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"Ando devagar, porque ja tive pressa
E levo esse sorriso, porque jd chorei demais.

Hoje me sinto mais forte, mais feliz quem sabe,
Eu s levo a certeza de que muito pouco sei,
Eu nada sei.

Conhecer as manhas e as manhds,
O sabor das massas e das magds.

E preciso amor pra poder pulsar,
E preciso paz pra poder sorrir,
E preciso a chuva para florir.

Penso que cumprir a vida seja simplesmente
Compreender a marcha, ir focando em frente.

Como um velho boiadeiro levando a boiada,
Eu vou tocando os dias pela longa estrada eu vou,
De estrada eu sou.

Todo mundo ama um dia, todo mundo chora,
Um dia a gente chega, no outro vai embora.

Cada um de nés compde a sua histaria,
E cada ser em si, carrega o dom de ser capaz,

E ser feliz.

Ando devagar porque ja tive pressa
E levo esse sorriso porque ja chorei demais.

Cada um de nés compde a sua histaria,
Cada ser em si carrega o dom de ser capaz, e ser feliz".

Almir Sater
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estudar a manipulacdo farmacoldgica do sistema
noradrenérgico no periodo de aleitamento, seus efeitos sobre o desenvolvimento somético e
sensorio-motor e repercussdes desse tratamento sobre o padrdo de consumo alimentar
adulto. Ratos neonatos foram tratados com solucédo salina (NaCl 0,9%, s.c.), ou reboxetina
(20mg/Kg p.c., s.c) ou clonidina (0,2mg/Kg p.c, s.c). Durante o periodo neonatal foi
observado que a reboxetina ndo alterou os parametros de crescimento somatico, tais como
evolucdo ponderal, medidas murinométricas e maturacdo de caracteristicas fisicas. Foi
observado antecipacdo do reflexo de aversdo ao precipicio, mas ndo houve alteracdo dos
demais reflexos. O tratamento neonatal com clonidina provocou reducdo do ganho de peso
e reducdo do crescimento dos eixos do cranio. N&o alterou a maturagdo das caracteristicas
fisicas e a ontogénese de reflexos. No rato adulto, o tratamento neonatal com reboxetina
ocasionou reducdo do consumo alimentar, da ingestdo hidrica e da eliminacdo fecal. O
tratamento com clonidina aumentou a ingestdo hidrica, a eliminacdo fecal e a eliminacdo
urinaria. Concluimos que a inibicdo neonatal da recaptura da noradrenalina nédo retarda o
padrdo de crescimento somatico, mas alterou o desenvolvimento sensoério-motor, e que a
ativacdo de receptores adrenérgicos alfa-2 com agonistas adrenérgicos alfa-2, retardou o
crescimento somatico. Concluimos também que ambas manipulacGes alteraram de forma
duradoura o padr@o de consumo alimentar na vida adulta.
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ABSTRACT

The objective of this work was to study the pharmacological manipulation of the
noradrenergic system in the suckling period, its possible effects on the somatic and
sensorial-motor development and the eventual repercussions on the pattern of adult
alimentary consumption. Neonate rats were treated with saline solution (NaCl 0,9%, s.c.),
or reboxetine (20mg/Kg p.c., s.c) or clonidine (0,2mg/Kg p.c, s.c). During the period
neonatal, the reboxetina didn't alter the parameters of somatic growth, such as: body
evolution, murinometric measures and maturation of physical characteristics. There was
anticipation of the cliff avoidance reflex, but there was not alteration of the other reflexes.
The neonatal treatment with clonidine provoked reduction of the weight gain and reduction
of the growth of the axis of the cranium. It didn't alter the maturation of the physical
characteristics and the ontogenesis of reflexes. In the adult rat, the treatment neonatal with
reboxetine caused reduction of the alimentary consumption, of the water ingestion and of
the fecal elimination. The treatment with clonidine increased the ingestion of water, the
fecal elimination and the urinary elimination. In conclusion, the inhibition neonatal of the
reuptake of the noradrenalin doesn't delay the pattern of somatic growth, but it can alter the
development sensorial-motor; the activation of alpha-2 adrenergic receptors with its
agonists can delay the somatic growth. The pharmacological manipulations accomplished in
that study they can alter the pattern of alimentary consumption in the adult life.
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1.INTRODUCAO



Durante o desenvolvimento das estruturas dos sistemas fisioldgicos, inclusive do
sistema nervoso, podem ser distinguidas de forma geral trés fases. Na primeira ocorre
rapida divisdo celular e o tamanho das células permanece constante. A segunda fase é
caracterizada pelo aumento no nimero e no tamanho das células, e na relacdo
proteina/DNA, devido ao decréscimo na sintese deste. Na terceira fase hd aumento no
tamanho celular, com interrupcdo da sintese de DNA, enquanto continua o acumulo de
proteinas (Winick et al, 1972). Essas fases sdo caracterizadas por hiperplasia, hiperplasia
com hipertrofia, e hipertrofia, respectivamente (Winick et al, 1972).

Durante a ontogénese do sistema nervoso central, tanto no homem como no rato, a
fase que envolve processos de diferenciagdo neuronal, migragdo, sinaptogénese,
multiplicacdo glial e mielinizacdo é particularmente decisiva para a determinacdo das
caracteristicas morfofuncionais adultas (Dobbing, 1964; Morgane et al., 1978). Desta
forma, este periodo € considerado critico no desenvolvimento (Winick et al, 1972,
Morgane et al, 1993). Manipula¢6es nutricionais ou farmacoldgicas podem alterar aspectos
relacionados ao desenvolvimento (Manhaes de Castro, 2001; Deir6 et al, 2004; Souza et
al., 2004; Morgane et al., 2002).

A regulacdo do padréo e da velocidade dos processos de crescimento e a diferenciacdo
celular caracteristicos de cada espécie ocorrem através das interacfes de sinais quimicos,
que direta ou indiretamente, agem sobre genes especificos (Turlejski, 1996). Esta
sinalizacdo ocorre em nivel celular, envolvendo moléculas difusiveis e receptores de
membrana (McConnel, 1990). Algumas destas substancias que sinalizam a diferenciacao de
células no sistema nervoso sdo denominadas neurotransmissores, que também participam
no crescimento e desenvolvimento de 6rgdos em outros sistemas fisiologicos (Levitt et al,

1997).
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Os sistemas de neurotransmissores estdo presentes desde a embriogénese no sistema
nervoso, em organismos primitivos (Wallace, 1982; Turlejsky, 1996; Buznikov et al, 2001)
e em espécies mais evoluidas (Lauder e Krebs, 1978; Patel et al, 1983; Weiss et al, 1998).
Em embrides de roedores, por exemplo, as catecolminas tém sido detectadas nos estagios
iniciais da divisao celular (Burden e Lawrence, 1973; Sady-Kova et al, 1990; Rowe et al,
1993).Vérios estudos ainda indicam que esses neuromediadores regulam varios processos
basicos do desenvolvimento, dentre os quais, divisdo, morfogénese e diferenciacdo celular
(Buznikov, 1990, 1996, 1999). As catecolaminas parecem exercer regulacdo especifica
sobre a proliferacdo e diferenciacdo das células nervosas (Pabbathi et al, 1997; Miranda-

Contreras et al, 1998; Pliego Rivero et al, 1999; Herlenius e Langercrantz, 2001).

1.1. DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NORADRENERGICO

Dentre as catecolaminas, substancias sintetizadas a partir do aminoacido tirosina,
destaca-se a noradrenalina. Esse neurotransmissor € largamente distribuido no sistema
nervoso central (Moore e Bloom, 1979). Apresenta também acdo periférica, sendo o
principal neurotransmissor nos neurdnios pds-ganglionares do sistema nervoso autdbnomo
simpatico (Burt, 1995). No encéfalo, as vias noradrenégicas se originam no locus coeruleus
do tronco encefalico, inervando o coértex, tdlamo, amigdala, hipocampo, hipotalamo e

medula espinal (Foote et al, 1983).
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Fig. 2. Projecdes do sistema noradrenérgico
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Os neurdnios noradrenérgicos aparecem no estagio inicial de maturacdo do sistema
nervoso central. No rato esse estagio se da entre o0 10° e o 14° dia de vida fetal e no Homem
entre a 5° e a 6° semana gestacional (Sundstron et al, 1993).

