serotonin Uptake Inhibitors.
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ingestao alimentar.

O sistema serotoninérgico é primordial para o desenvolvimento adequado do
sistema nervoso. A serotonina (5-HT) e o transportador de serotonina (SERT) séo
essenciais a ontogénese e maturacdo do sistema nervoso?. Influéncias ambientais
como a desnutricdo, a inibicdo seletiva da recaptagcéo da serotonina e a alteragéo na
expressdo génica do transportador de serotonina durante estagios precoces do
desenvolvimento podem induzir o aumento na dispobinilidade central de serotonina
favorecendo o atraso no disparo da saciedade associado a hiperfagia e a reducéo
de seus efeitos anorexigenos em organismos adultos?*. No entanto, apesar do
volume de pesquisas realizadas nos ultimos anos, a origem dos mecanismos
fisiolégicos e moleculares controlados pelo sistema serotoninérgico ainda néo foi
totalmente esclarecida. Este artigo de revisdo destaca a influéncia da atividade
serotoninérgica durante o periodo de desenvolvimento no controle da ingestédo

alimentar.

Periodo critico do desenvolvimento e Plasticidade Fenotipica

A plasticidade fenotipica € estabelecida para desempenhar a funcdo central
na etiologia de doencas crbnico-degenerativas, associada a hipotese da origem
desenvolvimentista da saude e da doenca. O risco do surgimento de doencas
cronicas demonstra estreita relacdo com o ambiente no qual o individuo se
desenvolveu e o estilo de vida em gque se encontra na vida adulta. A plasticidade
fenotipica € considerada um processo adaptativo que permite refinar os padrdes e
mecanismos de desenvolvimento do organismo de acordo com o ambiente em que 0
mesmo se encontra. Na perspectiva adaptativa, o individuo sera beneficiado por sua
capacidade de se adaptar as condi¢cdes do ambiente®.

Evidéncias destas adaptacdes estudadas ao longo dos anos em humanos
foram demonstradas em 1970, com o estudo de Ravelli®. A Fome Holandesa (Dutch
famine) foi denominada o periodo de escassez alimentar sofrido por mulheres
gestantes na 22 Guerra Mundial (1944-1945). Aproximadamente 300.000 homens
exibiram na vida adulta, diferentes padrdes na composicao corporal a depender do

periodo na qual haviam sido expostos a desnutricAo materna na gestacdo. Se a
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desnutricdo ocorresse no ultimo trimestre da gestacdo, esses individuos
apresentavam baixa incidéncia de obesidade. No entanto, se ocorresse no primeiro
trimestre, os individuos apresentavam uma maior incidéncia de obesidade®.

Na década de 60, Neel’ descreveu a “hipotese do gendtipo poupador”,
propondo que algumas populagcbes apresentavam maior susceptibilidade a
desenvolver resisténcia a insulina, podendo esta patologia estar associada a fatores
ambientais ou genéticos. Esta adaptacdo do organismo poderia trazer beneficios
para individuos que foram expostos a ambientes de escassez alimentar’. Algumas
hipéteses foram exploradas a partir do estudo de Neel’, levando a uma maior
compreensao sobre a importancia do periodo de gestacdo e aleitamento para a
susceptibilidade ao surgimento de patologias na vida adulta. Temas como
programacao metabdlica e periodo critico do desenvolvimento, atrelados a estes
conhecimentos permitiram uma maior compreensao sobre patologias como diabetes
e obesidade.

O periodo critico representa uma janela de desenvolvimento que ndo pode
ser invertida ou repetida em um momento posterior. Os processos de organizacéo
sdo modificados ou interrompidos mais facilmente durante o momento em que
ocorrem mais rapidamente®. Durante o desenvolvimento, em oposicdo ao periodo de
manutencdo, os processos fisioldgicos ndo apresentam uma taxa uniforme de
surgimento e duragdo. Todos o0s processos exibem periodos criticos cuja
importdncia e duracdo dependerd de suas taxas de variagdo. No encéfalo
embrionario, muitos eventos fisiolégicos apresentam uma aceleracéo, diminuicdo ou
término de suas atividades em um curto periodo de tempo. O conceito de
vulnerabilidade implica que o processo de organizacéo € sujeito as perturbacdes que
influenciam sua taxa de surgimento ou duracéo®.

