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APRESENTAGAO

O presente estudo foi realizado no laboratério de Fisiologia da Nutrigdo Dra Naide
Teoddsio do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco,
tendo como orientador o Professor Raul Manh&es de Castro, Doutor em science de la
vie pela Université de Paris IV.Neste estudo foram investigados os efeitos da
desnutricdo e/ou da manipulagéo farmacoldgica do sistema serotoninergico durante a
gestacéo sobre parametros do comportamento alimentar dos filhotes. Este trabalho de
pesquisa gerou os seguintes artigos cientificos: 1- A desnutricdo fetal pode programar
o0 controle serotoninérgico do comportamento alimentar neonatal? 2- Efeito da
desnutricdo e do tratamento com fluoxetina sobre a Seqliéncia comportamental de

saciedade em ratos.
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RESUMO

O ambiente intrauterino exerce importante influéncia sobre o desenvolvimento
fetal alterando uma diversidade de mecanismos regulatérios adultos. O presente
estudo teve como objetivo avaliar as repercussdes da desnutricdo e/ou manipulagao do
sistema serotoninérgico durante a gestacdo, sobre o desenvolvimento do
comportamento alimentar em ratos. Ratas da linhagem Wistar foram desnutridas e/ou
tratadas com inibidor seletivo de recaptagao da serotonina durante a gestac&o. Durante
a lactagao, foram avaliados parametros do comportamento alimentar, como duragao de
sucgdo e quantidade de leite ingerido. Aos trinta e cinco dias de vida foi avaliada a
Sequéncia Comportamental de Saciedade apds inje¢do aguda de fluoxetina. Com
essas modificacbes do ambiente fetal associadas a analises comportamentais, pode-se
identificar o perfil de alteracbes que podem ser promovidas sobre parametros
importantes que constituem o comportamento alimentar. No presente estudo, a
desnutricdo e o tratamento com fluoxetina na gestagcdo promoveram modificagées na
duracgao de sucgao, ingestao de leite e na sequéncia comportamental de saciedade em
ratos pré-adolescentes. A desnutricdo promoveu hipo-responsividade a fluoxetina,
indicando alteragbes no controle serotoninérgico do comportamento alimentar. O
contato prévio com a fluoxetina durante a gestagdo também alterou a resposta a esse
farmaco apd6s o desmame. Esses resultados indicam que alteragdes do ambiente
uterino, como a desnutricio e o tratamento com fluoxetina podem alterar
funcionalmente mecanismos de controle do comportamento alimentar. Dentre os varios

componentes desse comportamento, a saciedade parece ser particularmente afetada.

Palavras chaves: Desnutricdo, gestagao, serotonina, comportamento alimentar, ratos.



ABSTRACT

Intrauterine milleu influences the fetal development and alters the regulatory
mechanisms in adult life. The main goal of the present study was to evaluate the
repercussions of the undernutrition and/or the manipulation of the serotoninergic system
during gestation on the development of feed behavior in rats. Male Wistar rats were
submitted either undernutrition or the treatment with a selective inhibitor serotonine
reuptake during gestation. During lactation, it was evaluated parameters related to the
development of the feed behavior, such as: suckling duration, and the amount of
ingested milk. The behavioral satiety sequence following the treatment with fluoxetine
was evaluated in offspring at 35 days old. According to these changes in the fetal
environment associated with behavioral analysis, we can identify the profile of
alterations which can be associated to important parameters that constitute the feed
behavior. In the present study, undernutrition and the treatment with fluoxetine during
gestation induced alterations in the suckling duration, ingestion of milk and in the
behavioral satiety sequence at 35 days old. Undernutrition induced hypo-response to
fluoxetine, and it can indicate alteration in the serotoninergic control of feed behavior.
The previous contact with fluoxetine during gestation also changed the response to this
drug at weaning. These results indicate that alterations in the intrauterine milleu, as
undernutrition and the treatment with fluoxetine, can alter functional mechanisms of the
feed behavior control. Among various components of feed behavior, satiety seems to be

particularly affected.

Key Words: Undernutrition, pregnance, serotonin, feeding behavior, rat.



1- INTRODUGAO GERAL

Durante as “anelas precoces de plasticidade fisiologica” existem fases de
crescimento do sistema nervoso que se apresentam sensiveis as agressdes
ambientais, sendo considerados periodos criticos do desenvolvimento (Morgane et al.,
1993; Morgane et al.,, 1978; Winick, 1972). As caracteristicas morfofuncionais do
sistema nervoso maduro dependem dos processos de formacao e diferenciagao
neuronal, sinaptogénese, multiplicagdo glial e mielinizagdo que ocorrem nestes
periodos criticos (Morgane et al, 1978). Os periodos de gestagéo e lactagao, no rato,
constituem a fase de maior desenvolvimento do encéfalo, por conseguinte de maior
vulnerabilidade a varios tipos de agressées (Morgane et al 1978). Nesse contexto os
insultos nutricionais apresentam grande destaque, particularmente por poderem causar
alteragdes irreversiveis (Morgane et al, 1993;1992).

Estudos epidemioldgicos apontaram uma importante relagdo entre o crescimento
fetal e o desenvolvimento de doencas metabdlicas na vida adulta, como o diabetes tipo
I, hipertensao arterial e obesidade (Hales e Barker, 1992). Estas evidéncias foram, de
forma crescente, sendo asseguradas por varios estudos em humanos e em animais de
laboratdrio (Vickers et al, 2008). Investigacbes tém encontrado programacao de
estrutura e funcdo de diversos mecanismos, cujo estado nutricional precoce € seu
determinante provavel (Lucas, 1991). No entanto durante décadas, ha grande interesse
na programacado que tem sido resultantes de inumeros estudos epidemiolégicos
mostrando a relagao entre o crescimento apés restricdo de nutrientes no periodo de
desenvolvimento e subsequentes doengas degenerativas na vida adulta (Lucas, 1999).
Essas observagdes geraram a hipdtese do fendtipo protetor postulando que a
exposicao a dieta deficiente no utero desencadeara uma preparacdao adequada para
um ambiente com as mesmas caracteristicas apds o nascimento (Hales e Barker,
1992). Ou seja, o organismo em desenvolvimento produz “respostas adaptativas
preditivas” em antecipacdo ao ambiente da vida adulta (Gluckman e Hanson, 2005).
Quando o individuo é submetido a dieta adequada, ou em excesso apds o periodo de
adaptacao, existira um confronto com os mecanismos adaptados, desencadeando
consequentemente alteragdes metabdlicas como hiperleptinemia, hiperinsulinemia e

hipertensdo (Gluckman & Hanson, 2004; Remacle et al, 2004; Fagundes et al,
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2007).0u seja, existe uma associagcao entre o crescimento fetal e uma situagao de
elevada taxa de crescimento, que quando associados projetam o organismo para o
fendmeno de “programacéao” (Singhal e Lucas, 2004). Essas altera¢cdes metabdlicas na
vida adulta sdo consequéncias do fendbmeno de programagédo, no entanto, varios
estudos, nos ultimos anos, tém relacionado outros aspectos do ambiente neonatal
precoce com alteragdes patoldgicas na vida adulta (Gluckman e Hanson 2004; Ely et al
1997).Em muitos casos, o insulto durante o periodo de desenvolvimento é ocasionado
por estresse gerado na interacdo mae-filhote, ou mesmo por agentes farmacolégicos
(Garcia et al 2005;Meaney et al 2002,).

Agressodes nutricionais e farmacoldgicas, durante a gestagao ou o aleitamento
podem levar as alteragbes morfologicas e funcionais permanentes inclusive sobre a
expressdo comportamental (Manhaes-de-Castro et al., 1993; Manhaes-de-Castro et al.,
2001; Blundell 1998). Os mecanismos de controle do comportamento alimentar se
apresentam como importante alvo das adaptacbes a agressdes ambientais durante o
desenvolvimento (Langley-Evans et al, 2005).

No sistema nervoso central, o hipotdlamo se apresenta como centro
homeostatico do controle do comportamento alimentar (Berthoud, 2002; Woods, 2005),
dentro desta estrutura cerebral se encontram diversos nucleos e acumulos de
neurbnios que em conjunto controla o comportamento alimentar.

Alteragbes estruturais e funcionais em nucleos hipotalamicos, como o
paraventricular, ventromedial e supraquiasmatico, foram observadas em animais
submetidos a restricao alimentar (Plagemann et al 2000). Aumento do consumo de
alimentos foi relacionado a restricdo alimentar durante periodos iniciais da vida (Zippel
et al, 2001).

Ainda no sistema nervoso, o comportamento alimentar apresenta-se fortemente
modulado por sistemas de neurotransmissdo, dentre os quais o serotoninérgico.
Durante o periodo gestacional, os primeiros neurdnios serotoninérgicos no encéfalo de
humanos s&o observados a partir da 52 semana (Levallois et al., 1997; Sundstrom et
al., 1993; Kontur et al., 1993 Shen et al., 1989), apresentando sua organizagao tipica
nos nucleos da rafe por volta da 15 semana (Takahashi et al., 1986). Nos ratos, os
primeiros neurdnios serotoninérgicos aparecem entre 10° e o 14° dia da gestacgéo
(Lauder e Bloom, 1974). Durante a vida fetal, a serotonina modula processos de

crescimento neuronal e diferenciacdo (Mercado et al, 1998; Haydon et al, 1987).
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Apos sua liberagao na fenda sinaptica, a serotonina pode ser recaptada para o
neurbnio que a liberou pela proteina transportadora de serotonina (5-HTT). Essa
proteina é alvo para varios farmacos com acao antidepressiva, denominados inibidores
seletivos da recaptacdo da 5-HT (Hyttel, 1994). Esses farmacos sao utilizados
freqientemente para o tratamento de depressdao materna durante a gestagdo e
lactacdo (Oberlander et al., 2002). Considerando-se esse fato, nosso laboratério vem
se dedicando ha anos ao estudo das sequelas promovidas ao feto por esse tipo de
tratamento. N6s demonstramos que a utilizagdo de um inibidor seletivo da recaptura da
serotonina ISRS durante o periodo de desenvolvimento promove déficit no crescimento
somatico, desenvolvimento sensoério-motor, redugcdo do comportamento agressivo, e
alteragdes na expressao dos comportamentos alimentar e locomotor (Deir6 et al., 2005,
Souza et al., 2004; Medeiros et al 2004; Mendes et al, 2002).