Existem consideraveis evidéncias de que a noradrenalina, através de acdo sobre os
seus receptores, exerce um importante papel durante o desenvolvimento do sistema nervoso

central (Felten et al, 1982; Parnavelas e Blue, 1982; Lorton et al, 1988; Lauder, 1993;
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Rowe et al, 1993; Pendleton et al, 1998; Helenius e Langercrantz, 2004). A noradrenalina
regula varios aspectos do desenvolvimento neuronal inclusive migracdo, diferenciacéo,
sinaptogénese, plasticidade, expressdo de enzimas metabolicas, densidade e sensibilidade
de receptores a neurotransmissores (Méier et al, 1991; Whitaker-Azmitia, 1991; Lauder,
1993).

Os receptores adrenérgicos sdo encontrados nos neurdnios adrenérgicos no sistema
nervoso central e também no sistema nervoso periférico nas conexdes entre os ganglios
simpéticos e o 6rgdo efetor (Zanine, 1994). A acdo em nivel celular da noradrenalina €
produzida através de ativacdo de 3 tipos de receptores: alfa-1, alfa-2 e beta adrenérgicos
(Torres et al, 2003, Bylund et al, 1994). Os receptor alfa-1 e beta sdo receptores pos-
sinapticos, ja os receptores alfa-2 sdo pré e pos-sinapticos (Zanine, 1994; Stahl, 1997). Os
receptores adrenérgicos alfa-2 pré-sinapticos regulam a liberagcdo de noradrenalina, quando
estes receptores séo ativados ocorre inibicdo da liberacdo de noradrenalina (Starke, 2001,
Bucheler et al, 2002). Os receptores adrenérgicos alfa-2 poés-sinapticos participam da
transducéo dos sinais (Happe et al, 2004).

Apbs liberada, a noradrenalina presente na fenda sinaptica é recaptada por proteinas
transportadoras. Estas proteinas estdo localizadas no terminal pré-sinaptico (Stahl, 1997).
Elas interrompem a acdo sinéptica da noradrenalina, retirando as moléculas que estdo livres
na fenda sinaptica, interrompendo assim a acdo destas (Stahl, 1997). Estas proteinas
transportadoras sdo vitais para a regularizacdo da atividade funcional de neurdnios
noradrenérgicos e assim sdo alvo natural para drogas psicoativas (Sanders et al, 2005). Uma
vez no interior do terminal nervoso pré-sinaptico, a noradrenalina pode ser rearmazenada
em vesiculas para subsequente reutilizacdo, ou pode ser destruida por acdo de enzimas
mitocondriais (Bylund et al, 1994; Stahl, 1997; Hein and Kobilka, 1997; Kable et al, 2000;

Torres et al, 2003).
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Uma forma de manipular o sistema noradrenérgico é, farmacologicamente, através
dos inibidores seletivos da recaptacdo de noradrenalina (ISRn) (Riva et al, 1989). A acéo
destas substdncias aumenta a concentracdo de noradrenalina na fenda sinaptica,
potencializando seu efeito. Recentemente, foi desenvolvida a reboxetina, uma droga capaz
de inibir seletivamente a recaptacdo de noradrenalina (Riva et al, 1989; Dostert et al, 1997,
Wong et al, 2000).

Outra forma de interferir no sistema noradrenérgico, é através da utilizagdo de
agonista do receptor alfa-2, como a clonidina. Este agonista, ao ativar os receptores pré-
sinapticos, inibe a liberacdo de noradrenalina (Starke, 2001) e consequentemente promove
diminui¢do da concentragdo do neutransmissor na fenda sinaptica. Estes procedimentos
possibilitam, por exemplo, o estudo dos efeitos da noradrenalina sobre o desenvolvimento.
Agonistas sdo farmacos que atuam em receptores e elicita uma resposta que pode ser um
aumento ou uma diminui¢cdo em uma manifestacdo particular da atividade celular ou de
células as quais 0s receptores estdo associados. Atuam em um conjunto especifico de
receptores de uma dada célula (ou populacdo de células) de modo que o complexo agonista-
receptor desencadeia uma resposta quando os receptores ndo estdo engajados em interagoes

com drogas de origem exogena ou endégena (Zanine, 1994).
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Fig. 3. Manipulacdo farmacoldgica do sistema noradrenérgico: (A) Esquema representado a liberacdo e
recaptacdo normal da noradrenalina, (B) a acdo de um inibidor seletivo da recaptacdo de noradrenalina, e (C) a
acdo de um agonista alfa-2 adrenérgico.

Estimulos ou insultos no periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso
podem resultar em mudancas a longo prazo na estrutura e na funcdo organica. Por exemplo,
0 estresse cuja atividade catecolaminérgica esta exacerbada, incidindo no periodo pré-natal
ou perinatal, pode causar distarbios na expressdo de neurotransmissores e
neuromoduladores e seus receptores e, por conseguinte, no plano de suas atividades

(Herlenius e Langercrantz, 2004).

1.2. NORADRENALINA E CONSUMO ALIMENTAR

A noradrenalina participa da regulacdo de varios comportamentos, dentre 0s quais,

destaca-se 0 comportamento alimentar. A expressdao do comportamento alimentar é o
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resultado da interacdo entre mecanismos periféricos e centrais de controle (York, 1999;
Hallford e Blundell, 2000; Kobayashi, 2001). AlteracGes provocadas nestes mecanismos
podem acarretar transtornos no padrdo comportamental (Blundell et al, 1993).

Uma das principais estruturas do SNC envolvida na regulacdo do comportamento
alimentar é o hipotalamo. Os nucleos hipotalamicos paraventricular, dorsomedial, arqueado
e hipotalamo lateral apresentam direta relacdo com o controle do comportamento alimentar
(Kalra, 1999). Os estudos mais recentes tém identificado no hipotalamo os sitios de
producdo, liberacdo e area de atuacdo de varias moléculas que estimulam ou inibem a
ingestdo alimentar (Leibowitz et al, 1989; Horvath et al, 1995; Horvath et al, 1996).

O periodo critico de diferenciacdo e maturagdo do hipotalamo é pés-natal (Pozzo-
Miller e Aoki, 1992). Durante esse periodo, essa estrutura € vulnerdvel a influéncias
ambientais que podem modificar sua estrutura e funcdo, o que pode ser base para o
desencadeamento de patologias na vida adulta (Davidowa e Plagemann, 2001).

Neurdnios noradrenérgicos enviam projecOes para o hipotdlamo (Palkovis, 1981),
estas podem estar envolvidas com 0s mecanismos que controlam o comportamento
alimentar (Wellman, 2000). O hipotalamo possui altos niveis de receptores alfa-2 no adulto
(Happe et al, 2004). Em ratos, A partir do 1° dia p6s-natal mais de 50% dos niveis desses
receptores sao observados nesta regido (Sanders et al, 2005; Happe et al, 2004). Receptores
noradrenérgicos atuam de forma especifica modulando o comportamento alimentar
(National Task Force on the Prevention and Treatment of Obesity, 1996). Assim, a ativagédo
de receptores alfa-1, beta-2 e beta-3 promove redugéo do consumo de alimentos, enquanto a
estimulacdo de receptores alfa-2 induz aumento neste consumo (National Task Force on the
Prevention and Treatment of Obesity, 1996; Tsujii e Bray, 1998; White et al, 2004; Ramos,
2005). Certas drogas podem atuar reduzindo o consumo alimentar via liberagdo de

noradrenalina e subsequentemente ativacao de receptores alfa-1 (Wellman, 2000).
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A diversidade de fun¢es atribuidas a noradrenalina e ao receptor alfa-2 adrenérgico
durante o periodo de rapido crescimento do sistema nervoso é notavel. Desperta grande
interesse o fato de existirem funcgdes troficas relacionadas a esse neurotransmissor, além de
sua presenca expressiva nesta fase do desenvolvimento. Existe uma complexa relacdo entre
os eventos celulares que ocorrem durante o desenvolvimento do sistema nervoso e 0sS
processos da construcdo de comportamentos, muito dos quais sdo a base para a
sobrevivéncia da espécie. A evolucdo de padrGes de comportamento alimentar esta entre os
comportamentos vitais. A alteracdo funcional promovida por agentes farmacoldgicos, nesse
sistema, durante o desenvolvimento € uma questdo relevante. A proposta deste trabalho €
avaliar a influencia do sistema noradrenérgico nos processos de desenvolvimento e

também, suas repercussdes sobre os padrdes de consumo alimentar no adulto.
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2. JUSTIFICATIVA



E crescente na clinica o uso de antidepressivos no tratamento da depressido pés-parto e
em criancas e adolescentes (Sanders et al, 2005). Grande parte dos antidepressivos atuais
atuam em sistemas de monoaminas, tais como a serotonina e a noradrenalina, e é de grande
necessidade a aquisi¢do de novos conhecimentos a respeito do papel da noradrenalina sobre
0 desenvolvimento, bem como se perturbacbes nestes sistemas no periodo critico de
desenvolvimento podem provocar alteragbes fisiologicas e comportamentais que se
perpetuem até a vida adulta.