O periodo de desenvolvimento do sistema nervoso € composto por eventos
biolégicos como proliferacdo e diferenciacdo celular, migracdo de neurdnios,
mielinizacdo e sinaptogénese que atuam na organizacdo e especializacdo de
diversas estruturas cerebrais®. Durante esta janela temporal, sdo extremamente
sensiveis aos estimulos provindos do ambiente®. Em humanos, o periodo critico
compreende a fase pré-natal, em particular o dltimo trimestre da gestacdo e tem
seguimento até os cinco primeiros anos de vida. Em roedores, esta fase perdura até

as trés primeiras semanas de vida p6s-natal, o periodo de aleitamento®.
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Estudos epidemioldgicos demonstraram a existéncia da correlacdo entre o
periodo critico do desenvolvimento com o surgimento de patologias metabdlicas na
vida adulta. Um dos primeiros sugerido por Hales e Barker!?, denominado Hipétese
do Fenodtipo Poupador (Thrifty Phenotype Hyphotesis), propés que estimulos ou
insultos ocorridos durante o periodo perinatal, gestacdo e aleitamento, poderiam
promover adaptacdes fisiologicas e metabdlicas. Estas adaptacfes poderiam
privilegiar o aporte nutricional para o desenvolvimento de 6Orgdos vitais, como o
encéfalo, em detrimento de outros 6rgdos. A curto prazo, 0 organismo teria a
capacidade de se adaptar ao meio ambiente a fim de permitir sua sobrevivéncia, no
entanto, a longo prazo, estas adaptacdes tornariam o organismo susceptivel ao
aparecimento de patologias. Os estudos da hipotese do Fendtipo Poupador
associam o pobre crescimento fetal e na infancia com o maior risco de
desenvolvimento de tolerancia a glicose diminuida e sindrome metabdlica na vida
adulta. Uma questdo chave para a discussédo da hipotese é a proporcao na qual os
mecanismos subjacentes sdo genéticos ou ambientais™®.

Em meio ao estudo das hipéteses do Genotipo Poupador, Fendtipo Poupador
e Programacdo Metabdlica surge um novo modelo tedérico proposto por Wells®, que
associa a trajetéria de crescimento desde a infancia até a maturidade ao risco de
doencas cardiovasculares na idade adulta. Nesta hipdtese, o peso ao nascer &
considerado como um indice de “capacidade metabdlica”’, na qual a estrutura e
funcdo dos 6rgdos durante a vida fetal e infancia sdo promotores da manutencédo da
homeostase. De acordo com este modelo, o aumento no tamanho do corpo e o
maior acumulo de tecido adiposo sao preditores do aumento da carga metabdlica,
da mesma maneira que o baixo peso ao nascer é preditor de uma capacidade
metabolica reduzida®.

Os modelos tedricos estdo inseridos na Hipotese da Origem Fetal de Doencas
da Vida Adulta ou Plasticidade Fenotipica. Segundo Gluckman e Hasson!!, a
predisposicdo genética associada a estimulos ambientais durante o
desenvolvimento do organismo influenciam as respostas adaptativas do mesmo ao
ambiente atual e favorecem o aparecimento de patologias na vida adulta. Sendo
assim, a Plasticidade Fenotipica representa as respostas de organismos a diferentes
condicbes ambientais que geram uma série de fendtipos distintos (estados

morfolégicos ou fisioldgicos) potencialmente expressos por um genétipo!l. Para
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ajustar os processos celulares de acordo com alteracdes das condicdes ambientais,
a programacado epigenética permite modificacdo hereditaria e reversivel da
expressdo génica sem alteracdo na sequéncia do DNA??, A regulacédo epigenética
pode “programar’ a informacdo genética e o destino celular, e determinar a
funcionalidade do organismo, incluindo o cérebro. Estes mecanismos permitem
respostas adaptativas as alteracdbes do ambiente e otimizam as chances de
sobrevivéncia e reproducdo’?. Em mamiferos, os sinais que induzem a plasticidade
do desenvolvimento sdo mediados durante o periodo fetal e neonatal'?. A inducéo
de fenotipos alterados nos filhotes através das maes pode envolver alteracdes no
epigenoma devido a alteracdes na atividade da DNA metiltransferase e estruturas de
histonas'?. Nesta revisdo, destacamos influéncias ambientais como a desnutricéo, a
inibicdo seletiva da recaptacao da serotonina e a alteracdo na expressao génica do
transportador de serotonina durante o periodo desenvolvimento associados ao
conteudo de serotonina no Sistema Nervoso Central neste periodo como eventos
ambientais promotores de modificacdes estruturais, fisiolégicas e comportamentais,

especialmente no controle da ingest&o alimentar.