A serotonina apresenta importante acdo sobre a modulagdo do controle
homeostatico e hedbénico que é o controle psicolégico do comportamento alimentar
(Blundell, 2007;Blundell 1977, Simansky et al 1996,) com repercussdes sobre o peso
corporal (Blundell, 1994; Curzon 1990; Leibowitz et al, 1988). A elevagao dos niveis de
serotonina no hipotalamo desencadeia saciedade (Schreiber, 2000 et al), enquanto sua
reducao promove hiperfagia (Halford et al, 2005). O tratamento com ISRS promove
aumento de preferéncia alimentar por carboidratos (Brenda et al., 1999).0s subtipos de
receptores 5-HTs e 5-HT,c mediam a ag¢do da serotonina no controle do
comportamento alimentar (Dourish et al., 1989).

Os niveis de serotonina parecem ser afetados pelo estado nutricional. Dessa
forma, foram observados niveis elevados de serotonina em regides encefalicas de
animais desnutridos (Mokler et al, 1999). Ratos desnutridos apresentam aumento da
densidade dos receptores 5-HTa aceleragado na sintese de serotonina por aumento da
atividade da triptofano hidroxilase (Manjarrez et al, 2003; 1988).

Durante o periodo neonatal, o comportamento alimentar dos mamiferos passa
por intensa mudancga. Ao nascimento, ele é automatico, transformando-se, em pouco
tempo, no comportamento adulto complexo (Souza et al, 2003). O controle maduro do
comportamento alimentar ainda nio é efetivo até o 18° dia de vida no rato (Weller,
2000). Outro fator de grande relevancia é a dependéncia materna. O rato neonato
depende da mée em varias fungdes organicas, tais como manutengédo da temperatura
corporal, excregao urinaria e alimentacdo (Friedman, 1975). Aproximadamente até o

14° dia de vida, as mdes sdo a Unica fonte de alimento, apresentam assim a

19



disponibilidade de leite com sua presenca ou auséncia no ninho, e com seu estado
emocional e nutricional (Friedman, 1975). A mae influéncia o tipo de alimento
selecionado e o momento inicial da alimentagdo (Galef e Clark,1972;1971). O
desmame representa estagio critico no desenvolvimento pela transigdo do
comportamento alimentar. Na terceira semana de vida os ratos iniciam a ingestao de
alimentos solidos (Ferre et al, 1986). Por volta do 25° dia de vida, o metabolismo esta
maduro para utilizar carboidrato para sintetizar lipidio. No 27° dia ¢ estabelecido o ritmo
noturno de alimentagcdo (Thiels et al., 1990). O comportamento reflete operacdes
associadas a eventos fisiolégicos ao longo do tempo em que o ambiente tem uma
grande influéncia na estrutura do comportamento em animais experimentais, assim a
manipulagédo serotoninérgica como o estado nutricional influéncia na operacéo natural
dos processos fisioldgicos que envolvem a modulagdo da ingestdo alimentar. A acao
da droga anoréxica que distingue em mecanismos neuroquimicos que difere em efeito

do comportamento (Blundell, 1998).

Assim, diante das evidéncias supramencionadas da participacdo da serotonina
em mecanismos que adaptam as condigdes integrativas dos sistemas fisioldgicos entre
si e do organismo com o meio ambiente e, outrossim, sabendo-se que esse mediador
quimico, esta pequena molécula derivada do triptofano, frente a evolugédo dos seres
vivos na terra, tem assumido papéis tdo decisivos na integragdo homeostatica
intracelular e intercelular parece-nos importante entender que agao mais complexa em
nivel mesmo comportamental e, sobretudo, em situacdes que permitam os mamiferos
sobreviver no ambiente em que os circundam, tem essa surpreendente bioamina.
Pretendemos contribuir tentando responder dentro dos limites desse trabalho a uma
pergunta mais ampla, mais ousada e extremamente desafiadora para grande parte dos
cientistas que se debrugam diante de um dos paradigmas mais atuais da Nutricdo: Que
papel tem a serotonina nos mecanismos envolvidos na programagao do

comportamento alimentar?
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Geral

Investigar os efeitos da desnutricdo e/ou da inibigdo da recaptacao da serotonina

durante a gestagéo sobre parametros do comportamento alimentar dos filhotes.

2.2 - Especificos

- Obtengao do peso corporal diario de maes e filhotes;

- Avalliar a duragéo do comportamento de sucgéo e a ingestdo alimentar aos 3°, 7°, 14°
e 212 dias de vida;

- Analisar a sequéncia comportamental de saciedade apdés o desmame na pré-

adolescéncia com 35 dias de vida.
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3. HIPOTESES

- A desnutricao e o tratamento farmacoldgico com fluoxetina no periodo gestacional

causam alteragcdes no padrao do comportamento alimentar neonatal em ratos;
- Ratos submetidos, durante o periodo de gestagao, a desnutrigdo e/ou manipulagao do

sistema serotoninérgico apresentam hiporesponsividade a agao hipofagica da

serotonina apds o desmame.
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Artigo 1

Titulo: A desnutricao fetal pode programar o controle serotoninérgico do
comportamento alimentar neonatal?

Resumo

A desnutricdo no periodo gestacional tem sido associada ao aumento de risco para o
desenvolvimento da obesidade, diabetes e doengas cardiovasculares na vida adulta,em
estudo epidemioldgico, demonstra que o baixo peso ao nascer apresentou elevada
correlacdo com o desenvolvimento destas doencas metabdlicas. A exposicao a
desnutricdo e a farmacos parece ser importante fator de agressao durante periodos
precoces da vida, a administracdo aguda de fluoxetina em ratos adultos promove
aumento da sintese de serotonina e consequente efeito hipofagico. Animais
desnutridos na gestagdao mostraram hiperfagia e pequeno aumento de serotonina (5-
HT) no cérebro.A serotonina esta diretamente relacionada a regulacdo negativa da
ingestéo alimentar, entretanto tem observado efeitos anoréxicos da serotonina que s&o
alterados por desnutricdo protéica. No presente estudo, nos propomos a testar o
fendbmeno biolégico da programagado no controle do comportamento alimentar por
manipulacdo do sistema serotoninérgico durante a vida fetal. Foram utilizadas ratas
prenhas da linhagem Wistar divididas em 8 grupos experimentais. Ratas receberam
dieta normoprotéica (caseina 17%) ou hipoprotéica (DS, caseina 8%) durante o periodo
de gestagao. O tratamento crénico com fluoxetina (fluoxetina 1mg/Kg p.c.) foi realizado
do 14° ao 21° dia de gestagdo. As ratas que receberam dieta hipoprotéica
apresentaram reducdo no numero dos filhotes nascidos e mortalidade das maes. Os
grupos desnutrido e desnutrido com fluoxetina mostraram diminuicdo significante do
peso corporal, duragdo da sucgdo, da ingestdo lactacional e na sequéncia
comportamental de saciedade comparado ao controle. A desnutricdo durante a
gestacdo promove hiperfagia apés o desmame e diminui o efeito hipofagico da
fluoxetina. No entanto, a fluoxetina gestacional aumenta a ingestdo alimentar de
lactentes, o que estad associado ao aumento do peso corporal destes, e apds o

desmame.
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1-INTRODUGAO

O periodo fetal da vida parece ser determinante para consolidacdo de aspectos
anatbmicos, fisioldgicos e metabdlicos observados na vida adulta (Morgane et al.,
1993). Dessa forma, qualquer alteracdo no ambiente intra-uterino pode repercutir de
forma irreversivel no feto levando as patologias ao longo do tempo (Godfrey & Breier
2001). Quando o organismo € submetido a um ambiente hostil, ele podera programar
estrutura e fungao para interagir com esse ambiente (Lucas et al., 1991). No entanto,
quando ha mudanga do ambiente, em periodos mais tardios, o organismo
“programado” podera desenvolver patologias variadas (Hales e Barker, 1992; Godfrey
& Breier et al, 2001). A exposi¢céo a desnutricdo e a farmacos parece ser importante
fator de agressao durante periodos precoces da vida (Almeida, 1996). Em estudo
epidemioldgico, o0 baixo peso ao nascer apresentou elevada correlagdo com o
desenvolvimento de doencas metabdlicas como Diabetes, hipertensado arterial e
obesidade na vida adulta. A hipdétese do fendtipo protetor foi langada por Hales e
Barker (1992) para explicar essa programacao.

A dieta influéncia a expressdo de diversas moléculas que regulam o
desenvolvimento de 6rgéos e tecidos (Gluckman & Hanson, 2004). Dentre essas se
destaca o neurotransmissor serotonina (5-HT). Esse se distribui em concentragdes
variadas em diferentes regides encefalicas (Whitaker-Azmitia, 1991). A desnutricdo pré
e pos-natal em ratos acelera a sintese de 5-HT no encéfalo por aumentar os niveis de
seu precursor, o aminoacido L-triptofano (Hernandez, 1980). Esse insulto nutricional
causa alteracdo irreversivel no sistema serotoninérgico (Morgane et al, 1993). Esse
neurotransmissor parece estar associado com o mecanismo de saciedade (Blundell,
1998).A administracdo aguda de fluoxetina em ratos adultos promove aumento da
sintese de serotonina e consequente efeito hipofagico (Lightowler et al., 1996; Tsuiki et
al., 1995; Dreshfield-Ahmad et al., 2000). Alteragbes nestes receptores 5-HT foram
identificadas em resposta a agressdes nutricionais na vida fetal (Manjarrez et al 2003).
No entanto, os detalhes da regulagdo e ativacdo dos receptores serotoninérgicos em
animais desnutridos ainda nao estdo esclarecidos. Os subtipos de receptores 5-HTa,
5-HT1s e 0 5-HT,c sdo implicados no controle da ingestdo alimentar (Curzon et al
1988,Dourish 1994). Quando estimulados, os subtipos 5-HT1g € 0 5-HT,c suprimem a

ingestao alimentar (Hewitt et al, 2002, Clifton et al, 2000) enquanto o 5-HT1a aumenta
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(Cooper et al 1993; Mancilla-Diaz et al, 2005). A acdo anoréxica da serotonina é
mediada pelos receptores 5-HT1g € 5-HT,c localizados nos nucleos hipotalamicos
(Heisler et al 2002; 2006; Dalton et al, 2006).