E escasso na literatura estudos que utilizem a administracio de agentes noradrenérgicos
no periodo neonatal. Dessa forma este estudo, utilizando o rato como modelo experimental,
poderd fornecer subsidios para melhor compreensdo dos efeitos de manipulacdes
farmacoldgicas do sistema noradrenérgico durante o periodo critico de desenvolvimento do
sistema nervoso central sobre o crescimento somatico e sensdrio-motor, e suas repercussoes
sobre o consumo alimentar adulto. Além disso, os resultados poderdo contribuir para
esclarecer o possivel envolvimento do sistema noradrenérgico no crescimento e
desenvolvimento.

Este estudo também tem grande importancia para o grupo de pesquisa “Nutri¢éo,
Neuropsicofarmacologia e Imunidade”, pois contribui para a consolidacdo da hipdtese da
participacdo de neurotransmissores sobre o crescimento e desenvolvimento em especial a

serotonina e a noradrenalina.
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3. OBJETIVOS



Geral:

Investigar em ratos, durante o periodo de aleitamento, os efeitos do tratamento com
inibidor seletivo da recaptacdo da noradrenalina ou de agonista adrenérgico, sobre a
maturacdo somatica, o desenvolvimento sensério-motor e o padrdo adulto do consumo

alimentar e hidrico.

Especificos:

Avaliar:
No periodo neonatal:

e A evolucdo ponderal,

e A evolucdo das medidas murinomeétricas: eixos latero-lateral e antero-posterior do
créanio, eixo longitudinal do corpo e comprimento da cauda;

e A maturacdo de caracteristicas fisicas: abertura dos olhos, abertura do pavilhdo e
conduto auditivo e irrupcao dos incisivos superiores e inferiores;

e A ontogénese dos reflexos: preensdo palmar, recuperacdo de decubito, aversdo ao
precipicio, colocacdo pelas vibrissas, geotaxia negativa, reacdo de aceleracdo e

reacdo ao susto;

Na Idade Adulta:

e O consumo alimentar e hidrico;

e A eliminacgdo fecal e urinaria.

28



4. HIPOTESES




A manipulagdo farmacoldgica durante o periodo de aleitamento com inibidor da
recaptura da noradrenalina em ratos, ndo promove altera¢cBes no crescimento somatico e

desenvolvimento sensério-motor.

A manipulagdo farmacoldgica durante o periodo de aleitamento com inibidor da
recaptura da noradrenalina em ratos, ndo promove alteragdo no padrdo do consumo

alimentar e hidrico no rato adulto.

A manipulacdo farmacoldgica durante o periodo de aleitamento com agonista
adrenérgico em ratos, promove alteragdes no crescimento somatico e desenvolvimento

sensério-motor.

A manipulagdo farmacoldgica durante o periodo de aleitamento com agonista
adrenérgico em ratos, ndo promove alteracdo no padrdo do consumo alimentar e hidrico no

rato adulto.
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5. MATERIAIS E
METODOS



5.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar, da col6nia do Departamento de
Nutri¢do da Universidade Federal de Pernambuco. Estes receberam dieta padréo do biotério
(LABINA - Purina do Brasil S/A) e 4gua ad libitum, durante toda a vida. Os animais foram
mantidos em sala com temperatura de 23 + 2° C e ciclo de claro-escuro de 12h (luz: 6:00 as
18:00 h; escuro: 18:00 as 6:00 h). Apo6s o nascimento, seis ratos neonatos machos, com no
minimo 6g, foram escolhidos e mantidos com suas médes para amamentacdo durante 0s
primeiros 21 dias pds-natais. O dia do nascimento foi considerado dia 0 (zero), sendo o
tratamento e as avaliagGes iniciados 24 horas apds o parto (1° dia). Cada ninhada foi
composta por 6 filhostes, destes, 3 animais eram tratados com solucdo salina (n = 25, 0,9%
de NaCl, 1 ml/kg, s.c) e 3 animais eram tratados com reboxetina (n = 25, 20 mg/Kg, s.c), ou
com clonidina, (n = 15, 0,2mg/Kg, s.c)

Os animais receberam o tratamento diariamente as 13 h, do 1° ao 21° dia pés-natal.
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5.2. ESTUDO DE INDICADORES DE DESENVOLVIMENTO SOMATICO.

5.2.1. AvaliacGes Murinomeétricas

Cada animal era avaliado diariamente de 12:00 as 13:00, nos primeiros 21 dias de

vida, quanto as seguintes medidas:

e Peso Corporal (PC) - Era aferido diariamente, utilizando-se uma balanca
eletronica (Marte, modelo S-000 com sensibilidade para 0,01g) afim de, entre outros

objetivos, estabelecer a evolugdo ponderal dos grupos experimentais.

e Eixo Latero-lateral do Cranio (ELLc) — Este eixo era considerado tendo como
referéncia a linha perpendicular ao eixo longitudinal do crénio, dividindo os pavilhGes
auriculares ao meio. O pesquisador continha o animal com uma das maos, tendo a cabeca
deste entre os dedos indicador e polegar. Assim, com auxilio do paquimetro, procedia-se a

medida, em mm, do eixo latero-lateral do cranio (Fig. 4A).

e Eixo Antero-posterior do Cranio (EAPc) - Para a medida do eixo antero-
posterior do cranio, era tomado como referéncia, a linha média que vai da extremidade do
focinho até o ponto coincidente com a crista occipital. O pesquisador continha o rato com
uma das méos, mantendo a cabeca do animal entre os dedos indicador e polegar. Tomando-

se desta forma a medida, em mm, com auxilio do paquimetro (Fig 4B).

e Eixo Longitudinal do Corpo (EL) - O eixo longitudinal era medido, contendo

delicadamente o corpo do animal com os dedos de forma que o corpo fosse mantido sob os

dedos anular e médio e a cauda sob o indicador, causando uma rapida imobilizacdo. Dessa
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forma com ajuda de uma caneta, 0s pontos entre o focinho e a base da cauda eram marcados

e a distancia entre estes, efetuada com paquimetro (Fig. 4C).

e Comprimento da Cauda (CC) - O animal era contido delicadamente com uma
das maos do pesquisador. Em seguida, era encostado o trem posterior do animal na borda de
uma mesa lisa e plana. Por sobre a mesa, a cauda do animal era delicadamente mantida bem
estirada. Com uma caneta, era feito uma marca na mesa, coincidente com a extremidade da
cauda. Media-se entdo a distancia em mm, entre as duas extremidades, com a ajuda de um

paquimetro (marca FWP) (Fig. 4D).
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5.2.2. Avaliacdo da Maturacéo de Caracteristicas Fisicas:

Cada animal dos diferentes grupos foi analisado diariamente, do 1° ao 21° dia pos-
natal, entre 12:00 e 13:00 horas, quanto a maturacdo dos seguintes caracteres fisicos:
Abertura do pavilhdo auditivo (APA), abertura do conduto auditivo (ACA), irrupgdo dos
incisivos inferiores (I11) e superiores (11S) e abertura dos olhos (AO). Era considerado o
primeiro dia de uma série de dois dias de confirmacdo a observacdo da caracteristica em
estudo. Estas caracteristicas fisicas eram observadas com a ajuda de uma lupa (2x) com

foco luminoso, da seguinte forma:

APA - Era observado quando os dois pavilhdes, primitivamente dobrados ao
nascimento sobre o orificio auricular, desfizessem a dobra, ficando livre e palpavel pelo
pesquisador (Fig. 5A).

ACA - Era registrado no dia em que os dois orificios auriculares, primitivamente
obliterados, abriam-se, tornando-se visivel com auxilio de lupa com foco luminoso (Fig.
5B).

Il - A irrupcdo dos incisivos inferiores era registrada, quando se observa o
rompimento da gengiva com exposicao incisal (Fig. 5C).

IIS - A irrupcdo dos incisivos superiores era registrada, quando se observa o
rompimento da gengiva com exposicao incisal (Fig. 5C).

AO - Era registrado o dia em que ambos 0s olhos se encontravam abertos e com a

presencga de movimento palpebral (Fig. 5D).
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5.3. AVALIACAO DA ONTOGENESE DE REFLEXOS.