Sistema Serotoninérgico e Desenvolvimento

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) é uma monoamina amplamente
distribuida no sistema nervoso central. Durante o desenvolvimento, atua como
sinalizador celular, neuromodulador, horménio e neurotransmissor, e sua funcao
pode variar a depender da regido que esta localizada e da fase de desenvolvimento
e maturacdo na qual o organismo se encontra. A atividade desta molécula influencia
a inducdo de neurogénese, diferenciacdo neuronal, sinaptogénese e também
permite a auto-regulacdo de neurdnios serotoninérgicos e desenvolvimento de
tecidos-alvos®®. O controle destes eventos bioldégicos é fundamental para o
desenvolvimento adequado do sistema nervoso central. Os primeiros estudos
puderam identificar o conteudo central de serotonina, morfologia de seus neurdnios,
assim como, componentes deste sistema de neurotransmissdo, a enzima triptofano
hidroxilase (TPH), o transportador de serotonina (SERT) e a presencga da propria
serotoninal14-16,

No encéfalo humano, os neurdnios 5-HT sdo evidenciados pela primeira vez

no tronco encefalico a partir da 52 semana de gestacéo'“. Os niveis encefélicos de
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5-HT aumentam ao longo da gestacdo até os dois primeiros anos de vida, com o
pico aos cinco anos de vidal’. Em roedores, o aparecimento de neurbnios
serotoninérgicos ocorre entre 0 10° a 12° dia de vida do embrido, com sintese de
serotonina detectada um dia ap0s este surgimento e sua maturagdo completa ocorre
ao final do periodo critico®'>. Apds seu surgimento, os neurdnios serotoninérgicos
emergem a partir dos nucleos da rafe a fim de modular o desenvolvimento e
maturacgdo de circuitos neuronais no Hipotalamo, NTS, Cértex Cerebral®1819,

A serotonina apresenta caracteristica hidrofilica e ndo ultrapassa a barreira
hemato-encefalica (BHE), para que atue no SNC € necessario que sua sintese
ocorra no mesmo, a partir do aminoacido essencial triptofano. Este aminoacido deve
ser adquirido através do alimento na dieta, pois néo é sintetizado pelo organismo?°.
A sintese de serotonina central ocorre principalmente em neurdnios serotoninérgicos
do nucleo dorsal da rafe. Uma vez digerido, triptofano apresenta-se numa forma livre
ou ligado a albumina no plasma. Apos sua entrada no neurbnio, o triptofano é
hidrolisado a 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima TPH-2, presente no sistema
nervoso central®. Em seguida, o 5-HTP é descarboxilado pela enzima I-amino&cido
aromatico descarboxilase para formar serotonina.

ApoOs sua sintese nos neurdnios da rafe, a serotonina € armazenada em
vesiculas presentes nos neurdnios pré-sinapticos. Quando livre na fenda sinaptica, a
5-HT pode atuar em seus receptores, entretanto, ap0s esta interacdo, sua acao é
encerrada. Uma das vias de degradacdo da serotonina é realizada por acao das
enzimas monoamino oxidase A e B. Sua ac¢do gera o acido 5-hidroxiindolacético?!.
Um segundo mecanismo de degradacdo da serotonina se da através de sua
recaptacéo pelo seu transportador, localizado na membrana pré-sinaptica??. O SERT
€ o principal responsavel pela regulacdo dos niveis de 5-HT na fenda sinaptica. Esta
proteina de membrana plasmatica tem a funcéo de recaptar a 5-HT, ndo degradada
pela MAO na fenda sinaptica, de volta ao interior dos neurdnios pré-sinapticos??. A
remocdo ativa reduz os niveis de neurotransmissor na fenda sinaptica mais
rapidamente, restringe os efeitos da liberacdo da 5-HT para areas menores e
permite que pelo menos uma parte da liberagdo quimica possa ser reciclada para o
uso posterior??. O SERT apresenta uma mudanca em sua conformacdo e move uma
ou mais moléculas de serotonina por ciclo, ao contrario de canais, que ficam abertos