Durante a gestagcédo ou o aleitamento, farmacos serotoninérgicos podem induzir
alteragcbes no crescimento e desenvolvimento do sistema nervoso promovendo
alteragdes na expressdo comportamental (Barreto Medeiros et al., 2004;Manhaes de
Castro et al., 2001). No presente estudo, nos propomos a testar o fendbmeno biologico
da programacgao no controle do comportamento alimentar por manipulagdo do sistema
serotoninérgico durante a vida fetal. A manipulagdo do sistema serotoninérgico
associados com a desnutricdo hipoprotéica na gestacdo nos fornecera importantes
informacdes, pois é encontrado na literatura que ha um pequeno aumento de
serotonina no cérebro que persiste no desenvolvimento em que os efeitos anoréxicos
da serotonina sio alterados em ratos submetidos a desnutricido-protéica durante a
gestacado e lactacao (Manjarrez et al 2003, Hernandez et al 1989); As alteragdes
supracitadas que foram programadas e parece modular as adapta¢des de mecanismos
do controle da ingestdo alimentar que podem ser importantes contribuintes para o

desenvolvimento de obesidade na vida adulta e doencas metabdlicas associadas.

2-MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas ratas prenhas da linhagem Wistar, albinas, pesando entre
(220-2409), da colénia do Biotério do Departamento de Nutricdo da Universidade
Federal de Pernambuco, com alimentagao e agua ad libitum, ciclo claro-escuro 12/12 h
(inicio as 6h). Os procedimentos experimentais obedeceram aos principios do Comité
de ética em experimentacdo animal (CEEA, protocolo 009367/2006-12) da
Universidade Federal de Pernambuco. A gestagao foi diagndsticada com a verificagao
de espermatozoéide no esfregago vaginal. O primeiro dia de vida foi considerado o dia
seguinte ao nascimento. Foram formadas ninhadas com seis filhotes machos e
distribuidas em grupos experimentais segundo dieta, com diferentes percentuais de
proteina, oferecida as méaes durante a gestacdo (Figura 1). Grupos experimentais
também foram formados segundo tratamento de mées ou filhotes com inibidor seletivo
de recaptacédo da serotonina (fluoxetina). A composi¢cédo das dietas seguiu as normas
da American Society for Nutritional Sciences (AIN 93), sendo utilizadas dieta

normoprotéica (caseina 17%) ou hipoprotéica (caseina 8%) (Tabela 1).
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Figura 1 — Esquema da distribuicdo dos grupos experimentais. Ratos receberam
dieta controle (CS, caseina 17% salina) ou hipoprotéica (DS, caseina 8% salina)
durante o periodo de gestacdo. O tratamento crbénico com fluoxetina (CFG,
controle fluoxetina gestante; DFG, desnutrido fluoxetina gestante, 1mg/Kg p.c.) foi
realizado a partir do 14° ao 21° dia de gestacdo. Apds o desmame, 0s grupos
receberam fluoxetina (CFA, controle fluoxetina adulto; DFA, desnutrido fluoxetina
adulto; CFGA, controle fluoxetina gestante adulto; DFGA, desnutrido fluoxetina

gestante adulto; 10mg/Kg p.c.) por administragao aguda.
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Tabela 1 - Composicdo das dietas experimentais oferecidas
durante o periodo de gestacao.

Constituintes Dieta Dieta
hipoprotéica normoprotéica

(8%) (17%)

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

% Kcal 362,48 363,44

Analise da Duragao de Succ¢ao

Neste estudo, as ninhadas dos diferentes grupos experimentais foram
submetidas, nos dias de avaliacdo, a privagao alimentar para estimular a busca pelo
alimento. Esta consistiu na retirada dos filhotes da gaiola, separando-os assim por 4
horas de suas mées, de acesso a agua e comida. Durante o periodo de privagao (12:00
as 16:00h) as ninhadas permaneceram em gaiolas com caracteristicas semelhantes as
de origem, incluindo a presenga do ninho. Devido ao controle ainda imaturo da
temperatura corporal, as ninhadas com idade de 3 e 7 dias foram mantidas em gaiolas
com temperatura de +/- 31 °C. A adocao de privagao alimentar tornou-se necessaria
para possibilitar uma avaliagdo comportamental direta e em curto periodo de tempo
(1h). Esta foi realizada imediatamente apds o periodo de privagao alimentar.

Nos dias de avaliagdo (3%, 7% 14° e 21° dias de aleitamento), foi registrada a
duragdo (em segundos) do comportamento de sucgéo. Para o registro da duragao dos

comportamentos, foram utilizados protocolo comportamental e cronémetro digital,
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permanecendo o observador a 1,5 m de distancia da gaiola em observagéo. Apenas
duas ninhadas foram avaliadas por dia, cada uma por um observador. Todos o0s
experimentos foram realizados por dois observadores previamente treinados. As
gaiolas foram transferidas das estantes para o local de observagao dois dias antes do

teste. Os testes foram realizados no periodo de 16-17h (Souza et al, 2001).

Analise da Ingestao Alimentar aos 21 dias de idade.

O consumo alimentar individual dos filhotes, em miligramas (mg), foi obtido em todos
os dias de avaliagao comportamental. Este foi quantificado através do ganho de peso
dos filhotes (HOUPT e HOUPT, 1975) durante uma hora de observacéo
comportamental (1h). O consumo foi o resultado da subtragdo do peso corporal obtido
depois da observagao comportamental pelo peso obtido anteriormente ao inicio desta.
Para obtencao do peso corporal pré-observacao, foi realizada estimulagao genital para
promover a excrecao de urina e fezes (HALL et al., 1977). Esta consistiu de friccdo de
objeto macio sobre a regido genital dos filhotes até o término da excreg¢do. Esse
procedimento garante maior confiabilidade a quantificacdo do consumo alimentar em

ratos com 3, 7 e 14 dias de vida.

Consumo Alimentar Pés-Desmame

A ingestao foi calculada pela férmula: peso inicial-peso final. A avaliagado de
ingestao alimentar aos 35 dias de vida foi obtida pela subtragdo do peso da ragdo antes

€ apos periodo de observagao de uma hora.

Droga

A fluoxetina foi dissolvida em solugéo salina. Foi utilizada dose de 1mg/Kg pc
durante a gestagcdo e 10mg/Kg pc no estudo aos 35 dias de vida.No estudo do
comportamento alimentar peri-adolescente, a droga foi administrada uma hora antes do

teste.
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Analise Estatistica

Para analise estatistica foi utilizada ANOVA two-way seguida por test de Tukey.

O peso corporal foi analisado por teste t de Student com nivel de significancia p<0.05.

3- RESULTADOS

Efeito da desnutricao e do tratamento com fluoxetina na gestacao

O grupo de ratas desnutridas, comparado ao controle, apresentou redugao (p <
0,01) no numero de filhotes e maior mortalidade materna. (Tabela 2). A desnutricdo
nao alterou os dias de gestacao e o percentual de ganho de peso. (Tabela 2).

O grupo que recebeu fluoxetina (1mg/Kg s.c) ndo apresentou diferengcas no
numero dos filhotes, mortalidade materna,dias de gestagdo e percentual de ganho de

peso,quando comparado ao controle. (Tabela 2).

Tabela 2 — Efeito da desnutrigdo e do tratamento com fluoxetina na gestagao
sobre duracéo da gestacao, do numero de filhotes, de mortalidade e do ganho
de peso materno. Ratas foram submetidas a desnutricdo durante a gestagéo ou
ao tratamento com fluoxetina (1mg/Kg s.c) a partir do 14° dia de gestagao.

Parametros de gestacgao Controle Controle Desnutrido
Salina Fluoxetina Salina

Duragéo da gestagdo em 22,0*0,3 22,4%0,3 22,3%0,7

dias

Numero de filhotes 12,9%1,2 13,9%1,2 73+07%

nascidos

Mortalidade das maes 0,0 0,0 50%0,0*

Ganho de peso total das 39*4,7 41%8,0 31,4%9,2

ratas (%). _
Os dados estao representados em média (X) + desvio padrdo (DP). n=8 para todos os
grupos. Teste t de student (p<0,01). * indica diferenca entre os grupos desnutrido e
salina.
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Peso Corporal

O peso corporal dos filhotes desnutridos foi menor (p<0,01) que aquele dos
controles a partir do 9° dia (DS= 15,7+ 2,5; CS=16,7+ 1,77) de vida (Figura 2). Os
filhotes do grupo CFG quando comparados aos filhotes do grupo CS apresentaram
aumento (p< 0,01) dos pesos corporais a partir do 11° dia pés-natal (CFG= 20,7+ 2,8;
CS =19,5 £2,0) (Figura 2).

Peso corporal (g)

Dias de Vida

Figura 2 - Efeito da desnutricdo e do tratamento farmacoldgico sobre
a curva de peso em ratos lactentes. Os ratos foram desnutridos
durante o periodo de gestacdo caseina 17% (n=46) ou a 8% (n=46)
e/ou receberam fluoxetina (n= 46 ;1mg/Kg, s.c) administrada nas maes
a partir do 14° dia de gestagdo.0Os dados estdo representados em
média + DP (desvio padrao). # indica diferengas entre os grupos CS e
DS, * indica diferenca entre CS e CFG.