Foram analisados diariamente, em cada animal dos diferentes grupos, do 1° ao 21°
dia pos-natal, das 11:00 as 13:00 horas o desenvolvimento dos seguintes reflexos:
Preensdo Palmar (PP), Recuperacdo de Deculbito (RD), Colocacdo pelas Vibrissas (CV),
Aversao ao Precipicio (AV), Geotaxia Negativa (GN), Resposta ao Susto (RS) e Reacéo de
Aceleracdo (RA) (Smart e Dobbing, 1971). Para cada um dos reflexos, foi registrado o dia

da sua consolidacéo, apos trés dias consecutivos de confirmacao.

Procedeu-se as avaliagbes do desenvolvimento sensério-motor (reflexos),
utilizando-se instrumentos elaborados ou existentes no laboratorio, conforme descricédo

abaixo:

e PP - Utilizando-se um bastonete com aproximadamente 5cm de comprimento por
1mm de didametro, fazia-se uma leve percussdo na palma da pata dianteira esquerda de cada
animal. A resposta positiva era considerada, quando houvesse a flexdo répida dos dedos
apos duas tentativas. Este reflexo é primitivo e inato, sendo sua presenca indicativa de
imaturidade do sistema nervoso, ou seja, com a maturagdo ocorre inibicdo deste reflexo.
Registra-se, portanto, o dia do desaparecimento do reflexo como resposta negativa (Fig.
6A)

e RD - O rato era colocado em decubito dorsal sobre uma superficie plana.
Considerarou-se a resposta positiva, quando o animal girasse 0 corpo e assumisse a posi¢do
de decubito ventral apoiado nas quatro patas sobre a superficie, num periodo maximo de

10s (Fig. 6B)

36



e CV - O rato era suspenso pela cauda de tal forma, que suas vibrissas tocassem
levemente a borda de uma mesa. A resposta era considerada positiva, quando o animal, no
tempo maximo de 10s, colocasse as patas anteriores sobre a mesa tentando caminhar (Fig.
6C).

e AP - O animal era colocado com as patas dianteiras sobre a borda de uma
superficie plana e alta (mesa) de maneira a detectar o precipicio. A resposta positiva era
considerada quando o animal, no tempo méaximo de 10s, se deslocasse 45° do precipicio,
caracterizando a averséo (Fig. 6D).

e GN - O animal era colocado ao centro de uma rampa de 45° de inclinagdo forrada
com material antiderrapante (papel crepom), com a cabeca no sentido descendente. A
resposta reflexa era considerada positiva quando o animal, num periodo maximo de 10s, o
animal se voltasse completamente, girando o corpo aproximadamente 140° e posicionando
a cabeca em sentido ascendente (Fig. 7A).

e RS - O rato era submetido a um estampido agudo, produzido pela percusséo de
um bastdo metélico sobre um recipiente também metalico. A resposta era considerada
positiva quando ocorresse uma simultanea retracdo e imobilizacdo rapida e involuntéria do
corpo do animal, caracteristica do susto (Fig. 7B).

e RA - Segurando-se o rato pelas quatro patas, com o dorso voltado para baixo, a uma
altura de 30 cm (uma régua de 30 cm, perpendicular ao plano servira como guia), era observada
sua queda livre sobre um leito de espuma sintética (30 x 12 cm). A resposta era considerada
positiva, quando o animal girava completamente o corpo, voltando o ventre para baixo, caindo

na superficie apoiado sobre as quatro patas (Fig 7C).
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5.4. ESTUDO DO PADRAO DO CONSUMO ALIMENTAR ADULTO

Aos 60 dias de vida os animais foram colocados em gaiola metabdlica individual de
acrilico. A gaiola metabolica dispGe de comedouro, bebedouro, coletor de fezes e de urina
(Fig. 8A). Apos 3 dias de adaptacdo, foi aferido diariamente o peso, a ingestdo de racdo e de
agua, a eliminacdo de fezes e de urina. Essas avaliagdes foram realizadas durante 7 dias a
contar a partir do 4° dia em que os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas. As
avaliagfes sempre foram efetuadas entre 12:00 e 13:00 horas. Para cada animal dos

diferentes grupos, foram avaliados os seguintes dados:

Peso Corporal: O peso corporal foi aferido em balanca digital (Marte, modelo S-

000, com sensibilidade de 0,019).

Racao: Diariamente foi oferecido 25 g de racdo (Labina), em pd, e apds 24 horas era
pesado o rejeito. A diferenca entre a quota oferecida e o rejeito foi considerado a quota
ingerida. Todas as pesagens foram realizadas em balanca digital (Marte, modelo S-000,

capacidade para 4Kg, precisdo de 0,01 g) (Fig. 8B).

Agua: Diariamente foi oferecido 100ml de &gua, e apds 24 horas era medido o
volume rejeitado. A diferenca entre a quota oferecida e o rejeito era considerado a quota
ingerida. O volumes oferecidos e rejeitados eram quantificados em proveta graduada (Fig.

8C).

Fezes: Diariamente, o volume fecal encontrado no coletor de fezes da gaiola era

pesado em balanga digital. Em seguida o coletor era esvaziado (Fig. 8D).
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Urina: Diariamente, a urina encontrada no coletor era medida em proveta graduada.

O volume encontrado era expresso em ml (Fig. 8D).

Através dos dados coletados, foram obtidos:

Variacdo Percentual de Peso: Foi calculado através da seguinte formula: VPP =
(PD - PI)/P1 X 100. Onde, PI é o Peso Corporal Absoluto (PCA) no inicio do tratamento e

PD (Peso diario) é o PCA em um dia qualquer durante o tratamento.

Ingestdo Alimentar Absoluta (IAA): Corresponde a quantidade de ragéo ingerida,
em gramas, pelo animal diariamente. Para o calculo, utilizava-se a formula: QI = QO- RA.

Onde, QO ¢ a quota oferecida e RA é a quota rejeitada, tomado 24 horas ap6s a QO.

Ingestdo Alimentar Relativa (IAR): Foi calculado através da seguinte formula:
IAR = (IAA/PCA) X 100. Onde, IAA é a ingestdo alimentar absoluta e PCA é 0 peso

corporal absoluto tomado 24 horas apds a QO.

Ingestdo Hidrica Absoluta (IHA): Corresponde a quantidade de agua ingerida, em
ml, pelo animal diariamente. Para o calculo, foi utilizada a formula: QHI = QHO - RH.

Onde, QHO ¢ a quota hidrica oferecida e RH € a quota rejeitada tomado 24 horas apos a

QO.
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Ingestdo Hidrica Relativa (IHR): Foi calculada utilizando a seguinte formula: IHR
= (IHA/PCA) X 100. Onde, IHA é a ingestdo hidrica absoluta e PCA é o peso corporal

absoluto tomado 24 horas ap6s a QO.

Eliminacao Fecal Absoluta (EFA): Corresponde ao peso absoluto (em gramas) das

fezes de cada animal obtido em um dia qualquer durante o tratamento.

Eliminagdo Fecal Relativa (EFR): Foi calculada utilizando a seguinte formula:

EFR=(EFA / PCA) X 100. Onde, EFA ¢ a eliminacdo fecal absoluta e PCA é 0 peso

corporal absoluto tomado no mesmo dia da obtencéo de EFA.

Eliminacdo Urinaria Absoluta (EUA): Corresponde ao volume de urina, em ml,

eliminado por cada animal obtido em um dia qualquer durante o tratamento.

Eliminacdo Urinaria Relativa (EUR): Foi calculada utilizando a seguinte formula:

EUR=(EUA / PCA) X 100. Onde, EUA ¢ a eliminacdo urinaria absoluta e PCA é 0 peso

corporal absoluto tomado no mesmo dia da obtengéo de EUA.