ou fechados, isto permite a saida de moléculas através da membrana bicamada.
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Os niveis de serotonina durante o desenvolvimento do sistema nervoso sdo
precisamente regulados, sendo detectada precocemente uma intensa
imunorreatividade serotoninérgical. Na gestacédo, a placenta demonstra a habilidade
de sintetizar e transportar serotonina a partir de um complexo sistema de conversao
do triptofano materno, aminoacido precursor da serotonina, em serotonina liberando-
a na circulacdo fetal?®. Um possivel mecanismo pode prevenir a hiperinervagéo de
neurdnios serotoninérgicos ocorre através do aumento pré-natal na disponibilidade
de triptofano, este aumento retarda o desenvolvimento de ax6nios serotoninérgicos
e reduz a sintese de 5-HT?* A inervacdo serotonérgica passa por fases de
hiperinervacdo ou expresséo temporaria de alguns receptores serotoninérgicos, 0s
quais podem ser decisivos para a participacdo da serotonina no desenvolvimento e
plasticidade do sistema nervoso central. Em mamiferos, a densidade final e
distribuicdo de terminais serotoninérgicos sdo moldadas durante a maturacdo pos-
natal do sistema nervoso centrall. O excesso de 5-HT durante a embriogénese em
animais SERT Knockout diminui rEVERSIVELMENTE a velocidade de migracéo
radial de neurbnios piramidais corticais, afetando a arborizagdo destes circuitos
neurais. E o receptor 5-HTes expresso em progenitores de neurdnios piramidais
quando ativados, replicam os efeitos da estimulacdo serotoninérgical®. Estes
achados suportam a hipbtese que a desregulacdo na homeostase serotoninérgica
durante o desenvolvimento pode afetar a formacdo do circuito neocortical e
contribuir para o aumento da vulnerabilidade de desordens psiquiatricas®®. Porém, a
inibicdo do crescimento e inervacdo de neurdnios serotoninérgicos pode ser um
importante indutor de anormalidades estruturais e comportamentais.

Os neurdnios serotoninérgicos estdo amplamente distribuidos no encéfalo de
roedores. Suas projecdes originam-se a partir dos nucleos da rafe, localizados ao
longo da linha média do tronco encefalico, e consistem em numerosos e distintos
grupos de neurbnios que se organizam emitindo projecbes ascendentes e
descendentes!?>. Dois grupos de neurdnios serotoninérgicos parecem ter um padrédo
de maturacdo e migracao distintos. O grupo rostral formado pelos nucleos Dorsal
(DR), Caudal Linear (CLi), Mediano (MnR) enviam projecdes predominantemente
rostrais para o tdlamo e hipotalamo. Enquanto o grupo caudal formado pelos nucleos
Palido (RPa), Nucleo Obscuro (ROb), Nucleo Magno (RMg) projetam-se mais caudal

e ventralmente para inervar a medula espinhal e o cerebelo?>. Em fungdo de sua
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grande distribuicdo no SNC, a serotonina influencia diversas esferas fisioldgicas dos
mamiferos, desde a regulacdo cardiovascular, respiratéria, gastrointestinal,
sensibilidade a dor e termogénese, além da manutencdo do apetite, ritmo circadiano,
comportamento alimentar e sexual, humor, locomoc¢éo, sono, aprendizado e
memoria?®.

O desenvolvimento das propriedades serotonérgicas dos neurdnios da rafe,
como sintese, recaptacdo, e armazenamento de serotonina, dependem de um
sistema de feedback positivo, por meio da presenca de pequenas quantidades de 5-
HT, a fim de iniciar sua propria sintese e estimular o desenvolvimento destas
propriedades mesmo em neurdnios que normalmente ndo produzem 5-HT?’. Este
mecanismo pode ser responsavel pelo rapido desenvolvimento dos neurdnios
serotoninérgicos e pela presencga transitoria da 5-HT em alguns neurénios durante o
desenvolvimento!®. A sintese da 5-HT, a partir do triptofano, é aumentada em
resposta a frequéncia de estimulacéo elétrica do corpo celular serotoninérgico®:22,
Requerimentos a curto prazo para o aumento da sintese de 5-HT podem ocorrer
através de alteracfes nas propriedades cinéticas da TPH, sem necessitar 0 aumento
do conteldo da prépria enzima TPH?2. O equilibrio da neurotransmisséo
serotoninérgica pode apresentar um aumento em seus processos metabdlicos a fim

de se adaptar as demandas exigidas pelos estimulos e agressdes ambientais.