Succao e Ingestao Alimentar

O grupo desnutrido apresentou redugao (p<0,05) na duragdo do comportamento
de sucgdo em (s) no 7° dia de vida (CS = 3308 (3462,0 -2767,0); DS = 3036,5 (3307,0 -
1460,0) e aumento (p<0,05) no 212 dia (CS= 2025,0 (2981,0 — 120,0); DS= 2897(3568
— 2096,0) quando comparado ao controle (Figura 3A). No grupo CFG houve redugao
(p<0,05) na duragdo do comportamento de sucgdo no 14° (CS = 3030.5, 3594 -1645;
CFG = 2492.5, 2676 -1946) e 21° dia de vida (CS = 2025, 2981-120; CFG =1813,
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1949-818) comparado ao grupo controle (Figura 3A). A ingestdo alimentar no grupo
desnutrido diminuiu (p<0,05) no 3° (DS= 0,2 + 0,1; CS= 0,2 + 0,07) e no 21° (DS=
0,7+£0,1; CS= 0,9£0,1) dia pods-natal quando comparado ao Controle (Figura 3 B). A
ingest&o alimentar no grupo CFG apresentou aumento (p< 0,05) no 7° (CFG =0,53 +
0,1,CS=0,4 +0,1), 14° (CFG = 0,83 + 0,2; CS= 0,66 + 0,1) e 21° dias de vida (CFG =
1,3+0,1; CS =1,0 + 0,1) quando comparado aos CS (Figura 3B).
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Figura 3 - Efeito da desnutricdo ou do tratamento com fluoxetina
durante a gestacdo sobre a duracdo do comportamento de
succdo (A) e a quantidade de alimento ingerido (B) durante a
lactagcdo. A duragdo do comportamento de sucgéo e a ingestao
alimentar (g) foram obtidos no periodo de 1h apos 4h de
privagdo alimentar. O grupo controle (CS) recebeu dieta
normoproteica (n=46, caseina 17%) e o desnutrido dieta
hipoprotéica (n=46, caseina 8%). A fluoxetina (1mg/Kg, s.c) foi
administrada nas maes (n=8) a partir do 14° dia de gestacgdo. Os
dados estdo representados em média £+ DP. * indica diferenca
entre os grupos DS e CFG em relagao ao controle, ANOVA.
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Peso Corporal e Ingestao Alimentar Pés-Desmame

Os filhotes do grupo DS (123,3 = 7,8) quando comparado ao grupo CS (141,6 £+
5,9) reduziram (p< 0,05) o peso corporal aos 35 dias de vida (Figura 4A). A ingestao
alimentar relativa foi maior (p< 0,05) no grupo DS (2,58 £ 0,1) quando comparado ao
grupo CS (1,6 £ 0,1) aos 35 dias de vida (Figura 4B). O grupo CFG (1,92 % 0,3)
apresentou a ingestao alimentar relativa maior (p<0,05) quando comparado ao CS aos
35 dias de vida (Figura 4B). O peso corporal no grupo CFG (140,0 £ 13,3) nado

apresentou diferenga em relagéo ao CS (141,6 £ 5,9) aos 35 dias de vida.
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Figura 4 - Efeito da desnutricdo ou do tratamento com
fluoxetina durante a gestacao sobre o peso corporal (A) e a
ingestdo alimentar (B) em ratos apdés o desmame. A
duracao da ingestdo alimentar foi obtida no periodo de 1h
ap6s 4h de privacdo alimentar. O grupo controle (CS)
recebeu dieta normoprotéica (n=46, caseina 17%) e o
desnutrido dieta hipoprotéica (n=46, caseina 8%). A
fluoxetina (1mg/Kg, s.c) foi administrada nas mées (n=8) a
partir do 14° dia de gestagdo. Os dados estdo
representados em média + DP. *Indica diferenca entre os
grupos DS e CFG em relag&o ao controle, ANOVA.
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Efeito do tratamento com fluoxetina em animais desnutridos na gestacao.

O grupo de ratas desnutridas que recebeu fluoxetina (1mg/Kg s.c), nao
apresentou diferengas no numero de filhotes, nos dias de gestagdo e na mortalidade

quando comparado ao controle (Tabela 3).

Tabela 3 — Efeito da fluoxetina no periodo gestacional sobre a duragao da
gestacao, numero de filhotes, mortalidade e ganho de peso materno.

Parametros da Desnutrido Desnutrido

gestagao Salina Fluoxetina
Duracéo da gestacao 22,3+ 0,7 22,3 +0,7
Numeros de filhotes 73+0,7 6,7+0,8
Mortalidade das maes 5,0+0,0 7,0+0,0

Os dados estao representados em média (X) + desvio padrao (DP).

Peso Corporal

Os filhotes do grupo DFG quando comparados aos filhotes do grupo DS nao
apresentaram diferenga dos pesos corporais diarios do 12 (DS=5,9 * 0,6; DFG=5,9
0,8) ao 212 (DS =28,9 + 13,8;DFG=29,4 *+ 14,1) dia pos-natal (Figura 5).
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Figura 5 - Efeito do tratamento com fluoxetina sobre o
peso corporal de animais desnutridos na gestagdo. Os
ratos desnutridos (n= 46, caseina 8%) receberam
fluoxetina (1mg/Kg, s.c) a partir do 14° dia de gestagdo. Os
dados estao representados em média + DP.
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Succao e Ingestao Alimentar

Nao houveram diferengas na duragéo de sucgao entre os grupos DFG e DS nos
dias avaliados (Figura 6 A).

A ingest&o alimentar do grupo DFG reduziu (p<0,05) no 7° (DFG = 0,32 + 0,09;
DS = 0,4 + 0,07) e 14° (DFG = 0,54 + 0,14 ; DS = 0,6 + 0,07) dia de vida pos-natal
quando comparado ao DS (Figura 6 B).

Duragao da sucgao (s)
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0.5+ C—/DFG

7 14
Dias de Vida

Figura 6-Efeito da desnutricdo e do tratamento com
fluoxetina durante a gestacdo sobre o comportamento de
sucgdo e ingestdao alimentar em ratos.A duragdo do
comportamento de sucgao foi obtida no periodo de 1h apdés
4h de privacdo alimentar. O grupo desnutrido recebeu dieta
hipoprotéica (n=46, caseina 8%). A fluoxetina (1mg/Kg,
s.c) foi administrada nas méaes a partir do 14° dia de
gestacdo. Os dados estdo representados em média +DP.
*Indica diferenca entre os grupos, Test t Student.
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Peso Corporal e Ingestao Alimentar aos 35 dias de vida

Os filhotes do grupo DS (123,3 = 7,8) quando comparados aos filhotes do grupo
DFG (130,6 + 7,9) ndo apresentaram diferengas dos pesos corporais ao 35° dia de vida
(Figura 7A). O grupo DFG (2,43 + 0,2) apresentou reducao (p<0,05) na ingestao
alimentar relativa quando comparado ao DS (2,58 £ 0,2) (Figura 7B).

A B =aDs

150+

1004

50+

Peso corporal (g)
Ingestaoalimentar
(g/g peso corporal)

DS DFG DS DFG
Grupos Grupos

Figura 7 —. Efeito do tratamento com fluoxetina sobre o peso corporal (A) e a
ingestao alimentar (B) pos-desmame em ratos desnutridos durante a
gestacdo. O grupo desnutrido recebeu dieta hipoprotéica (n=8, caseina 8%).
A fluoxetina (1mg/Kg, s.c) foi administrada nas maes a partir do 14° dia de
gestacdo. Os dados estdo representados em média + DP. *Indica diferenca
entre os grupos, Test, t Student.

Efeito da fluoxetina na ingestao alimentar de animais que foram desnutridos e/ou
manipulados farmacologicamente na gestagao

O grupo de DFGA nao apresentou diferenga na ingestdo alimentar quando
comparado ao grupo CFGA. A ingestdo alimentar do grupo CFA (0,7 + 0,2) diminuiu
(p<0,05) comparado ao CFGA (0,8 £ 0,1). A ingestao alimentar dos filhotes DFA (0,9 £
0,2) diminuiu (p<0,05) comparado aos DFGA (1,0 + 0,2) (Figura 8).
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Figura 8 — Efeito da administracdo aguda de fluoxetina sobre
a ingestdo alimentar de animais controle ou desnutridos na
gestacdao. Os ratos receberam fluoxetina (10mg/Kg)
administrada por via intraperitoneal aos 35 dias de vida. Os
dados sao representados em média + DP. *indica diferengas
entre os grupos CFA e CFGA, DFA e DFGA.

4-DISCUSSAO

A desnutricdo protéica no periodo gestacional ndo alterou o ganho de peso
materno, mas promoveu reducédo do peso ao nascer e do numero de filhotes nascidos.
O peso corporal € uma variavel vulneravel ao processo de desnutricdo, mas durante o
periodo de gestagdo parecem ocorrer adaptagées que nao permitem grande déficit do
peso corporal materno. Embora o peso ao nascer nao tenha sido afetado no presente
estudo, o numero de filhotes nascidos sofre reducdo. Quando a desnutricdo incide
sobre periodos criticos como a gestagdo, processos adaptativos ocorrem para
preservagao da prole (Bellinger et al 2006). Durante a gestagdo existe uma fase de
anabolismo protéico, primeira metade da gestagéo, para suportar uma segunda fase de
catabolismo. Essa observacédo pode ser suportada por analise de proteina da carcaca
de gestantes que foram submetidas a diferentes niveis de proteina na dieta (Pine et al,
1998). A reducgéo de proteina apenas na segunda fase da gestagdo promove redugéo

do peso corporal e de musculo esquelético em ratas (Zartarian et al, 1980). A
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manipulacdo dietética baixa em proteina durante a gestacdo leva a diferengas no
conteudo de proteina da carcacga ao parto,mas ndao no tamanho do estoque do tecido
adiposo, peso de orgaos e composicdo ou tamanho dos filhotes (Pine et al.,
1994).Durante a fase catabdlica da gestacdo, ratas desnutridas podem liberar
aminoacidos para o desenvolvimento do feto e da placenta havendo declinio na sintese
protéica muscular (Mayel-Afshar & Grimble, 1983). A relacdo entre baixo peso ao
nascer,crescimento fetal e idade gestacional relaciona-se a uma boa nutrigdo intra-
uterina, Fagundes et al (2007) observaram desproporcional crescimento fetal quando
ofertaram dietas com restricdo protéica a filhotes recém nascidos. Em outro estudo,
relata-se que a subnutricdo com o aumento do tamanho da ninhada, retardou o
crescimento fisico do rato e revelou déficits de peso corporal oscilando entre 20 e 30%,
com permanéncia até os 60% dias de vida pds-natal (Loraca, 1999). O modelo de
desnutricdo protéica, aplicada no presente estudo, reduziu a ingestdo alimentar de
ratos no 3° e no 21° dias de vida. Esse resultado comprova a menor quantidade de
alimento disponivel durante a lactag&o. Dieta hipoprotéica durante a gestacgao, reduz a
quantidade de lactose com consequéncias sobre a osmolaridade do leite e seu volume
(Grimble et al, 1987).

