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RESUMO

MENCALHA, Rodrigo. Deplecdo cerebral de serotonina durante o periodo
neonatal programa a homeostase metabdlica energética e a expressdo
comportamental de ratos adultos. 2008. 81p Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria, Ciéncias Clinicas). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

A deplecdo cerebral de serotonina (5-HT) durante o periodo neonatal acarreta uma
alteracdo pléastica na citoarquitetura do sistema serotonérgico influenciando diretamente
0 desenvolvimento ontogénico de diversos sistemas cerebrais. Nesta dissertacdo
objetivou-se elucidar a influéncia da deplecdo cerebral de 5-HT durante o periodo
neonatal sobre a programacdo metabdlica energética e expressdo comportamental de
ratos adultos. A deplecdo cerebral de 5-HT foi evocada com a administracdo subcutanea
(s.c) de 100 mg. Kg*, de para-clorofenilalanina (pCPA), um inibidor competitivo da
enzima triptofano hidroxilase, do oitavo ao décimo sexto dias pos-natais. A fim de
investigar a influéncia da pCPA, durante e ap6s o tratamento, sobre a programacao
metabolica do individuo, foram avaliadas a ingestdo de leite e 0 ganho de peso corporal
do periodo neonatal a vida adulta. Ademais, avaliando indiretamente esta influéncia
sobre o metabolismo energético, foram investigadas as repercussfes sobre a homeostase
glicémica através da mensuracao basal e sob jejum da glicemia do rato adulto. Em
relagdo ao comportamento ingestivo foram realizados protocolos em condic¢Oes basais e
sob jejum. Nestes ensaios experimentais foram avaliadas as ingestGes de agua, racao,
sacarose 2% e NaCl 0,3 M. Outrossim, foram mensuradas as ingestdes de NaCl 0,3 M
ap6s deplecdo de sodio (furosemida 20mg. Kg*, s.c) e de agua ap6s estimulo
hipertdnico (NaCl 1,0 M, s.c). A expressdo comportamental foi avaliada através de
modelos envolvidos com aspectos afetivo-comportamentais. Nesta andlise, foi
investigado o status de ansiedade dos ratos através dos testes de campo aberto, labirinto
em cruz elevado (LCE), interacdo social e natacdo forcada. Os resultados demonstraram
que o tratamento com pCPA diminui a ingestao de leite (P<0,001) e conseqiientemente
o ganho de peso corporal no periodo neonatal (P<0,001), sustentando-se menor até a
vida adulta (P<0,01). A homeostase glicEmica também foi afetada refletida nos menores
niveis glicémicos em machos-pCPA (P<0,01) e fémeas pCPA (P<0,001) apds jejum
alimentar de 24 horas. Em relacdo as ingestdes basais, foi observado um maior apetite
por sddio em fémeas-pCPA (P<0,05), além de uma maior procura pela solu¢do de
sacarose 2% em ambas as fémeas (P<0,001). Sob jejum alimentar, foi observada uma
menor ingestdo cumulativa de ragdo em machos-pCPA aos 120 min (P<0,05) ¢ maior
ingestdo em fémeas-pCPA aos 60 (P<0,05) e 120 min (P<0,01). Ademais, apds jejum
hidrico, foi notada uma maior ingestdo cumulativa de agua em fémeas-pCPA aos 120
min (P<0,05) em relagdo aos machos-pCPA. Observou-se ainda uma maior ingestao de
agua nos machos-pCPA aos 120 e 180 min (P<0,001) ap6s estimulo hipertonico, porém,
ndo foi observada diferenca significativa na resposta natriorexigénica em ratos sodio-
depletados. Além disso, foi observada uma evidente atividade ansiolitica no LCE
expressa pelo maior tempo gasto no brago aberto (B.A) (P<0,05), maior nimero de
episodios de head-dipping no B.A (P<0,001), menos episodios de S.AP. (P<0,001) ¢
grooming (P<0,01). Em resumo, estes resultados demonstram que a deple¢do de 5-HT
durante o periodo neonatal programa a homeostase metabdlica energética e a expressdo
comportamental de ratos adultos.

Palavras-chave: serotonina, desenvolvimento ontogénico, programacao metabolica.