Serotonina e Ingestao Alimentar

A alimentacdo pode ser primariamente considerada um comportamento
regulatério com a funcdo de suprir a necessidade energética dos tecidos corporais,
sendo um processo critico para a sobrevivéncia®®. O nlcleo do trato solitario (NTS) e
o hipotalamo séo considerados centros para detec¢éo e resposta a sinais de fome e
de saciedade. O NTS é a primeira regido do SNC a receber informacdes
viscerosensoriais da cavidade oral e de regifes periféricas, principalmente via nervo
vago e controla o inicio e término da ingestdo alimentar e o tamanho das refeicdes?°.
As informagfes que chegam a este ndcleo sdo processadas e transmitidas a outras
areas encefalicas como hipotalamo e complexo parabranquial através de conexdes
diretas ou reciprocas®®-®2. O nlcleo parabraquial lateral recebe aferéncias do NTS
que podem estar envolvidas nas respostas viscerosensoriais®®. Essas projecoes
neuronais sdo uma importante via para a supressdo da ingestdo alimentar. A

estimulacdo de fibras no Nucleo Parabraquial Lateral promoveu uma redugcao na
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ingestdo de alimentos®?. Ainda, o NTS repassa tais informacgfes viscerais para
centros de controle homeostatico do hipotalamo e recebe projecdes descendentes
do hipotadlamo lateral e nucleo paraventricular (PVN)33l, Os nlcleos arqueado,
ventromedial, dorsomedial, paraventricular e a area do hipotdlamo lateral estdo
associados a regulacdo do balanco energético®. O hipotalamo recebe aferéncias
vagais provindas do trato gastrointestinal, pancreas, figado e tecido adiposo e
integra com informacgdes centrais de fome e saciedade*®.

A serotonina esta intimamente relacionada a ingestédo alimentar, e parece ter
uma relacdo inversa com o0 consumo energético, pois promove reducdo da ingestao
alimentar por estimular a saciedade em ratos33. No hipotadlamo, a elevagdo dos
niveis de serotonina promove a saciedade e sua reducéo estimula a ingestdo®3. Os
neurbnios serotoninérgicos, a partir dos nucleos da rafe, enviam projecdes para o
hipotalamo a fim de controlar aspectos da ingestdo alimentar como a selecao de
macronutrientes e o tamanho da refei¢cdo, e o balanco energético na manutencao do
peso corporal®33, O NTS e o hipotdlamo exibem populacdes neuronais que
expressam Neuropeptideo Y (NPY), Transcrito Regulado pela Cocaina e Anfetamina
(CART), Proteina Relacionada ao Agouti (AgRP) e Proopiomelanocortina (POMC).
Os neurbnios POMC do NTS séao ativados por aferéncias vagais e sinais
saciogénicos que contribuem para limitar a ingestdo3®?. A estimulacdo de neurénios
AgRP e NPY favorece a ingestdo alimentar e reduz o gasto energético, enquanto
gue a estimulacdo dos neurdnios POMC e CART sinaliza para reducao da ingestéo
alimentar e aumento do gasto energético'®. Estas respostas podem ser mediadas
por receptores serotoninérgicos®*. Divididos em sete classes (5HT1 a 5HT7) e 14
subtipos?®, os receptores 5-HT1a%, 5-HT18% e 5-HT2c3* apresentam acdo
serotoninérgica sobre a ingestdo alimentar. A aplicacdo central de 8-OH-DPAT,
agonista do 5-HTia, induziu hiperfagia®®. Os receptores 5HTie expressos em
neurdnios serotoninérgicos atuam como autoreceptores inibindo a adenilato ciclase,
hiperpolarizando o neur6nio e diminuindo a liberacédo de serotonina®*. Os receptores
5HT2c parecem modular o tamanho da refeicdo e duragcdo do comportamento de
alimentacdo®:. No nucleo arqueado do hipotadlamo, 5-HT hiperpolariza e inibe os
neurénios AgRP, promovendo redu¢do na inibicdo das células POMC através dos
receptores 5-HT1s. A0 mesmo tempo, esta monoamina age sobre os receptores 5-