Os animais submetidos a desnutricdo gestacional apresentaram estado de
hiperfagia aos 35 dias de idade. As dietas hipoprotéicas impostas no inicio da vida
apresentam relagdo com hiperfagia ao longo do tempo (Desai, 2005;Vickers, 2000).
Mudancas na expressdao comportamental de ratos desnutridos na vida fetal foram
observadas anteriormente (Ward, 1991). Em animais adultos, a restricdo alimentar
parece estar associada ao aumento da sintese do NPY no hipotalamo (Widdowson,

1997). Embora as investigagbes do presente estudo ndo tenham abordado aspectos
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morfolégicos, sugerimos que as alteracbes comportamentais evidenciadas possuam
estreita associagdes com tais alteragdes.

Este estudo promoveu analise da acdo do sistema serotoninérgico sobre
parametros de crescimento e do comportamento alimentar quando esse sistema foi
previamente manipulado na vida fetal em animais normais ou desnutridos. Observamos
que a utilizacdo de um inibidor da recaptura da serotonina no periodo critico do
desenvolvimento ndo alterou o numero de filhotes nascidos, a mortalidade materna ou
a duragcdo da gestagdo. Por outro lado, estudo utilizando doses superiores a 7,5
mg/kg/peso corporal, observaram aumento de 10 a 20% de mortalidade da prole (Hoyt
et al., 1989). Outras alteragdes como a presenga de hematomas subcuténeos e
reducdo do tamanho encefalico foram observadas em ratos expostos a fluoxetina no
utero (Monteiro et al, 1990). O uso de doses elevadas encontra-se relacionada a
neurotoxicidade fetal, toxicidade materna com perda de peso (Sheets et al., 1989) e,
indiretamente, com o aumento da serotonina na fenda sinaptica (Davis et al., 1988). No
presente estudo, observamos reducdo do peso corporal apenas a partir do 11° dia de
vida em resposta ao tratamento com fluoxetina gestacional. Esse resultado foi diferente
de estudo prévio realizando manipulagdo semelhante, o qual encontrou baixo peso
desde o nascimento (Aigrain, 2005). Essa divergéncia pode ser atribuida a
concentragao da droga utilizada, pois neste ultimo estudo a dose foi maior.

Em nossos resultados,o tratamento materno com fluoxetina promoveu aumento
na ingestao alimentar dos filhotes no 7°, 14°, 21° e 35° dias de vida. Por outro lado,
houve diminuicdo da duragao de succdo no 14° 21° dias de vida. Esses resultados
indicam em conjunto, uma acao serotoninérgica para o adiantamento do processo de
desmame. Estudos pioneiros definiram o papel da serotonina no processo de lactagao

com a utilizagdo de drogas agonistas e antagonistas evidenciando favorecimento do
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sistema 5-HT na transicdo de sucgao para ingestdo de alimento sodlido (Hall et
al.,1977).A serotonina estimula a sucgéo ate aproximadamente o 152 dia de lactacao
apresentando a partir dessa data inibicdo desse comportamento e da consequente
quantidade de alimento ingerido que vai ser observado na vida adulta (Aigrain, 2005).
Os resultados obtidos no 35 dia de vida podem sugerir um possivel fendmeno
de “programacéao serotoninérgica” da ingestao alimentar.Observamos que o tratamento
gestacional com fluoxetina promoveu aumento da ingestao ainda nessa idade. A partir
do 302 dia de vida, o controle do comportamento alimentar apresenta caracteristicas
do sistema de regulacdo adulto (Halford e Blundell 1998). Dessa forma, podemos
sugerir que o tratamento imposto nesse estudo promoveu alteragbes comportamentais
permanentes. Outros estudos nao observaram, apos tratamento gestacional com
fluoxetina, alteragbes da ingestdo alimentar (Silva et al., 1999). Essas diferengas
podem estar associadas as diferentes doses utilizadas nesses estudos (Aigrain et al
2005). Sabemos que inibidores da recaptacado da serotonina podem apresentar efeitos
distintos a depender da dose administrada.Dessa maneira, estudos relatam a
‘programacgao” da resposta anorexigénica da serotonina em ninhadas que
apresentaram diminuicdo do crescimento intrauterino, reduzindo os efeitos
anorexigénico (Desai et al, 2005). Em humanos, o tratamento com inibidor seletivo de
recaptacdo da serotonina promove hipofagia e redu¢ao do peso corporal (Leibowitz et
al, 1988). Entre as manipulagdes ambientais que pode alterar os niveis e serotonina
encefalica esta a desnutricdo. Animais desnutridos apresentam niveis elevados de
serotonina no encéfalo, semelhante ao tratamento com ISRS (Rodriguez et al, 2006). O
aumento cerebral de triptofano, triptofano hidroxilase, serotonina e 5-acido
hidroxiindolacetico (5HIAA) foram observados em animais que sofreram desnutricdo no

periodo de gestacéo e lactacdo (Manjarrez 1994; Wiggins et al, 1984). Esses animais
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apresentam hiperfagia na vida adulta quando associada as dietas altamente palataveis
(Bellinger et al, 2004). Diante dessas observagdes podemos sugerir que existem
alteragdes do sistema serotoninérgico em organismos manipulados com ISRS durante
a gestacao, e essas favorecem as alteragcbes observadas sobre a ingestao alimentar.

Quando associadas as manipulag¢des nutricionais e farmacoldgicas, observamos
resultados distintos dos obtidos isoladamente. O uso de fluoxetina em ratas desnutridas
no periodo e dose utilizadas neste estudo nio alterou o niumero de filhotes nascidos, a
mortalidade materna ou a duragdo da gestagdo. A evolugdo ponderal dos pesos das
maes e dos filhotes desnutridos n&do foi diferente dos desnutridos que recebiam
fluoxetina em todos os dias de observagao. A ingestdo alimentar aos 35 dias de vida
mostrou-se reduzida nesses animais, ao contrario dos resultados com tratamento
nutricional ou farmacolégico isolados. Ambas as agressoes, incidindo durante periodo
de grande vulnerabilidade, podem ter promovido potencializagdo da agao hipofagica do
sistema serotoninérgico observada nos tratamentos agudos na vida adulta (Li et al,
2000). Em estudos anteriores do nosso laboratorio, observamos que animais
desnutridos durante o periodo neonatal apresentaram hiporesponsividade ao efeito de
ISRS sobre comportamento agressivo e alimentar na vida adulta (Barreto-Medeiros et
al.,, 2004; Manhées de Castro et al.,, 2001). Estudo morfolégico demonstrou leve
aumento de constituintes do sistema serotoninérgico em ratos desnutridos e tratados
com agonista 5-HT no periodo pré e pds-natal (Almeida et al., 1996). Somando-se a
esses resultados foi observada reduzida sensibilidade de receptores 5-HT (Almeida et
al., 1996).

Em ratos desnutridos na segunda semana de vida pds-natal, ha redugdo da
densidade de receptores 5-HT, com provavel alteragdo do receptor 5-HT+45 , que é

importante no controle do comportamento alimentar (Duncan et al., 2000). E bem
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documentado que tanto a administracdo aguda como a crénica do farmaco repercute
em possiveis alteragdes em diversos componentes do sistema serotoninérgico.

O ultimo resultado desse estudo, descreve o efeito da fluoxetina quando essa foi
administrada aos 35 dias de vida, visando o estudo da responsividade aos efeitos
hipofagicos da serotonina em organismos normais ou desnutridos que foram ou nao
sensibilizados precocemente quando tratados com ISRS. Nesse contexto observamos
que a ingestdo alimentar reduziu em ambos os grupos apds a aplicagédo aguda de
fluoxetina. Acéo hipofagica da serotonina € bem documentada na literatura (Blundell et
al., 1998). Evidenciamos, no entanto, que a desnutricido gestacional promoveu
alteragao na ingestao alimentar mesmo apo6s aplicagdo de fluoxetina, promovendo a
programagao do comportamento alimentar produzindo mudangas no apetite durante o

periodo pods-natal precoce e que por vezes, parece persistir por toda a vida.
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Artigo 2

Titulo:Efeito da desnutricao e do tratamento com fluoxetina sobre a Seqiiéncia
comportamental de saciedade em ratos.

Resumo

A estrutura do comportamento animal reflete a operagcdo natural e fisiolégica que
envolve a modulagdo da ingestdo alimentar. A Sequéncia Comportamental de
Saciedade (SCS) em ratos é caracterizada pela transicdo dos comportamentos de
alimentagao, descanso e limpeza, associado ao término natural da alimentacdo. Essa
caracteristica comportamental do rato nos permite utilizar a SCS como ferramenta para
testar o efeito de uma dieta hipoprotéica no periodo critico de desenvolvimento como a
gestagcdo e a acdo de drogas ou outras manipulagbes que possam agir sobre o
desencadeamento de saciedade, como, por exemplo, drogas anoréxicas. Foram
utilizadas ratas prenhas da linhagem Wistar divididas em 8 grupos experimentais.Ratos
receberam dieta normoprotéica (CS, caseina 17%) ou hipoprotéica (DS, caseina 8%)
durante o periodo de gestacao. O tratamento crénico com fluoxetina (fluoxetina 1mg/Kg
p.c.) foi realizado do 14° ao 21° dia de gestagdo. Apds o desmame, 0S Qrupos
receberam fluoxetina agudamente (fluoxetina 10mg/Kg p.c.). A desnutrigdo aumentou a
duragdo da alimentagcdo e retardou o descanso. O grupo desnutrido fluoxetina na
gestacdo quando comparado ao grupo controle fluoxetina na gestacdo manteve a
estrutura normal da SCS, entretanto houve aceleracdo da transicao alimentacao-
descanso, mantendo normal o comportamento de limpeza e atividade. O grupo
desnutrido fluoxetina aguda quando comparado ao grupo controle fluoxetina agudo
manteve a estrutura normal da SCS, entretanto retardou a transicdo alimentacao-
descanso mantendo normal o comportamento de limpeza e da atividade. Podemos
concluir que a desnutricdo gestacional e o tratamento crénico com fluoxetina durante a
gestacdo promove hiperfagia apdés o desmame por alterar variaveis quantitativas e
temporais da expressdo do comportamento alimentar. O disparo da saciedade parece

ser particularmente afetado por desnutricdo gestacional.
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1-INTRODUGAO

E conhecido na literatura que a desnutricdo durante o inicio da vida induz
mudangas na estrutura do cérebro. Animais experimentais que sofreram desnutrigdo no
utero durante os primeiros estagios de desenvolvimento pds-natal reduziram respostas
a drogas psicoativas do sistema nervoso central (Brozek,1990; Morgane et al, 2002).