Estes indices foram calculados segundo a metodologia de Deird (1998).
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5.5. ANALISE ESTATISTICA:

Para comparagdo dos parametros entre os grupos, foi empregado a ANOVA ONE
WAY, seguida de teste de Dunnet, para os dados paramétricos. Para os dados ndo
paramétricos, foi utilizado o teste de Kruskal-wallis seguido do teste de Dunn’s. A
significancia estatistica foi considerada, admitindo-se um nivel critico de 5% em todos 0s

Casos.
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Fig 4. Procedimentos para avaliacdo das medidas de crescimento somatico: (A) Eixo latero-
lateral do cranio, (B) Eixo antero-posterior do cranio, (C) Eixo longitudinal do corpo, (D)
Comprimento da cauda (Fotografias: Barros, 1999).
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Fig. 5. Procedimentos para avaliacdo da maturacao das caracteristicas fisicas: (A) Abertura
do pavilhdo auditivo, (B) Abertura do conduto auditivo, (C) Irrupcdo dos incisivos, (D)
Abertura dos olhos (Fotografias: Barros, 1999).
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Fig. 6. Procedimento para avaliacdo de reflexos (parte 1): (A) Preensdo palmar, (B)
Recuperacao de decubito, (C) Colocacao pelas vibrissas, (D) Aversdo ao precipicio
(Fotografias: Barros, 1999).
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Fig. 7. Procedimento para avaliagcdo de reflexos (parte 2): (A) Geotaxia negativa, (B)
Reacéo ao susto, (C) Reacéo de aceleracdo (Fotografias: Barros, 1999).

45



Bebedouro

Comedouro

Coletor de 4gua

derramada Coletor de fezes
Coletor de urina
| ST
«;_:‘;_‘
34
PN
= i M
B C

D

Fig. 8. Gaiola metabdlica: (A) Fotografia de uma gaiola metabdlica, (B) Figura ilustrativa
mostrando o animal posicionado junto ao comedouro, (C) Figura ilustrativa mostrando o
animal posicionado junto ao bebedouro e mostrando a coleta de sobra de bebidas pelo
dreno, (D) Figura ilustrativa mostrando a separacdo de fezes e urina. Fotografias:

www.instrulab.com.br.
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6. RESULTADOS



6.1. INDICADORES DE CRESCIMENTO SOMATICO
6.1.1. MEDIDAS MURINOMETRICAS
Peso Corporal

Quanto a evolugdo ponderal, o grupo reboxetina ndo diferiu do grupo salina, durante
os primeiros 21 dias pos-natal. No entanto, o grupo clonidina apresentou menor ganho de

peso comparado ao grupo salina (p<0,05) a partir do 13° dia (Fig. 9).
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Fig. 9. Evolucéo ponderal de ratos neonatos submetidos a tratamento com reboxetina ou clonidina durante o
periodo de aleitamento. Os filhotes receberam diariamente solugéo salina (n = 25, NaCl 0,9%), ou reboxetina
(n = 25, 20mg/Kg p.c, s.c), ou clonidina (n = 15, 0,2mg/Kg p.c, s.c), do 1° ao 21° dia de vida. Os dados estdo
representados em média + DP. (#) indica diferenca entre o grupo clonidina e o grupo salina (p< 0,05)
(ANOVA one Way, seguido de teste de Dunnet).
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Eixos do Cranio

Quando comparado os trés grupos foi observado redugdo dos eixos para 0 grupo
clonidina. Essa diferenca foi significativa (p<0,05) a partir do 8° dia de vida para o Eixo
Latero-lateral (Fig. 11A), e a partir do 18° dia para o Eixo Antero-posterior (Fig. 11B), e se

manteve até o 21° dia. Entre o grupo salina e o grupo reboxetina ndo houve diferenca (Fig.

10).
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Fig. 10. Evolucdo do eixo latero-lateral (A) e antero-posterior (B) do cranio de ratos neonatos submetidos a
tratamento com reboxetina ou clonidina durante o periodo de aleitamento. Os filhotes receberam diariamente
solucéo salina (n = 25, NaCl 0,9%), ou reboxetina (n = 25, 20mg/Kg p.c, s.c), ou clonidina (n = 15, 0,2mg/Kg
p.c, s.c), do 1° ao 21° dia de vida. Os dados estdo representados em média + DP. (#) indica diferenca entre o
grupo clonidina e o grupo salina (p< 0,05) (ANOVA one Way, seguido de teste de Dunnet).
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Eixo Longitudinal do Corpo e Comprimento da Cauda

Durante os 21 dias pos-natal, 0s grupos reboxetina e clonidina ndo diferiram do
grupo salina (p<0,05) quanto ao eixo longitudinal (Fig. 11A).

Quanto ao comprimento da cauda néo foi observado diferenga significativa (p<0,05)
entre os grupos reboxetina e clonidina quando comparados ao grupo salina, durante os 21

dias pos-natal (Fig. 11B).
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Fig. 11. Evolucdo do eixo longitudinal do corpo (A) e comprimento da cauda (B) de ratos neonatos
submetidos a tratamento com reboxetina ou clonidina durante o periodo de aleitamento. Os filhotes receberam
diariamente solucéo salina (n = 25, NaCl 0,9%), ou reboxetina (n = 25, 20mg/Kg p.c, s.c), ou clonidina (n =
15, 0,2mg/Kg p.c, s.c), do 1° ao 21° dia de vida. Os dados estdo representados em média + DP. Nao houve
diferenca entre os grupos (p> 0,05) (ANOVA one Way, seguido de teste de Dunnet).
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6.1.2. MATURACAO DAS CARACTERISTICAS FISICAS

A maturacdo das caracteristicas fisicas dos grupos reboxetina e clonidina
ocorreram em dias semelhantes ao grupo salina, ndo apresentando diferenca significativa

(p< 0,05) em nenhum dos parametros avaliados (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito do tratamento neonatal com reboxetina ou clonidina sobre a maturagéo de
caracteristicas fisicas em ratos. Os filhotes receberam diariamente solucdo salina (n = 25,
NaCl 0,9%), ou reboxetina (n = 25, 20mg/Kg p.c, s.c), ou clonidina (n = 15, 0,2mg/Kg p.c,
s.c), do 1° ao 21° dia de vida.

APA 3 (2-5) 3 (2-5) 3(1-3)
ACA 12 (10-13) 12 (10-14) 12 (11-13)
1S 9 (7-10) 9 (8-10) 9 (8-10)
1] 11 (9-13) 11 (10-13) 11 (10-11)
AO 14 (12-16) 14 (12-16) 13,5 (12-16)

Os dados estdo representados em mediana, seguidos dos valores minimos e maximos (entre parénteses). Nao
houve diferenca significativa entre os grupos (p>0,05) ( teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste de Dunn’s).
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6.2. ONTOGENESE DE REFLEXOS

Quanto aos reflexos, foi observada a antecipagédo (p< 0,05) do reflexo de aversao ao
precipicio do grupo reboxetina (7; 4-10) em relacdo ao grupo salina (8; 6-12). Para os
demais reflexos ndo houve diferenca significativa (p< 0,05) entre os grupos reboxetina e

clonidina em relacéo ao grupo salina (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito do tratamento neonatal com reboxetina ou clonidina sobre a ontogénese de
reflexos em ratos. Os filhotes receberam diariamente solucdo salina (n = 25, NaCl 0,9%),
ou reboxetina (n = 25, 20mg/Kg p.c, s.c), ou clonidina (n = 15, 0,2mg/Kg p.c, s.c), do 1° ao
21° dia de vida.

PP 6 (4-10) 6 (4-10) 5 (4-9)
RD 4 (1-8) 4 (2-8) 3 (2-6)
cVv 9 (6-12) 9 (5-11) 8 (6-10)
AP 8 (6-12) 7 (4-10) * 8 (6-10)
GN 14 (10-17) 14 (10-17) 14 (10-17)
RS 12 (10-13) 12 (11-13) 12 (11-13)
RA 15 (13-17) 15 (13-17) 15 (13-17)

Os dados estéo representados em mediana, seguidos dos valores minimos e maximos (entre parénteses). (*)
significa diferenca entre o grupo reboxetina e o grupo salina (p<0,05) ( teste de Kruskal-Wallis, seguido de
teste de Dunn’s).
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6.3. PADRAO DO CONSUMO ALIMENTAR ADULTO

Peso Corporal

Na vida adulta, ndo foi observada diferenga no peso corporal entre 0s grupos
estudados. Este resultado néo foi alterado durante os sete dias de observagdo do consumo

alimentar (Fig. 13).
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Fig. 12. Evolugdo ponderal de ratos adultos submetidos a tratamento neonatal com reboxetina ou clonidina.
Os filhotes receberam diariamente solucéo salina (n = 15, NaCl 0,9%), ou reboxetina (n = 15, 20mg/Kg p.c,
s.c), ou clonidina (n = 7, 0,2mg/Kg p.c, s.c), do 1° ao 21° dia de vida. Ao 60° dia de vida os animais foram
colocados em gaiolas metabdlicas e foi aferido diariamente o peso corporal. No grafico temos o peso corporal
no dia 0, 3 7 de avaliagdo do consumo alimentar. Os dados estdo representados em média + DP. Ndo houve
diferenga entre os grupos (p> 0,05) (ANOVA one Way, seguido de teste de Dunnet).
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Variacao Percentual de Peso

Foi observado ganho ponderal de aproximadamente 2,44 % para o grupo salina,
5,47 % para o grupo clonidina e perda de peso de aproximadamente 1,44 % para 0 grupo
reboxetina (Fig. 14). Essa perda de peso do grupo reboxetina foi significativa entre 0 5° e 0

6° dia do estudo do consumo alimentar.
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Fig. 13. Variacdo percentual de peso de ratos adultos submetidos a tratamento neonatal com reboxetina ou
clonidina. Os filhotes receberam diariamente solucdo salina (n = 15, NaCl 0,9%), ou reboxetina (n = 15,
20mg/Kg p.c, s.c), ou clonidina (n = 7, 0,2mg/Kg p.c, s.c), do 1° ao 21° dia de vida. Ao 60° dia de vida 0s
animais foram colocados em gaiolas metabélicas, foi aferido diariamente o peso corporal e foi calculado o
percentual de ganho ou perda de peso em relacdo ao peso do primeiro dia de avaliacdo. (*) representa
diferenga entre o grupo reboxetina e o grupo salina (ANOVA one way) (p< 0,05). Os dados estdo
representados em média * erro padréo.