HT2c promovendo ativacdo dos neurbnios POMC, modulando reciprocamente a
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ingestdo alimentar através dos receptores 5-HTis e 5-HT2c34. O ritmo de atividade
serotoninérgica, em relacdo ao comportamento alimentar, possui relacdo com a
transicdo do ciclo de luz dia e noite, como refletido por mudangas temporais em
resposta a estimulacdo do receptor 5-HTis no hipotalamo medial e na liberacdo e
utilizacdo da 5-HT enddégena. Uma maior atividade serotoninérgica inicia no comego
da ativacdo do periodo de alimentacdo, justamente na transicdo do ciclo claro e
escuro de luz®®. No inicio do ciclo escuro, o periodo ativo para alimentacéo livre dos
roedores, a estimulacdo serotoninérgica € mais efetiva em suprimir a ingestdo
alimentar e em particular, a ingestdo de carboidratos3¢. Genes responsaveis pela
regulacdo da acdo serotoninérgica, como o gene SLC6Al14, que codifica
transportadores de aminoacidos dependentes de sédio e cloreto, e o0 gene 5-HTR2C,
que codifica o receptor 5-HT2c, podem ser determinantes ao controle da ingestao
alimentar e estado nutricional de criancas. O gene SLC6A14 regula a disponibilidade
de triptofano para a sintese de serotonina. Criancas de 7 e 8 anos de idade com
polimorfismos SLC6A14 (rs2312054) e SLC6A14 (rs12391221) analisados em
leucécitos apresentam maior ingestdo alimentar®. Este achado pode indicar uma
possivel associacdo destes polimorfismos ao desenvolvimento de obesidade em
adultos.

A interacdo entre a nutricdo no periodo critico do desenvolvimento, a acdo da
serotonina e repercussdes na vida adulta tem sido documentada por diversos
pesquisadores®?37:38:3%940 A desnutricdo perinatal representa um dos fatores
ambientais responsaveis por alteracfes estruturais e funcionais no desenvolvimento
do sistema nervoso central, como reducdo do numero e forma dos neurdnios,
quantidade de neurotransmissores>*l. Em especial, o sistema serotoninérgico
apresenta grande sensibilidade as influéncias provindas da desnutricdo perinatal?.
Observa-se 0 aumento dos niveis encefalicos de serotonina no periodo pés-natal e
na idade adulta de animais submetidos a desnutricdo protéica perinatal. Estas
alteracbes podem estar relacionadas ao aumento na concentracdo de triptofano
encefalico e na atividade da 5-triptofano-hidroxilase, afirmando a necessidade de um
controle refinado na disponibilidade de 5-HT encefalica durante o periodo critico do
desenvolvimento?. Estas modificacdes podem ocorrer em consequéncia as

mudancas na resposta da neurotransmissao da serotonina.
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A desnutricdo protéica perinatal parece promover uma reducédo na evolucao
ponderal e ingestdo alimentar em ratos3/:383%940 Qs animais apresentam menor
ganho de peso corporal ao longo do crescimento, além de um menor peso corporal
na idade adulta. Apesar deste menor peso corporal, a desnutricdo protéica perinatal
promove aumento na ingestdo alimentar dos animais®*®. No periodo neonatal, a
desnutricdo protéica reduziu a eficiéncia mastigatoria, diminuindo, enfraquecendo e
retardando a maturacdo de musculos mastigatérios e o circuito neuronal
associado®. Uma alteracédo funcional associada a desnutricdo neonatal e a ingestéo
de alimentos parece estimular uma resisténcia aos efeitos inibitorios do triptofano
sobre a ingestéo alimentar na idade adulta®®. Esta resisténcia aos efeitos inibitérios
da serotonina também foi observada em animais desnutridos na gestacdo e
lactacdo, quando submetidos a uma aplicacdo aguda de fenfluramina®’. A acéo da 5-
HT sobre o controle da ingestao parece falhar com a reducdo do aporte protéico
durante o periodo critico de desenvolvimento.