Quando a dieta hipoprotéica € imposta durante o periodo de gestacao, existe
grande probabilidade da ocorréncia de baixo peso ao nascer, com consequentes
alteragdes morfofuncionais de carater permanente (Snoeck et al, 1990). A expresséo
do comportamento alimentar parece ser programada com varias alteragées nos seus
mecanismos fisiolégicos de controle (Bellinger et al 2004; Kehoe et al., 2001). Essas
alteragdes serao responsaveis pelo aumento da ingestdo alimentar (Colombo et al,
1992) e consequente ganho de peso na vida adulta (Rothwell et al, 1987).

Nessa agressao nutricional, ocorre também diminuicdo na concentragdo de
varias substancias no hipotalamo, estrutura encefalica importante no controle da
homeostase energética (Kehoe et al., 2001).0 controle serotoninérgico € um dos
principais atingidos, com elevagdo da concentragdo de serotonina e mudangas no
metabolismo do seu precursor, 0 aminoacido essencial triptofano (Resnick et al. 1979;
Manjarrez et al., 2003; Lister et al., 2005). Por exemplo ratos que foram submetidos ha
uma dieta hipoprotéica durante a gestagdo ou lactagdo, acelerou a sintese de
serotonina no cérebro e mostraram alteragbes no hipotalamo em estudos realizados
por Manjarrez et al (1993) , Plagemann (2000) e Almeida et al (1996).

A Serotonina tem importante papel no controle do comportamento alimentar
(Leibowitz et al, 1998), particularmente na ingestao de carboidratos (Noach et al, 1994).
Drogas que bloqueiam a recaptagao da serotonina na fenda sinaptica, aumentando sua
disponibilidade, inibem a ingestdo alimentar (Weiss et al, 1986, 1990). No hipotalamo a
serotonina parece atuar nos nucleos arqueado e paraventricular (Leibowitz 1998;
Blundell, 1998). A administracdo de agonistas serotoninérgicos produz redugdo na
duracao das refeigdes individuais associada a diminuicdo da quantidade de alimento
(Blundell et al, 1984).Foram encontrados em ratos submetidos a aplicagéo de agonistas

8-OH-DPAT uma diminui¢ao da ingestao alimentar (Alonso et al, 2007).
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Os subtipos de receptores 5-HT15 € 0 5-HT,c séo importantes na regulacédo da
atividade serotoninérgica sobre o comportamento alimentar (Dalton et al, 2006;
Blundell, 1997).

A estrutura do comportamento animal reflete a operagao natural e fisiolégica que
envolve a modulagdo da ingestdo alimentar. A Sequéncia Comportamental de
Saciedade (SCS) em ratos é caracterizada pela transicdo dos comportamentos de
alimentacdo, descanso e limpeza, associado ao término natural da alimentagao
(Blundell, 1998).Essa caracteristica comportamental do rato nos permite utilizar a SCS
como ferramenta para testar a acdo de drogas ou outras manipulagbes que possam
agir sobre o desencadeamento de saciedade, como por exemplo drogas anoréxicas
(Blundell et al, 1981,1980). Em estudos que ratos receberam tratamentos com drogas
anoréxicas, agonistas e antagonistas serotoninérgicos mostraram mudangas da
Sequéncia Comportamental de Saciedade (Halford et al, 1998; Rodger et al, 2000;
Alonso, 2007) .

A acgado destas drogas pode distinguir mecanismos neuroquimicos que diferem
em efeitos comportamentais (Blundell, 1998).No presente estudo utilizaremos a SCS
para investigar a agdo de manipulagdes nutricionais e farmacolégicas durante a

modulagao dos mecanismos de controle do comportamento alimentar.

2-MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar da colénia do Biotério do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram
mantidos com agua e racao ad libitum, ciclo claro-escuro 12/12 h (inicio as 6h). Os
procedimentos experimentais obedeceram aos principios do Comité de ética desta

Universidade.

Grupos Experimentais

Apos a verificagdo de gestacdo, por observacdo de espermatozodides no
esfregaco vaginal, ratas receberam dieta normoproteica (CS, caseina 17%) ou
hipoproteica (DS, caseina 8%) durante toda a gestagdo. Esses dois grupos receberam
tratamento com fluoxetina (10mg/Kg pc, sc) a partir do 14° dia de gestagao constituindo

os grupos controle fluoxetina na gestagao (CFG) ou desnutrido fluoxetina na gestacao
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(DFG). Apés o desmame os animais receberam tratamento agudo com fluoxetina
(10mg/Kg pc) constituindo os grupos controle ou desnutrido fluoxetina aguda (CFA,
DFA) e controle ou desnutrido fluoxetina gestacional e aguda (CFGA, DFGA). Os

grupos experimentais estao descritos na figura 1.

GESTACAO LACTAQ&O
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Figura 1 — Esquema da distribuicdo dos grupos experimentais. Ratos receberam dieta
controle (CS, caseina 17%) ou hipoprotéica (DS, caseina 8%) durante o periodo de
gestacado. O tratameto cronico com fluoxetina (CFG, DFG, 1mg/Kg p.c.) foi realizado a
partir do 14° ao 21° dia de gestacdo. Apds o desmame, 0s grupos receberam
fluoxetina (CFA, DFA, CFGA, DFGA, 10mg/Kg p.c.) por administragao aguda.

Procedimentos
Para a avaliagdo da SCS, os animais foram mantidos previamente em privagao
alimentar de cinco horas. Apds este periodo, alimento com peso conhecido foi

oferecido, e dado inicio ao registro permanecendo o pesquisador a 1,5m de distancia
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da gaiola. Foi registrada, durante um periodo de 40 minutos, a duragao dos seguintes
comportamentos:

Alimentacéo: O registro desse comportamento foi iniciado imediatamente quando o rato
foi observado junto ao comedouro iniciando a ingestdo de ragdo. O mesmo foi
finalizado no momento em que o rato abandonou o comedouro.

Limpeza: O rato procedeu inicialmente o lamber de patas anteriores e movimentos
dessas sobre a cabecga continuando-se com o lamber da regido ventral, do dorso e das
patas posteriores.

Repouso: O rato foi observado em posicdo de descanso, apresentando o corpo
respousado sobre o assoalho da gaiola.

Atividade: Incluem outros comportamentos como: locomocao, cheirar, levantar as patas
anteriores e explorar a area.

Ingestdo alimentar: Foi obtida pela diferenca do peso da racdo antes e apds a

observagao comportamental.

Analise Estatistica

Na comparagcdo dos diferentes grupos, sera empregada a ANOVA para os
dados paramétricos. Quando a ANOVA revelar diferenga significativa, sera utilizado o
teste de Tukey para identificar as diferengas entre os grupos. Para os dados n&o
paramétricos, sera utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Mann-
Whitney.

Consumo Alimentar pés-desmame
A avaliagédo de ingestdo alimentar aos 35 dias de vida foi obtida pela subtragéo
do peso da racdo antes e apods o periodo de observacdao comportamental de 40

minutos.

Parametros Alimentares

Os parametros alimentares associam elementos estruturais importantes na
expressao do comportamento alimentar. Assim, relacionam a quantidade de alimento
ingerido em cada teste em relagdo temporal. Foram observados durante quarenta
minutos da avaliagdo da sequéncia comportamental de saciedade. Os parametros
avaliados foram:

ATT- Quantidade de alimento consumida pelo animal no tempo total de teste (g/40min).
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AUT- Quantidade de alimento consumida pelo animal por unidade de tempo (g/min).
LAT- Tempo (laténcia) gasto (s) pelo animal para iniciar a ingestdo de ragdo no inicio

do teste.

3-RESULTADOS
Sequéncia Comportamental de Saciedade (SCS)

A progressao da alimentacéo, limpeza e descanso foram analizadas em todos os
grupos, sem observagado de interrupgdo da sequéncia comportamental. Os animais
desnutridos (DS) quando comparados ao CS (controle), mantiveram a estrutura normal
da SCS, entretanto, houve aceleragao da transi¢cdo alimentacdo-descanso mantendo
normal o comportamento de limpeza e atividade. A desnutricdo aumentou a duragéo da
alimentagao e retardou o descanso. O grupo desnutrido fluoxetina na gestacdo (DFG)
quando comparado ao grupo controle fluoxetina na gestagdo (CFG) manteve a
estrutura normal da SCS, entretanto houve aceleragdo da transicao alimentacao-
descanso, mantendo normal o comportamento de limpeza e atividade. (Figura 2)

A progressdo da alimentacéo, limpeza e descanso foram observadas. O grupo
desnutrido fluoxetina aguda (DFA) quando comparado ao grupo controle fluoxetina
agudo (CFA) manteve a estrutura normal da SCS, entretanto retardou a transi¢cao
alimentacdo-descanso mantendo normal o comportamento de limpeza e da atividade.
(Figura 2)
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Figura 2 - Efeito da desnutricdo e do tratamento com fluoxetina sobre a
seqUéncia comportamental de saciedade. Foram avaliados os
comportamentos de alimentacido, descanso, limpeza e outras atividades no
periodo de 40 minutos. A fluoxetina (1mg/Kg p.c) foi injetada do 14° ao 21° dia
de gestacdo, e administracdo aguda aos 35 dias de vida (10 mg/Kg p.c.).
Grupos experimentais: CS, CFG e CFA (controle salina, fluoxetina
gestacional, fluoxetina aguda), DS, DFG e DFA (Desnutrido salina, fluoxetina
gestacional e aguda).
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A transigcado entre a alimentagao-descanso foi evidente no periodo 5.5 (27.5 min
da sessdo) no grupo Controle (CS), no periodo 7 (35 minutos da sessdo) no grupo
desnutrido (DS), no periodo 6 (30 min da sessao) no grupo controle fluoxetina na
gestacdo (CFG) e no periodo 7.3 (30 minutos da sessédo) no grupo desnutrido
fluoxetina na gestacao (DFG) (Figura 3).