ABSTRACT

MENCALHA, Rodrigo. Brain serotonin depletion during neonatal period
programme energetic metabolic homeostasis and behavioral expression of
adulthood rats. 2008. 81p. Dissertation (Master Science in Veterinary Medicine,
Clinical Sciences) Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

Brain serotonin (5-HT) depletion during the neonatal period lead a plastic
cytoarchitecture change of the serotonergic system influencing directly several brain
systems ontogeny development. This dissertation was aimed to elucidate the influence
of brain 5-HT depletion during the neonatal period on the metabolic programming and
the behavioral expression of adulthood rats. Brain 5-HT depletion was raised with the
subcutaneous (s.c) administration of 100 mg. Kg™ para-chlorophenylalanine (pCPA), a
competitive inhibitor of the tryptophan hydroxylase enzyme, from the eighth at
sixteenth post-natal days. In order to investigate the influence of pCPA on the subject
metabolic programming, during and after treatment, the milk intake and body weight
gain from the neonatal period to adulthood were evaluated. Furthermore, evaluating
indirectly this influence on the energetic metabolism, the repercussions on the glycemic
homeostasis through of the glycemia baseline measurements and under fasting in the
adult rat were investigated. Around the ingestive behavior, baseline conditions paradigm
and under fasting were made. In these experimental trials, water intake, ration, 2%
sucrose and 0.3M NaCl were evaluated. Also, the 0.3 M NaCl intake after sodium
depletion (furosemide 20mg. Kg™, s.c) and water intake after hypertonic stimulus (1.0
M NacCl, s.c) were measured. The behavioral expression was evaluated through models
involved with emotional-behavioral signals. In this analysis, the rat’s anxiety status was
investigated through of open field test, elevated plus-maze (EPM), social interaction and
forced swimming. The results showed that treatment with pCPA reduces milk intake
(P<0.001) and therefore the body weight gain in the neonatal period (P<0.001),
claiming to be smaller until adulthood (P<0.01). The glycemic homeostasis was also
affected reflected in lower pCPA-male (P<0.01) and pCPA-female (P<0.001) levels
after 24 hours of fasting. About to baseline intake, a higher pCPA-female sodium
appetite (P<0.05), related to a greater demand for 2% sucrose solution in both females
(P<0,001) were observed. Under fasting, a lower male-pCPA cumulative ration intake
at 60 min (P<0.05) and a higher female pCPA at 60 (P<0.05) and 120 min (P<0.01)
were observed. Furthermore, after water deprivation, a higher pCPA-female cumulative
water intake at 120 min (P<0.05) compared with pCPA-male was rated. Was also
observed a greater pCPA-male water intake at 120 and 180 min (P<0.001) after
hypertonic stimulus, however, it was not observed significant difference in the
natriorexigenic responses in sodium depleted rats. In addition, pCPA male showed a
evident anxiolytic activity in EPM test expressed by the higher time spent in the open
arm (O.A) (P<0.05), higher head-dipping in the O.A episodes (P<0.001), less S.A.P.
(P<0.001) and grooming episodes (P<0.01). Therefore, these results showed that 5-HT
depletion during the neonatal period programme the energetic metabolic homeostasis
and the behavioral expression of adulthood rats.

Key words: serotonin, ontogeny development, metabolic programming.
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LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

5,7-DHT 5,7 dihidroxitriptamina

5-HT 5 hidroxitriptamina

5-HT1A Receptor 1A de 5 hidroxitriptamina
5-HT1B Receptor 1B de 5 hidroxitriptamina
5-HT2A Receptor 2A de 5 hidroxitriptamina
5-HT2C Receptor 2C de 5 hidroxitriptamina

5-HT3 Receptor 3 de 5 hidroxitriptamina
8-OH-DPAT Agonista de 5-HT1A

ADX Adrenalectomizados

AHL Area hipotalamica lateral

ANG | Angiotensina |

ANG Il Angiotensina Il

ANP Peptideo natriurético atrial

AP Area postrema

ATl Receptor de angiotensina 1

CRF Horménio liberador de corticotropina
DNR Nucleo dorsal da rafe mesencefalica
DPN Dia p6s-natal

FEC Fluido extracelular

G Grupo

GABA Acido gama amino butirico

icv intracerebroventricular

IMMO Tempo de imobilidade

H.D. Head-dipping

LCE Labirinto em cruz elevado

M Molar

MAO Monoaminaoxidase

MnPod Nucleo mediano pré-6ptico dorsal
MnPov Nucleo mediano pré-6ptico ventral

NMR Nucleo medial da rafe mesenceféalica



NPBL
NTS
OCF
oT
p.C
pCPA
PEG
PVN
SAD
S.AP.
s.C
SDAR
SFO
SHR
SNC
SON
SRAA
TPH

Nucleo parabraquial lateral

Nucleo do trato solitario

Cortex orbitofrontal

Ocitocina

Peso corporal
para-clorofenilalanina
polietilenoglicol

Nucleo paraventricular

Desordens sazonais afetivas
Stretched attend posture
Subcutaneo

Receptor somatodendritico

Orgéo subfornicial

Ratos hipertensos espontaneamente
Sistema nervoso central

Nucleo supra-optico

Sistema renina angiotensina aldosterona

Triptofano- hidroxilase
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1 INTRODUCAO