A compreensédo da regulacdo da expressdo de genes, como mecanismo de
inducdo de diferentes fendtipos proporcionados pela nutricdo materna durante o
periodo critico, permite uma maior compreensado da relacdo da serotonina com o
controle da ingestdo alimentar. A auséncia do mecanismo de recaptacdo de
serotonina, em animais SERT knockout, promove aumento nas concentracdes
extracelulares de serotonina*?. Apesar da caracteristica hipofagica da 5-HT, estes
animais apresentam um fenétipo obeso em idade adulta*®. O mecanismo pelo qual
este fendtipo obeso se apresenta nestes animais ainda ndo foi totalmente
compreendido. Estes roedores obesos nao apresentaram hiperfagia, porém
demonstram um comportamento exploratoério alterado, sdo hipoativos e demonstram
reduzida atividade locomotora na gaiola*3. Este fenétipo obeso pode ser revertido
em animais SERT upregulation, demonstrando uma possivel consequéncia da
diminuicdo dos niveis extracelulares de serotonina encefalica através da maior
expressdo do SERT. Este animal apresenta peso corporal reduzido e ndo possui
alteracdo na ingestdo alimentar444°,

Alguns farmacos como a fenfluramina, podem aumentar as concentracdes de
5-HT por um mecanismo estimulatério da liberacdo vesicular e inibicdo de sua
recaptacéo, promovendo hipofagia, reducdo do tamanho da refeicdo e aumento nos

intervalos entre as refeicbes em roedores®. A fenfluramina tem como funcgédo
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suprimir a ingestado de alimentos e facilitar a perda de peso corporal por aumentar a
taxa metabdlica®’. A manipulacédo farmacoldgica ou genética através da inibicdo do
SERT também apresenta evidéncias sobre a inibicdo da ingestédo alimentar. Estudos
com o aumento induzido de serotonina com Inibidores seletivos da recaptacédo de
serotonina (ISRS) demonstraram reducdo na ingestdo alimentar. A fluoxetina
promove aumento de serotonina no hipotadlamo e amplia sua agéo hipofagica:.

A exposicdo a ISRS durante a lactagdo induz reducdo no peso corporal e na
ingestdo alimentar*®3, O uso de citalopram na lactacdo promoveu a reducdo do
crescimento corporal e retardo na maturacdo de caracteristicas fisicas em
roedores?’. A exposicdo a fluoxetina promoveu reducdo de 22% do peso corporal
aos 21 dias de vida“*. O fendtipo de baixo peso corporal permaneceu até a idade
adulta dos animais expostos a fluoxetina neonatal®>. A fluoxetina aumenta a
serotonina estimulando a saciedade, reducdo da ingestdo alimentar e do peso
corporal em roedores®3. No hipotadlamo, o desenvolvimento das vias regulatérias do
apetite ocorrem predominantemente apds o nascimento®. Estas evidéncias indicam
que o periodo poés-natal tem importancia para a programacéo da ingestao alimentar
em roedores.

As respostas fisiolégicas apresentam uma resisténcia quando sao
requisitadas em estimulos ou estresses agudos, demonstrando que estes
organismos desenvolvem adaptacdes de acordo com as manipulagdes sofridas nos
periodos de desenvolvimento ou periodos criticos que ndo sdo capazes que
solucionar a depender das demandas de um novo ambiente. O desenvolvimento de
ansiedade, obesidade e outras patologias parecem estar associadas a necessidade
do organismo responder a um estresse ou estimulo que requer uma maior atuacao
dos sistemas de controle do organismo, como 0 sistema serotoninérgico. Estes
achados demonstram a importancia da serotonina perinatal ao desenvolvimento de
componentes moleculares e morfolégicos do controle da ingestdo alimentar, e sua
funcdo determinante para a compreensdo das possiveis influéncias ambientais

causadoras de patologias na vida adulta.
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ANEXOS

ANEXO A: Aprovacdo do estudo em comité de ética.
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ANEXO A: COMITE DE ETICA

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

1\

Recife, 14 de agosto de 2012.
Oficio n® 466/12

Da Comissé&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof®. Sandra Lopes de Souza

Departamento de Anatomia — CCB

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.008725/2012-18

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado, “Fases do desenvolvimento de componentes do sistema
serotoninérgico em ratos Wistar submetidos a desnutri¢do ou inibi¢do do transportador
de serotonina durante a lactagdo”.

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

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

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

realizados.

Origem dos animais: Biotério do Departamento de! Atenciosamente,

Nutricdo - UFPE; Animais: Ratos: Linhagem: Wistar; 5 -

| Sexo: machos; Idade: neonatos (1° ao 21° dia); Peso: 6-8 | éms (/(/L,(/
t@mas; Numero de animais previsto no protocolo: 160 ] /

l“"folp tharia Taraca :‘\m‘an'
& Presidente do CEEA
CEPE