A transigcdo entre a alimentacdo e descanso foi observada no periodo 5 (25.0
min da sessdo) no grupo CFA e no periodo 4 (20.0 min da sessdo) no DFA. A
administragdo aguda de fluoxetina diminuiu a duragcéo da alimentagdo e acelerou o

descanso no grupo DFA comparado ao CFA (Figura 3).
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Figura 3 - Efeito da desnutricdo e do tratamento com fluoxetina sobre o
periodo de saciedade em ratos. Foram avaliados os comportamentos de
alimentacédo e descanso evidenciando o ponto de transigcdo entre esses
dois comportamentos. A fluoxetina foi injetada (1mg/Kg p.c) do 14° ao 21°
dia de gestacao, e administracao aguda (10mg/Kg p.c.) realizada no 35°
dia de vida. Grupos experimentais: CS, CFG e CFA (controle salina,
fluoxetina gestacional, fluoxetina aguda), DS, DFG e DFA (desnutrido
salina, fluoxetina gestacional e aguda). Duragdo de 40 minutos os dados
foram agrupados em periodo de 5 minutos.
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Duracao da sequéncia comportamental de saciedade durante o tempo total

Os dados gerais da sequencia comportamental de saciedade estdo expressos
na Tabela 1. O grupo DS apresentou maior (p<0,05) tempo de alimentagédo e descanso
quando comparado ao CS e DFG. A duragdo do comportamento de limpeza foi maior
(p<0,05) no grupo CS em relagdo ao DS. O grupo DFG apresentou maior (p<0,05)
duracao de atividade quando comparado ao DS. Os animais CFA apresentaram a
duragdo do comportamento de alimentagdo maior p<0,05 que os DFA. O grupo DFA
apresentou a duragdo do comportamento de alimentagdo maior (p<0,05) que o DFGA.
O comportamento de limpeza dos animais CFA foi maior (p<0,05) quando comparados
ao DFA e ao CFGA.

Tabela 1 — Dados da sequéncia comportamental de saciedade em animais desnutridos
e/ou tratados com fluoxetina.

Grupos Alimentacao Limpeza Descanso Atividade
experimentais
CS 1096,0 £ 57,7 156 + 22,1* 523 + 98,1 609+ 94,2
DS 1652,7 + 64,1* 69,7 + 18,8 285,1+ 26,2* 426 + 11,1
CFG 1170,1 £ 108,8 156,7+ 23,2 411,3+70,2 605,8 £ 67,8
DFG 14351+ 62,4 91,3+14,4 213,4 £ 31,2 658,2 £ 76,6
CFA 861,0 £ 104,7* 210+ 31,5%# 850,0 + 138,7 412,0 £ 78,1
DFA 722,3+61,5# 161,8 £22,8 874,3 £ 143,7 566,6 + 96,6

Os dados estao expressos em médiazDP. * Indica diferenca entre os grupos em relagao ao
CS e # indica diferenca com o DS.

Anadlises de parametros temporais associados a Seqiliéncia Comportamental de

Saciedade

Os animais desnutridos salina (DS) apresentaram valores de ATT maiores
(p<0,01), e de Laténcia menores que os animais controles salina (CS) (Tabela 2). Os
grupos CFG e DFG apresentaram valores de AUT maiores que os grupos CS e DS
respectivamente. A laténcia para iniciar a ingestdo foi menor nos grupos DS, CFG e
CFA quando comparados ao grupo CS, e maior nos grupos DFG e DFA quando

comparados com o grupo DS (Tabela 2).
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Tabela 2. Parametros da sequéncia comportamental de saciedade em ratos
desnutridos e/ou tratados com fluoxetina.
Grupos Ingestédo (g) | ATT (g/min) | AUT (g/min) | LAT (min)
Experimentais

CS 1,6+0,2 8,1+2,1 3,87+0,9 64,6+37

CFA 0,7+0,1 5+1,9 1,81+0,5 30,9+15*

CFG 1,910,4 10,6+3,9* 4,34+1 1 52,9+20*

DS 2,62+0,2 8,7+0,9 6,54+0,4 * o*

DFA 0,9310,2 7,91+1.9 2,32+0,5 46,6+14,8"

DFG 2,4+0,2 11,1+2,4" 5,900,7 41,7+21,2*

Valores sdo expressos em media +/- desvio padrao. Student t test. * indica diferenga com o
grupo CS, # indica diferenca com o grupo DS.

Ingestao alimentar de animais desnutridos e tratados com fluoxetina no periodo
gestacional e na vida adulta.

O grupo DS (2,6 £ 0,2) e DFG (2,4 + 0,3) apresentou aumento (p<0,01) na
ingestao alimentar comparados ao grupo CS (1,6 + 0,2); CFG (1,92 + 0,4). No grupo

DFG (2,4 £ 0,3) houve aumento (p<0,01) da ingestdo alimentar em relagdo ao grupo

CFG (1,92 = 0,4). A ingestao alimentar dos grupos CFA e DFA foram menores que
aquelas dos grupos CS e DS respectivamente (CFA 0,73 + 0,2; DFA 0,93 £ 0,2).

Quando comparado ao grupo CFA, o grupo DFA apresentou maior (p<0,05) ingestao

alimentar (Figura 4).
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Figura 4 - Efeito da desnutricdo e/ou da fluoxetina no periodo gestacional sobre a
ingestao alimentar. Os filhotes de ambos os grupos receberam aos 35 dias de
vida solucdo salina (n= 18, NaCl 0,9%) ou fluoxetina (n=18, 10mg/Kg) 1 hora
antes da analise comportamental. Os dados estao representados em média = DP.
* indica diferenga com o grupo CS, *indica diferenga com os grupos CFG ou CFA.
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4-DISCUSSAO

Nesse estudo, investigamos individualmente e simultaneamente as
repercussdes da desnutricdo protéica e do tratamento com inibidor de recaptacao da
serotonina durante a gestagao sobre o comportamento alimentar em ratos. Os dados
da analise comportamental revelaram importantes caracteristicas de variaveis do
comportamento alimentar, como duracéo da refeigdo e quantidade de alimento ingerido
nesses animais.

Esse estudo demonstrou que a desnutricao e a fluoxetina durante o periodo de
gestacdo promovem mudancas na SCS de ratos, evidenciando-se aumento ou
diminuicdo do disparo da saciedade dependendo do agente agressor. Da mesma
forma, esses tratamentos durante a gestagcdo, modularam as respostas do sistema
serotoninérgico no controle do comportamento alimentar apds o desmame.

Observamos que o tratamento crénico com fluoxetina durante a ultima semana
de gestacdo promoveu mudangas na sequéncia comportamental de saciedade apos o
desmame com antecipagdo no declinio do periodo de alimentacdo e aumento do
descanso. Esse contato inicial com a fluoxetina pode ter desenvolvido uma
“programacgao” com anormalidades no controle serotoninérgico sobre o comportamento
alimentar (Halford et al 2005). Essa sequela pode ter sido promovida particularmente
porque a manipulagao foi realizada durante o periodo de aparecimento dos primeiros
neurénios serotoninérgicos (Lauder e Bloom 1974).

Esse resultado foi semelhante aquele observado em animais que receberam a
fluoxetina apenas no periodo apdés o desmame neste mesmo estudo. Ou seja, o
tratamento com fluoxetina durante a vida fetal promove alteracdes sobre o disparo da
saciedade semelhantes aquela observada com o tratamento agudo na fase poés
desmame.Como observado em animais adultos, a fluoxetina promove adiantamento do
disparo da saciedade observado por antecipacdo do declinio da duracdo de
alimentagao (David et al, 2003),uma possivel explicagdo para estes nossos achados &
que a serotonina inibe a ingestdo alimentar antecipando a alimentagdo devido a
interacdo com os receptores 5-HTiB e 5-HT2c que sdo os principais receptores
serotoninérgicos relacionados ao comportamento alimentar e localizados no hipotalamo
(Leibowitz et al, 1990; Halford e Blundell, 1996; Heisler et al, 2002,2006; Dalton et al,
2006).
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Um estudo realizado por Guirk (1992) em ratos com administragdo cronica de
fluoxetina demonstrou rompimento do perfil da SCS. Esse autor atribue essa alteragao a
acgéao prolongada do farmaco devido a longa vida de seu metabolito a nor-fluoxetina (Guirk
et al, 1992). Alguns estudos relatam que a nor-fluoxetina parece afetar a SCS por
mecanismos nao serotoninérgicos (Simansky e Halford, 1990,1997).

Observamos que a administragdo crbnica de fluoxetina na gestagdo promoveu
aumento da ingestdo e da quantidade de alimento por unidade de tempo em animais
controle e redugcdo em desnutridos. Essa agao inversa da fluoxetina durante o periodo
gestacional sobre a ingestao alimentar pdés-desmame caracteriza as diferentes respostas
de organismos desnutridos frente a acao de alguns farmacos.

No nosso estudo a fluoxetina ndo promoveu agdao em animais desnutridos,
indicando uma hiporesponsividade desse sistema no controle do comportamento
alimentar, o tratamento farmacolégico em animais desnutridos parece nao exercer a
funcdo com a eficiéncia de um organismo normal, outras evidéncias mostram que o
aumento da atividade serotoninérgica no cérebro destes animais induz a
desensibilizacdo da agao anoréxica da serotonina.

Em laboratérios camundongos tratados farmacologicamente apresentaram
hiperfagia € um maior tempo no consumo das refeigdes, sendo um indicativo no déficit
da saciedade.Em outros experimentos foi encontrado o aumento do ganho de peso
(Teccot et al, 1997).0 receptor 5-HT,c desempenha importante fungdo no controle do
comportamento alimentar e no tamanho das refeigdes. O receptor 5-HTg esta
relacionado a ingestdo alimentar e a saciedade,provavelmente um destes receptores
teve alguma alteragéo funcional, quando submetemos 0s nossos animais a exposigao
ao farmaco na gestagcdo que consequentemente aumentou a quantidade de alimento
por unidade de tempo sendo uma provavel explicagdo para 0S NnOSSOS
achados.Observamos em nosso experimento que a desnutricdo aumentou a ingestao e
retardou o inicio da saciedade, aumentando o tempo de alimentagdo no tempo total,
estudos relatam que animais desnutridos mostraram uma baixa densidade dos
receptores na vida adulta (Li et al, 2000) e evidenciou-se que a interagdo dos
neurotransmissores com os seus receptores foram diferentes .