54



Consumo Alimentar

A média do consumo alimentar absoluto do grupo reboxetina (13,24 + 2,07) foi
menor (p< 0,05) que a do grupo salina (16,95 £ 3,19). Nao houve diferenca (p> 0,05) entre

0 grupo salina (16,95 + 3,19) e o grupo clonidina (18,76 + 1,91) (Fig. 15).

O grupo reboxetina (5,24 + 0,80) apresentou menor (p< 0,05) consumo alimentar

relativo que o grupo salina (6,90 + 1,16) (Fig. 16).
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Fig. 14. Consumo alimentar absoluto e relativo de ratos adultos submetidos a tratamento neonatal com
reboxetina ou clonidina. Os filhotes receberam diariamente solucdo salina (n = 15, NaCl 0,9%), ou reboxetina
(n = 15, 20mg/Kg p.c, s.c), ou clonidina (n = 7, 0,2mg/Kg p.c, s.c), do 1° ao 21° dia de vida. Ao 60° dia de
vida os animais foram colocados em gaiolas metabélicas e foi avaliado o consumo alimentar absoluto, ou seja,
a quantidade de racdo consumida e o consumo alimentar relativo, ou seja, a quantidade de racdo consumida
em relagdo ao peso corporal. Os dados estdo representados em média + DP. (*) indica diferenga entre o grupo
reboxetina e o grupo salina (p< 0,05) (ANOVA one Way, seguido de teste de Dunnet).
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Consumo Hidrico

O grupo reboxetina (24,65 + 3,55) apresentou consumo hidrico absoluto semelhante
ao grupo salina (28,61 + 5,28). Quando comparamos o grupo clonidina (39,41 £ 6,95), ao
grupo salina (28,61 + 5,28), foi observado maior (p<0,05) consumo hidrico absoluto para o

grupo clonidina (Fig. 17).

A média do consumo hidrico relativo do grupo reboxetina (9,79 £ 1,62) foi menor
(p<0,05) que a do grupo salina (11,61 + 1,83). A média do consumo hidrico relativo do

grupo clonidina (15,67 + 2,82) foi maior (p<0,05) que a do grupo salina (11,61 + 1,83) (Fig.

18).
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Fig. 15. Consumo hidrico absoluto (A) e relativo (B) de ratos adultos submetidos a tratamento neonatal com
reboxetina ou clonidina. Os filhotes receberam diariamente solucdo salina (n = 15, NaCl 0,9%), ou reboxetina
(n = 15, 20mg/Kg p.c, s.c), ou clonidina (n = 7, 0,2mg/Kg p.c, s.c), do 1° ao 21° dia de vida. Ao 60° dia de
vida os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas e foi avaliado o consumo hidrico absoluto, ou seja, o
volume de agua consumido e o consumo alimentar realtivo, ou seja, 0 volume de dgua consumida em relagdo
ao peso corporal. Os dados estdo representados em média + DP. (#) indica diferenca significativa entre o
grupo clonidina e o grupo salina (p< 0,05) (ANOVA one Way, seguido de teste de Dunnet).

56



Eliminacao Fecal

O grupo reboxetina (6,76 £ 1,27) apresentou menor eliminacdo fecal absoluta (p<
0,05) que o grupo salina (9,93 + 1,86). Quando comparamos o grupo salina (9,93 + 1,86) ao
grupo clonidina (12,75 + 1,69), foi observada maior (p< 0,05) eliminacdo fecal absoluta

para o grupo clonidina (Fig. 19).

A eliminacdo fecal relativa do grupo reboxetina (2,68 + 0,53) foi menor (p< 0,05)
que a do grupo salina (4,04 £ 0,62). Ja o grupo clonidina (4,89 + 0,91) apresentou maior

(p< 0,05) eliminagé&o fecal relativa que o grupo salina (4,04 + 0,62) (Fig. 20).

g 16 @ Salina
° 14 m Reboxetina
2 12 O Clonidina
S 10
Pz g
3
S 6
£ 4
E 2
w
0
Grupos
A
6 - i O Salina
§ § 5 B Reboxetina
3, O Clonidina
< 2
O @ 3
I
c 2
ER 2
=0
W 1
0
Grupos
B

Fig. 16. Eliminacdo fecal absoluta (A) e relativa (B) de ratos adultos submetidos a tratamento neonatal com
reboxetina ou clonidina. Os filhotes receberam diariamente solugéo salina (n = 15, NaCl 0,9%), ou reboxetina
(n =15, 20mg/Kg p.c, s.c), ou clonidina (n = 7, 0,2mg/Kg p.c, s.c), do 1° ao 21° dia de vida. Aos 60 dias de
vida foram colocados em gaiolas metabdlicas e foi avaliada a eliminacao fecal absoluta, ou seja, a quantidade
de fezes eliminadas e a eliminac&o fecal relativa, ou seja, a quantidade de fezes eliminadas em relacéo ao peso
corporal. Os dados estdo representados em média + DP. (*) indica diferenca entre o grupo reboxetina e o
grupo salina, (#) indica diferenca significativa entre o grupo clonidina e o grupo salina (p< 0,05) (ANOVA
one Way, seguido de teste de Dunnet).
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Eliminacao Urinaria
A média da excrecdo urinaria absoluta do grupo salina (14,86 + 4,25) nédo diferiu

(p>0,05) daquela do grupo reboxetina (12,72 + 3,88), no entanto foi observado aumento

(p<0,05) da excrecdo urinaria absoluta no grupo clonidina (20,29 + 5,36). (Fig. 21).

Entre o grupo salina (6,02 + 1,65) e o grupo reboxetina (5,06 = 1,61), ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) quanto a eliminacdo urinéria relativa. A média da excrecéo
urinéria relativa dos animais do grupo clonidina (7,86 + 2,09) foi maior (p<0,05) que a do

grupo salina (6,02 + 1,65) (Fig. 22).
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Fig. 17. Eliminagdo urinaria absoluta (A) e relativa (B) de ratos adultos submetidos a tratamento neonatal com
reboxetina ou clonidina. Os filhotes receberam diariamente solucdo salina (n = 15, NaCl 0,9%), ou reboxetina
(n =15, 20mg/Kg p.c, s.c), ou clonidina (n = 7, 0,2mg/Kg p.c, s.c), do 1° ao 21° dia de vida. Aos 60 dias de
vida foram colocados em gaiolas metabdlicas e foi avaliada a eliminacdo urinaria absoluta, ou seja, 0 volume
de urina eliminada e a eliminagdo urinaria relativa, ou seja, o0 volume de urina eliminada em relacéo ao peso
corporal. Os dados estdo representados em média + DP. (#) indica diferenca entre o grupo clonidina e o0 grupo
salina (p< 0,05) (ANOVA one Way, seguido de teste de Dunnet).
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7.1. CRESCIMENTO SOMATICO E DESENVOLVIMENTO SENSORIO-MOTOR.

Os resultados deste trabalho demonstram que o tratamento com ISRn (reboxetina)
durante o periodo critico do desenvolvimento do sistema nervoso, em ratos, ndo afetou o
crescimento corporal e a maturacdo das caracteristicas fisicas. Quanto a maturacdo dos
reflexos foi observada a antecipagdo do reflexo de aversdo ao precipicio. Por outro lado, a
administracdo de agonista adrenérgico alfa-2 (clonidina), no mesmo periodo, ocasionou
reducdo do ganho ponderal e do crescimento dos eixos do créanio, ndo alterando os
comprimentos longitudinal do corpo e da cauda. A maturagdo de caracteristicas fisicas e 0
desenvolvimento de reflexos ndo foram afetados pelo tratamento com a clonidina.