O sistema serotonérgico exerce um papel bem conhecido sobre a homeostase
organica. Alem de atuar sobre a modulacdo da motilidade gastrintestinal e funcéo
plaquetéria, a serotonina (5-HT) participa efetivamente da regulacdo hidroeletrolitica,
modulando a sede e o apetite por sodio, ingestdo alimentar, balanco energético,
regulacdo da emocgdo e processos do controle comportamental. Ademais, este
neurotransmissor participa efetivamente do desenvolvimento ontogénico de diversos
sistemas cerebrais.

A deplecdo de 5-HT cerebral durante o periodo neonatal pode acarretar
consequéncias irreversiveis ou duradouras ao individuo adulto em virtude de uma
alteracdo plastica na citoarquitetura do sistema serotonérgico. Portanto, é reforcada a
hipotese que esta mudanca na plasticidade neuronal possa alterar a programacao
metabolica energética dos seres. Este complexo fenbmeno epigenético que acontece
durante um periodo critico da vida (i.e. lactacdo), é capaz de fornecer um fenotipo
racional ao organismo através de ativacdo génica. Além disso, também se postula a
hipo6tese que esta alteracdo plastica do sistema serotoninérgico possa alterar a expressao
comportamental dos individuos.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da deplecéo cerebral de
serotonina durante o periodo neonatal, com para-clorofenilalanina (pCPA), sobre o
desenvolvimento ontogénico de sistemas cerebrais, correlacionando suas repercussoes
com a homeostase metabdlica energética e expressdo comportamental de ratos adultos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistema Serotonérgico

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) é uma indolamina, produto da
hidroxilacdo e descarboxilacdo do aminoacido L-triptofano. A maior parte da 5-HT no
organismo é encontrada nas células enterocromafins do trato gastrointestinal, sendo o
restante encontrado nas plaquetas e no sistema nervoso central (SNC). Diversos estudos
tém mostrado sua participacdo na modulacdo da motilidade gastrointestinal, tonus
vascular periférico, ténus vascular cerebral, alem de exercer importante funcéo
plaquetaria e na fisiopatologia de diversas desordens de humor, vomito, enxaquecas,
sindrome do intestino irritdvel e hipertensdo sistémica e pulmonar (MOHAMMAD-
ZADEH et al., 2008).

Fisiologicamente, a serotonina exerce seus efeitos conjuntamente com uma
modulacdo geral da atividade psiquica. Assim sendo, a 5-HT influencia quase todas as
funcBes cerebrais, inibindo-a de forma direta ou estimulando o sistema GABA com
participacdo sobre a regulacdo do humor, sono, atividade sexual, apetite, ritmo
circadiano, funcgdes neuroenddcrinas, temperatura corporal, sensibilidade a dor,
atividade motora e fungdes cognitivas (MOHAMMAD-ZADEH et al., 2008).