Alguns experimentos indicam que uma dieta hipoprotéica durante o inicio de
desenvolvimento altera a agdo da serotonina no circuito hipotalamico, que regula a
alimentagao e sugere que a hiperfagia esta associada a programacao metabdlica em

resposta a desnutricao gestacional que diminue a fungao regulatéria da serotonina e a
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ingestao alimentar (Leibowitz et al, 1990; Passos et al, 2007).Outras observacdes
indicam que a desnutricdo gestacional afeta alguns componentes no processo da
saciedade.

Ninhadas de ratas fémeas que receberam dieta hipoprotéica no periodo
gestacional apresentaram alteragdes nos numeros de neurdnios do neuropeptideo Y
(NPY), repercutindo em mudangas no comportamento alimentar (Plagemann et al
2000a;Yura et al, 2005).0Outros estudos relataram que os neurotransmissores também
foram programados (Plagemann, 2000b; Terroni et al, 2005), e ha uma associagao
entre a desnutricdo gestacional e a hiperfagia que provavelmente € decorrente das
alteragdes da agao modulatoria da serotonina e a ingestao alimentar (Mokler et al,
2003).

Outro ponto a ser discutido € a concentracdo utilizada, em estudo anterior do
nosso laboratério observamos que o tratamento neonatal com inibidor seletivo de
recaptacdo da serotonina promoveu alteragcbes do crescimento somatico e do
desenvolvimento sensoério motor, mas esses resultados foram inversos quando se
administrou baixas doses do mesmo farmaco (Deir6 et al., 1998). Em nosso estudo, a
dose utilizada durante a gestacgao foi dez vezes menor que aquela efetiva em promover
a saciedade em ratos. Essas respostas alteradas a saciedade podem refletir efeito
semelhante no presente experimento,a escolha da menor dose foi devido a associagéo

com outro agente agressor como a desnutrigao.

Em conclusdo o nosso trabalho mostrou que a desnutrigdo no periodo gestacional
modulou a resposta inibitéria da serotonina e da ingestao alimentar,e que a hipétese da
programacao fetal indica que a hiperfagia induzida por restricdo de nutriente no utero

reduz a fung&o regulatdria da serotonina na ingest&o alimentar.
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3-DISCUSSAO GERAL

Submetendo organismos imaturos a insulto nutricional e farmacologico, esse
estudo identificou processos adaptativos do comportamento alimentar em resposta a
ambas as agressdes. Com os resultados deste estudo identificamos que a desnutricao
protéica e o tratamento com fluoxetina durante a gestacdo promovem mudangas no
comportamento alimentar durante e apés o periodo do insulto ambiental. Essas
alteracdes incidiram sobre a duragao de succgio, na quantidade de alimento consumido
e no disparo da saciedade. Sao crescentes as discussdes e evidencias para a
programacgao do organismo as condi¢gdes de desnutricdo durante a gestagao (Lucas et
al., 1999). Nossos resultados reforcam essas discussdes e indicam uma possivel
programacgao em resposta a insulto farmacoldgico durante a gestagdo. As alteracdes
promovidas pelo tratamento com fluoxetina durante o periodo do insulto e apds o
desmame podem indicar certa “programacgao serotoninérgica” sobre mecanismos do
controle do comportamento alimentar que atuardao no catch-up do crescimento na idade
estudada. Quando os dois insultos (desnutricdo e fluoxetina) se somam durante a
gestagdo, parece conduzir o processo de adaptagdo para o mesmo caminho,
apresentando as mesmas influencias dos tratamentos isolados.

A desnutricdo gestacional esta associada ao retardo no crescimento fetal
(Hocher, 2007) com anormalidades morfofuncionais de varios sistemas organicos como
aqueles envolvidos no controle do comportamento alimentar (Breier, 2001; Plagemann,
2000). Varios estudos em ratos e humanos tém associado essas anormalidades a
patologias na vida adulta (Plagemann. 2000b; Vickers, 2008), incluindo disturbios do
controle do comportamento alimentar (Plagemann 2000). Nesse estudo, observamos
modificagcdes do comportamento alimentar durante o aleitamento e apds o demame. De
forma geral, a desnutricido protéica e o tratamento com fluoxetina parecem inibir o
comportamento de sucgéo e a ingestdo de alimentos durante a lactagédo, e aumentar a
ingestdo apdés o desmame. Esses dois insultos parecem promover desregulacdes
semelhantes sobre o sistema serotoninérgico. A desnutricdo parece promover aumento
na concentragédo encéfalica de serotonina e alteragbes no seu metabolismo (Rodriguez

et al, 2006) que parecem ser persistentes na vida adulta (Mokler et al, 2003).
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O estudo da sequiencia comportamental de saciedade nos permitiu identificar um
dos possiveis mecanismos do complexo controle do comportamento alimentar alterado
pelos insultos ambientais precoces. Observamos que a desnutricdo e o tratamento com
fluoxetina promoveram retardo no disparo da saciedade. Assim, a desnutricdo
promoveu retardo no aparecimento temporal da saciedade, enquanto o tratamento com
fluoxetina na gestagdo provocou seu adiantamento. A desnutricdo promove aumento
na concentragdo encefalica de serotonina, assim como o tratamento com inibidor da
recaptagdo da serotonina (Almeida, 1996). A serotonina atua sobre o controle do
comportamento alimentar promovendo saciedade (Blundell, 1998). Assim, o
adiantamento temporal no disparo da saciedade € caracteristico apos inje¢ao aguda de
agonistas serotoninérgicos (Blundell, 1998). Ao interpretarmos esses resultados
levando em consideracdo apenas os niveis de serotonina, poderiamos identificar
incoeréncia para a maior ingestdo alimentar e retardo no disparo de saciedade em
animais desnutridos. No entanto, alguns estudos recentes comprovam que animais
desnutridos  durante periodos criticos de desenvolvimento  apresentam
hiporesponsividade ao efeito anoréxico da serotonina (Souza et al., 2008).

Quando submetemos esses animais a tratamento agudo com fluoxetina apds o
desmame, observamos anormalidades na sequencia temporal da alimentagdo, mas
nao quando esses animais foram desnutridos na gestacao. Esse resultado confirmou a
hipétese de hiporesponsividade dos mecanismos de controle serotoninérgicos do
comportamento alimentar em animais que foram desnutridos em periodo iniciais da
vida. Para concluir as analises de experiéncias durante a vida fetal e controle da
saciedade, analisamos a acao da fluoxetina apds o desmame em animais previamente
expostos a esse mesmo tratamento durante a gestagdo. Observamos que essa
experiéncia precoce nao modifica a agao da fluoxetina em animais controle, mas sim
em desnutridos. Apesar da desnutricdo fetal alterar a resposta de mecanismos
serotoninérgicos sobre o comportamento alimentar, quando existe uma experiéncia
conjunta com inibidores seletivos da serotonina na gestagédo, ocorre um processo
adaptativo no qual se anula o efeito dos dois insultos sobre o comportamento alimentar.
No contexto, alguns estudos contribuem com o0s nossos resultados que uma dieta
hipoprotéica no periodo de gestacdo, altera o comportamento alimentar na prole de
ratos durante a vida adulta, desenvolvendo preferéncia para alimentos palataveis ao

longo do tempo (Bellinger et al, 2004; Langley-Evans , 2005).
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O presente estudo pode abordar importantes questionamentos a cerca dos
processos adaptativos envolvendo periodos inicias da vida. Com énfase em insultos
nutricionais e farmacologicos durante a vida fetal, nos identificamos modificagbes no
controle do comportamento alimentar em particular aquelas envolvendo o sistema de
neurotransmissao serotoninérgico. A desnutricdo gestacional parece favorecer maior
ingestao alimentar, o que podera ser associada ao favorecimento de ganho de peso.
Manipulando o sistema de neurotransmissao serotoninérgica, nés pudemos identificar a
sua participacao nesse processo adaptativo do controle do comportamento alimentar.

Atualmente, a populacdo mundial vem sofrendo com a elevagao na incidéncia de
doencas associadas a obesidade. Esta vem apresentando indices alarmantes de
prevaléncia em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos, indicando a sua associagao
nao apenas com poder de aquisicao alimentos. No Brasil, houve aumento na
prevaléncia de obesidade na regidao sudeste bem como na regidao nordeste nas ultimas
trés décadas (Malaquias Batista e Rissin, 2003). A transicdo nutricional observada no
Brasil pode estar associada a programacao fetal, bem como o aumento no poder de
aquisicao de alimentos altamente energéticos. Nosso estudo vem contribuir com bases
fisiolégicas para o entendimento dessa tendéncia do quadro de saude relacionado a
doencas metabdlicas. Poderiamos sugerir que individuos com experiéncias diversas
durante o periodo fetal apresentardo mecanismos de controle da homeostase
energética adaptados para o ambiente do desenvolvimento. O sistema serotoninérgico
parece ser um importante alvo para esses processos adaptativos, contribuindo para
alteragbes nos mecanismos de saciedade, que implicardo diretamente na quantidade
de alimento consumido, consequentemente na quantidade de energia armazenada na
forma de tecido adiposo. O conjunto de evidéncias sobre as possiveis sequelas dos
insultos em periodo de desenvolvimento organico faz-se necessario o desenvolvimento
de estratégias voltadas para a atencdo de periodos do desenvolvimento como

determinantes da saude da vida adulta.
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5-CONCLUSOES

A desnutricdo gestacional promove hiperfagia em ratos relacionada ao retardo no

disparo de mecanismos de saciedade;

A exposicao gestacional a inibidor de recaptacao da serotonina predispde os fetos a
desenvolvimento de hiperfagia apos o desmame, mas n&o relacionada a modificagao do

padrao de disparo da saciedade;
A desnutricdo durante a gestagao reduz a sensibilidade de ratos ao efeito anoréxico da

serotonina associado a parametros quantitativos mas ndo com parametros temporais do

comportamento alimentar.
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6-PERSPECTIVAS

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho € possivel delinear as seguintes

perspectivas:

Estudar a ritmicidade circadiana da ingestao alimentar em animais desnutridos na

vida fetal;

Analisar, em animais desnutridos na vida fetal, a seqléncia comportamental de

saciedade em resposta a agonistas serotoninérgicos;

Analisar a ritmicidade da ingestao de dieta hipercalérica e a preferéncia alimentar a

macro nutrientes na vida adulta, em animais desnutridos na gestacgao.
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