Alguns parametros de crescimento e de maturacdo das caracteristicas fisicas tém
sido utilizados como instrumentos para avaliagcdo dos efeitos de agressdes nutricionais e/ou
farmacoldgicas sobre o organismo em desenvolvimento (Deir6,1998; Barros, 1999; Deir0 et
al, 2004; Souza et al, 2004). Souza et al. (2004) observaram que o tratamento neonatal com
clomipramina, um inibidor da recaptacdo de serotonina/noradrenalina (IRSn), produz
retardo no crescimento somatico. Deir6 et al (2004) e Deir6 et al. ( 2006) observaram que
o tratamento neonatal com citalopram ou sertralina, inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina (ISRs), promove retardo no crescimento somatico e no desenvolvimento
sensorio-motor. As alteracfes provocadas no crescimento somatico por tratamento com
serotonina e ndo da noradrenalina.

No presente estudo, as medidas de crescimento somatico avaliadas ndo sofreram
influéncia do tratamento com reboxetina, no entanto apresentaram prejuizo com a clonidina.
Estes resultados indicam que a noradrenalina atua favorecendo os eventos do crescimento

corporal. As alteracbes no crescimento, ocasionadas pelos tratamentos utilizados neste
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estudo, podem estar relacionadas a alteragcdes nos niveis do hormonio do crescimento (GH).
Em humanos, foi demonstrado que a administracdo de ISRn, estimula a liberacdo do GH
(Schule et al, 2004). Por outro lado, a administracdo de ISRs, em criangas e adolescentes,
diminui a taxa de crescimento, possivelmente secundaria supressdo da secrecdo de GH
(Weintrob et al, 2002). Estas ultimas evidéncias, alem de corroborarem com o0s resultados
encontrados neste trabalho, também estdo de acordo com os resultados encontrados por
Deir6 et al (2004; 2006) e por Souza et al (2004), utilizando ISRs e IRSn, respectivamente.
A clonidina estimula, por varios mecanismos, a liberacdo de GH (Kakucska e Makara,
1983). As vias centrais adrenérgicas atuam sobre adrenoreceptores alfa-2 estimulando a
secre¢do de hormonio do crescimento, em humanos e animais experimentais (Muller,
1987). A ativacéo de adrenoreceptores alfa-2 estimula a secrecdo de hormonio liberador de
horménio do crescimento (GHRH) dos nlcleos hipotalamicos de ratos (Kabayama et al,
1986; Tsagarakis et al, 1989) e de humanos (Alba-Roth et al, 1989). E provavel que
ativacdo de adrenoreceptores alfa-2 pds-sinapticos possam, em adi¢do, inibir a secrecdo de
somatostatina (Ishikawa et al, 1983; Valcavi et al, 1988; Devesa et al, 1990). Estes achados
podem explicar porque o tratamento neonatal com clonidina ndo causou diminui¢do do
crescimento longitudinal, mesmo provocando diminuicdo do ganho ponderal e do
crescimento dos eixos do cranio.

A antecipacdo do reflexo de aversdo ao precipicio, em ratos submetidos a ISRn, neste
estudo, sugere participacdo da noradrenalina na facilitacdo e estimulo do desenvolvimento
de estruturas associadas a este reflexo. A aversdo ao precipicio esta relacionada ao instinto
de sobrevivéncia do animal frente a uma situagdo de risco, indicando a capacidade em
detectar perigo eminente. Este resultado pode demonstrar a participacdo do sistema
noradrenérgico em eventos do desenvolvimento nervoso associados a comportamentos de

defesa. O reflexo é um comportamento provocado por estimulagdo preestabelecida e precisa
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(Smart e Dobbing, 1971). Os diversos reflexos superpdem-se uns aos outros, caracterizando
a ocorréncia simultanea de varios eventos do desenvolvimento do sistema nervoso (Fox,
1965; Smart e Dobbing, 1971). O sistema noradrenérgico atua sobre o desenvolvimento do
sistema nervoso. Este neurotransmissor regula o desenvolvimento de células de Cajal-
Retzius que sdo os primeiros neurbnios a aparecerem no cortex sendo responsaveis pela
migracdo neuronal e formacgdo laminar (Naqui et al, 1999). Deplecdo de noradrenalina
durante o periodo perinatal resulta em mudancas dendriticas e possiveis alteracdes na
diferenciacéo cortical (Berger-Sweeney e Hohmann, 1997).

A auséncia de retardo na maturagdo de reflexos observada neste estudo sé&o
semelhantes aos resultados encontrados por Souza et al (2004) com clomipramina. Ao
contrério, os achados de Deir6 (1998)e por Deir6 et al (2006) utilizando ISRs apresentam
retardo no aparecimento de varios reflexos. Estes estudos estdo de acordo com a acdo da
noradrenalina nas interacbes musculo-nervos. Pesquisas tém revelado papel tréfico para
noradrenalina no desenvolvimento de motoneurbnios espinais (Onu e Fukuda, 1995;
Tanaka et al., 1996), para facilitacdo de reflexos espinais seguidos por estimulacdo do locus
coeruleus (Onu et al., 1991), e aumento de reflexos mono e poli-sinapticos depois de
elevadas doses de L-DOPA (Onu e Fukuda, 1995).

Os resultados do presente estudo, apresentam extrema relevancia na confirmagao da
diferente participacdo de neurotransmissores, particularmente a serotonina e noradrenalina,
nos eventos de crescimento e desenvolvimento. Assim, a manipulagdo do sistema
noradrenérgico realizada neste estudo, com reboxetina e clonidina, sugere um papel
neuroprotetor da noradrenalina sobre o crescimento e desenvolvimento. Além disso,
fornece elementos para os resultados obtidos nos estudos com ISRs, relacionando a

serotonina aos prejuizos observados sobre o crescimento e desenvolvimento.
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7.2. CONSUMO ALIMENTAR

No periodo de tratamento utilizado neste estudo, estdo ocorrendo varios eventos do
desenvolvimento do sistema nervoso, particularmente do sistema de neurotransmisséo
noradrenérgico. Varios estudos relatam que agressdes neste periodo podem promover
alteragdes morfo-funcionais persistentes no sistema nervoso central (Morgane et al., 1993;
Plagemann et al., 2000; Souza, 2005). Dessa forma, tornou-se relevante o estudo de
possiveis sequelas promovidas pela manipulacdo do sistema noradrenérgico. Uma possivel
sequela foi avaliada através do estudo do consumo alimentar na vida adulta. Este foi
escolhido devido a seus complexos mecanismos de controle que envolvem particularmente
sistemas de neurotransmissdo. Além disso, no periodo de aleitamento os mecanismos de
regulacdo desse comportamento sdo imaturos, sofrendo intensa transformacdo até o
desmame (Hall et al., 1977; Weller, 2000). Essas caracteristicas do comportamento
alimentar podem torna-lo vulneravel as manipulagdes aqui utilizadas, promovendo sequelas
na vida adulta.

Os tratamentos realizados durante o periodo de aleitamento neste estudo, alteraram o
padréo de consumo alimentar na vida adulta. Assim, o tratamento com reboxetina provocou
na vida adulta a diminuicdo do consumo alimentar, da ingestdo hidrica e da eliminuigdo
fecal. Por outro lado, o tratamento com clonidina provocou aumento da ingestdo hidrica,
aumento da eliminacéo fecal e aumento da excregdo urinaria. Esses resultados indicam que
a acdo do ISRn pode ter promovido alteragfes estruturais permanentes em mecanismos
envolvidos com a regulacdo do consumo de alimentos e dgua. Repercussfes de tratamento
farmacoldgico neonatal sobre o padrdo do consumo alimentar na vida adulta também foi

observado em estudo utilizando citalopram, um ISRs (Deir6, 1998).
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A reducdo do consumo alimentar promovida pelo tratamento com reboxetina, pode
estar associada a acdo da noradrenalina. Estudos farmacoldgicos tem demonstrado que
drogas que aumentam a noradrenalina enddgena reduzem o consumo alimentar (Gehlert et
al, 1998; Margules, 1970). A administracdo de LY368975, um ISRn, reduziu o consumo
alimentar de ratos em jejum e de ratos que receberam solucdo lactea concentrada de agucar
(Gehlert et al, 1998). O consumo dessa solucdo foi reduzido quando houve a injecdo de
noradrenalina na regido perifornical (Margules, 1970). Esses resultados sugerem o
envolvimento de receptores alfa-1 na estimulacdo da saciedade no cérebro do rato. A
utilizacdo de sibutramina, um IRSn, promove reducdo do consumo alimentar sendo
utilizado no tratamento da obesidade (Heal et al, 1998). O efeito inibitorio da sibutramina
sobre o consumo alimentar foi revertido pelo tratamento com prazozin, um antagonista dos
receptores adrenérgicos alfa-1 (Jackson et al, 1997). Estes estudos sugeriram que a reducao
do consumo alimentar que ocorre pelo blogueio da recaptacdo de noradrenalina reflete a
subsequnete ativacéo de receptores alfa-1 (Wellman, 2000).