Neurdnios serotoninérgicos da rafe mesencefalica constituem um pequeno grupo
de células multipolares que sdo distribuidas na linha mediana cerebral particularmente
localizados nos ndcleos mediano (NMR) e dorsal da rafe (NDR) (AZMITIA & SEGAL,
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1978; AZMITIA, 2001; ABRAMS et al., 2004). Reis, (2007) enfatizou 0 NDR como
sendo 0 mais proeminente nucleo serotoninérgico cerebral, localizado na parte ventral
da substancia cinzenta periaquedutal cerebral, estendendo-se caudalmente até a por¢édo
rostral da ponte. Os neurbnios serotoninérgicos do NDR sdo organizados em
aglomerados celulares, em diversas subdivisdes topograficas. A area ventromedial
rostral € uma dessas regides que possuem um contingente celular que é projetado para
regides prosencefalicas envolvidas com a regulacdo hidroeletrolitica e cardiovascular
(AZMITIA & SEGAL, 1978; KUHN et al., 1980; BOSLER & DESCARRIES, 1988;
JACOBS & AZMITIA, 1992; AZMITIA, 2001). As projecdes ascendentes do NDR sao
organizadas de maneira onipresente em conexdao com uma extensiva distribui¢do
cooperativa nas zonas terminais (AZMITIA, 1987, 2001). De acordo com a concepcao
da autora supracitada, multiplos subtipos de neurdnios serotoninérgicos participam da
coordenacdo integrada de diferentes sistemas, como por exemplo, autonémico,
neuroenddcrino e comportamental (AZMITIA, 1987, 2001; JACOBS & AZMITIA,
1992). Estudos eletrofisiologicos mostraram diferentes subtipos de neurdnios
serotoninérgicos envolvidos exclusivamente em modelos comportamentais.  Esta
observacdo postula a hipdtese que subpopulacdes de neurdnios serotoninérgicos
topograficamente organizados possam conter propriedades funcionais exclusivas
associadas com a modulacéo de sistemas especificos prosencefalicos (ABRAMS et al.,
2004). Neurdnios serotoninérgicos sintetizam 5-HT a partir do amino&cido triptofano
(AZMITIA, 1987, 2001; BOADLE-BIBER, 1993; RUDDICK et al., 2006) (Fig. 1). A
transmissdao serotoninérgica e subseqlente liberacdo sinéptica de 5-HT ocorrem de
acordo com um modelo ritmico gerado espontaneamente e pode ser modulado por um
auto-feed-back somatodendritico (AZMITIA, 1987, 2001). Este fino sistema modulador
é mediado através da ativacdo de auto-receptores 5-HT1A somatodendriticos (SDAR)
(BLIER et al., 1998). A acdo da 5-HT neste receptor evoca um decréscimo na taxa de
ativacdo e subseqiente decréscimo no turnover de 5-HT. Contudo, ha um aumento da 5-
HT nas sinapses somatodendriticas. Ocorre ainda um decréscimo proporcional na
liberacdo deste neurotransmissor nas zonas terminais dos neurdnios serotoninérgicos
ascendentes no NDR (HUTSON et al., 1989; INVERNIZZI et al., 1991).
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Figura 1. Sintese e Metabolismo da Serotonina. A serotonina é sintetizada a partir do aminoacido
essencial triptofano. Este aminoacido é hidroxilado na posi¢do 5 do anel aromaético, pela enzima
triptofano hidroxilase, dando origem ao 5-hidroxitriptofano (5-HTP). O 5-HTP é descarboxilado,
pela enzima L-aroméatico aminoécido descarboxilase, dando finalmente origem a 5-
hidroxitriptamina (5-HT ou serotonina). A 5-HT é metabolizada através de uma desaminacgao
realizada pela enzima monoamina oxidase e desidrogenada pela enzima aldeido desidrogenase
originando seu metabolito principal, o &cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) (LAM & HESLER,
2007).



A serotonina possui diversos receptores que sdo amplamente distribuidos pelo
organismo. Esses receptores sdo divididos em 7 familias, entre eles: 5-HT1, 5-HT2, 5-
HT3, 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6, 5-HT7. Com excecdo do receptor 5-HT3, pertencente a
familia de receptores acoplados a canais i6nicos seletivamente permedveis a sédio
(Na"), potassio (K*) e calcio (Ca"), os demais receptores estio incluidos na superfamilia
de receptores acoplados a proteina G (metabotropicos). Sua estimulacdo afeta varios
sistemas enzimaticos incluindo adenililato ciclase, fosfolipase A e C e canais de cations,
especialmente canais de K™ e Ca’", através da ativagio de proteinas G especificas (Fig.
2).

Transcription

Ca2+

\ Ca2+

Figura 2. Receptores serotoninérgicos e respectivas acgles intracelulares. Os receptores
serotonérgicos (5-HTRs) sdo agrupados em sete familias baseados nas vias efetoras intracelulares e
sequiéncia homologa. Com excecdo aos 5-HT3Rs, todos os receptores serotonérgicos sao acoplados a
proteina G. Os 5-HT,Rs, 5-HT¢Rs e 5-HT;Rs séo acoplados a Gs ativando a adenilato ciclase (AC).
A AC sintetiza AMPc a partir do ATP. O AMPc ativa uma proteina quinase dependente de AMPc,
também conhecida como proteina quinase A (PKA). A PKA fosforila proteinas quinases
intermediarias (PKs), as quais modulam a atividade de canais catidnicos, resultando em
despolarizagédo neuronal. Em contraste, 0s 5-HT;Rs sdo acoplados a Gi, a qual inibe AC, resultando
em hiperpolarizacdo. Os 5-HT,Rs sdo acoplados a Gq, a qual ativa a fosfolipase C (PLC). A PLC
cliva fosfolipideos (PL) a diacilglicerol (DAG) e inusitol trifosfato (IP;). O DAG ativa a proteina
quinase C (PKC), recrutando PK intermediarias para modular canais catidnicos e
conseqiientemente promover despolarizacdo neuronal. O IP; atua liberando Ca* dos estoques
intracelulares, auxiliando também na despolarizagéo. Este Ca**ativa o complexo Ca*?/calmodulina-
proteina quinase-dependente, que, conjuntamente a PKA e PKC, influencia a transcrigdo através
da fosforilagcdo de fatores de transcricdo (TFs). Os 5-HTsRs acoplam-se negativamente a AC e
positivamente aos canais de Ca'® IPs-sensiveis. 5-HT;Rs sdo ligantes ndo seletivos de canais
catibnicos que resultam em rapida despolarizacdo quando ativados. Linhas pontilhadas indicam
efeitos inibitérios (LAM & HESLER, 2007).