O tratamento neonatal com clonidina ndo alterou o consumo alimentar na vida
adulta. Esse efeito pode ser devido, principalmente, a diferente acdo dos receptores alfa-1 e
alfa-2 sobre o0 consumo alimentar. Ao contrério da acdo do receptor alfa-1, que exerce papel
inibitorio sobre o consumo alimentar, a ativacdo de receptores alfa-2 promove aumento do
consumo alimentar. Foi observado que a injecdo de agonistas alfa-2 no nucleo
paraventricular do hipotdlamo (PVN) estimula a alimentacdo (Leibowitz, 1988), e co-
injecdo de antagonista alfa-2, ioimbina, suprime o consumo alimentar (Goldman et al,
1985). Em contraste, injecdo local no PVN ou sistémica de agonistas alfa-1 resulta
diminui¢do do consumo alimentar (Wellman et al, 1993; Morien et al, 1993). A ativagéo de
receptores alfa-1 por noradrenalina pode induzir efeitos excitatérios nas células do PVN,

levando a inibicdo do consumo alimentar (Kow e Pfaff, 1989; Inenaga et al, 1986). Em
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contraste, a ativacdo de receptores alfa-2 por noradrenalina pode induzir potenciais pos-
sinapticos inibitorios em certas células do PVN (Kow e Pfaff, 1989; Inenaga et al, 1986),
que resulta em desinibicdo das células da saciedade descendentes, que resulta na volta do
estimulo do consumo alimentar (Wellman, 2000).

A redugdo do consumo alimentar na vida adulta observada nos animais que
receberam reboxetina no periodo pré-natal, pode estar associada a mudancas estruturais de
receptores adrenérgicos. Durante o desenvolvimento, a noradrenalina tem importante papel
na determinacdo da organizacdo morfoldgica do sistema nervoso central e na regulacao da
densidade e futuras respostas dos receptores adrenérgicos (Lauder, 1993; Whitaker-
Azmitia, 1991; Seidler e Slotkin, 1992). A administracdo cronica de antidepressivos
aumentam a afinidade de receptores alfa-1 por seus agonistas e também pela noradrenalina
em diferentes regides do cérebro (Menkes et al, 1983; Nowak e Przegalinski, 1988). A
reboxetina, em particular, induz a mudancas adaptativas nos receptores alfa-1 adrenérgicos,
especialmente realga sua resposta funcional (Rogoz et al, 2002).

No presente estudo, observamos que a reboxetina durante a vida neonatal promoveu
reducdo da ingestdo de agua na vida adulta. Além do comportamento alimentar, a
noradrenalina também participa do controle da ingestdo hidrica. Em 1962 foi demonstrado
o efeito inibitério da noradrenalina sobre o consumo de &gua (Grossman, 1962).
Noradrenalina injetada agudamente na &rea septal medial ou no nucleo caudato inibe o
consumo de &gua e de solugdo de 0,3% de NaCl. Por outro lado, observamos que
tratamento neonatal com clonidina aumentou a ingestdo hidrica na vida adulta. Este efeito é
contrério aquele descrito por Yada et al. (1997) que observou que inibigdo de ingestdo
hidrica ap0s injecdo aguda de noradrenalina na &rea septal medial. Também foi
demonstrado que o efeito inibitério da clonidina sobre a ingestdo hidrica foi revertido por

ioimbina, um antagonista dos receptores alfa-2 (Fregly et al, 1984; Ferrari et al, 1991). O
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que difere em nossos resultados comparados aos encontrados na literatura, quando do
tratamento com clonidina, pode estar associado ao periodo de manipulacéo utilizado, e sua
acao sobre a expressao de receptores alfa-2. Sabe-se que a expressdo de receptores alfa-2 no
encéfalo do rato alcanca altos niveis durante o periodo neonatal (Dygalo et al, 2000; Happe
et al, 2004). Este periodo é critico na vida do rato para o desenvolvimento comportamental
e neuroenddcrino (Peters, 1984). O nivel de receptores adrenérgicos alfa-2 no encéfalo pode
ser modulados por alteragdes ambientais no periodo critico. Por exemplo, estresse neonatal
diminuido (Peters, 1984), isolamento social (Fulford et al, 1994) ou cuidado materno
intensivo (Caldji et al, 1998) aumentou a densidade de receptores alfa-2 em regibes
cerebrais do rato adulto. As mudancgas na densidade de receptores sdo acompanhadas por
alteragcdes na comportamento da ansiedade (Caldji et al, 1998). O tratamento com clonidina
no periodo neonatal pode ter alterado a expressdo dos receptores adrenérgicos alfa-2 na vida
adulta, levando a alteragdes no comportamento da ansiedade e consequentemente
interferido nas analise observadas.

Este trabalho permitiu obter informacgdes sobre as repercugdes da manipulagdo do
sistema noradrenérgico sobre o crescimento e desenvolimento somatico e sensério-motor,
através do tratamento neonatal com inibidor seletivo da recaptacdo de noradrenalina. Além
disso tornou possivel conhecer melhor as repercussdes de agressdes neste sistema sobre o
padrdo de consumo alimentar e ingestdo hidrica do rato adulto. Apesar do tratamento
neonatal com reboxetina ndo ter provocado alteragfes evidentes sobre o desenvolvimento
somatico, as alteracbes encontradas na vida adulta decorrentes desse tratamento
demonstram que tal insulto num periodo critico para o desenvolvimento do sistema
nervoso, pode ocasionar alteracdes de estruturas celulares. Resta-nos questionar que regides

do sistema nervoso podem ter sido alteradas e de que forma essas alteragbes podem
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interferir sobre os mecanismos de controle do consumo alimentar. Respostas para esses e

mais questionamentos poderdo ser obtidas através de novas investigacoes.
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&. CONCLUSOES



Os resultados do presente trabalho nos permite concluir que:

1. O tratamento farmacoldgico durante o periodo de aleitamento com inibidor
da recaptura da noradrenalina em ratos, ndo promove alteracGes no crescimento somatico,

porém altera o padréo de desenvolvimento sensério-motor.

2. O tratamento farmacoldgico durante o periodo de aleitamento com inibidor
da recaptura da noradrenalina em ratos, promove alteracdo no padrdo do consumo alimentar

e hidrico no rato adulto, tornando-o hipofagico.

3. O tratamento farmacoldgico durante o periodo de aleitamento com agonista

adrenérgico em ratos, promove alteragdes no crescimento somatico, mas ndo altera o

desenvolvimento sensério-motor.

4, O tratamento farmacoldgico durante o periodo de aleitamento com agonista

adrenérgico em ratos, promove aumento no padrdo do consumo hidrico do rato adulto.
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9. PERSPECTIVAS



Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, é possivel delinear as seguintes

perspectivas:

Estudar o efeito do tratamento pré-natal com inibidor seletivo da recaptacdo da

noradrenalina sobre o crescimento e desenvolvimento somatico e sensério-motor

Estudar o efeito do tratamento neonatal com antagonista adrenérgico alfa-2 sobre o

crescimento e desenvolvimento somatico e sensério-motor.

Estudar o comportamento alimentar neonatal de ratos tratados com inibidor

seletivos da recaptacdo de noradrenalina e com agonistas adrenérgicos alfa-2.

Investigar o efeito do tratamento neonatal com inibidor seletivo da recaptacdo de

noradrenalina sobre 0s niveis séricos de hormodnio de crescimento.

Investigar possiveis alteracbes morfologicas do sistema noradrenérgico provocadas

pelo tratamento neonatal com inibidor seletivo da recaptacdo de noradrenalina.
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11. ANEXOS




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Servico Social
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Baixar livros de Turismo
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