Existem no minimo 14 subtipos diferentes de receptores serotoninérgicos que
foram clonados de tecidos de mamiferos (BANES & SHARP, 1999; RAYMOND et al.,
2001). A familia 5-HT1 contém receptores que sdo acoplados negativamente a
adenililato ciclase e inclui os receptores 5-HT 1A, 1B, 1D, 1E e 1F. O receptor 5-HT1A
foi o primeiro a ser clonado e além de inibir a sintese de AMPc também leva a
hiperpolarizacdo da célula através da ativacdo de canais de potassio. Agonistas 5-HT1A
induzem inibicdo da PKA e da fosforilacdo do fator de transcricdo em culturas de
neurdnios hipocampais. Este receptor nos ndcleos da rafe atua como auto-receptor
enquanto que nas areas alvo dos neurénios serotoninérgicos, como o hipocampo, ele
corresponde a heteroreceptores localizados em terminais pds-sinapticos (LANFUMEY
& HAMON, 2000). O receptor 5-HT1B é expresso tanto em neurdnios serotoninérgicos
como ndo serotoninérgicos, atuando como auto-receptores e heterorreceptores,
respectivamente. Este receptor esta distribuido em diferentes regides do SNC e
encontra-se predominantemente ao nivel pré-sindptico (SARI, 2004). Em diversos tipos
celulares este receptor também esta associado a via das ERKs (RAYMOND et al.,
2001). O receptor 5-HT1D é conhecido por suas fun¢des inibitorias atuando como auto-
receptor nos terminais serotoninérgicos (BANES & SHARP, 1999) inibindo a liberacao
de serotonina na rafe mesencefélica, hipocampo e cortex frontal (RAYMOND et al.,
2001). A familia 5-HT2 possui trés subtipos de receptores sendo eles classificados como
5-HT2A, 5-HT2B e 5-HT2C. Eles atuam ativando a fosfolipase C aumentando os niveis
de Ca™" intracelular (BANES & SHARP, 1999). O receptor 5-HT3, como mencionado
anteriormente, € um canal idnico seletivamente permeavel a fons Na™ K* e Ca™, sendo
distribuido tanto centralmente como perifericamente nos tecidos (BARNES & SHARP,
1999). Os receptores 5-HT4, 5-HT6 e 5-HT7 estdo acoplados a proteina 41 Gs a qual
ativa a adenililato ciclase. A familia do receptor 5-HT5 contém dois subtipos 5-HT5A e
5-HT5B. Acredita-se que o tipo 5-HT5A esteja acoplado negativamente a adenililato
ciclase enquanto que o 5-HT5B esta ligado a outro sistema efetor ainda ndo muito bem
caracterizado (BANES & SHARP, 1999). O NDR especialmente contém subtipos de
neurdnios serotoninérgicos 0s quais sdo projetados para areas em regides
prosencefalicas relacionadas com a composicdo eletrolitica, volume do fluido
extracelular, bem como com a resposta cardiovascular (AZMITIA E SEGAL, 1978;
BOSLER & DECARRIES, 1988, AZMITIA, 2001). Entre elas, a area hipotalamica
lateral (AHL), 6rgdo subfornicial (SFO), 6rgdo vasculoso da lamina terminal (OVLT),
nacleos medianos pré-Opticos dorsal (MnPOd) e ventral (MnPOv), nucleo
paraventricular (PVN) e nucleo supra-Optico (SON) sdo as areas mais proeminentes
inervadas por neurdnios serotoninérgicos. Neurdnios produtores de 5-HT constituem o
primeiro sistema neuronal primordial da placa cortical. Estes neur6nios representam um
grupo celular entre os primeiros a sofrerem diferenciacdo cerebral e exercem um papel
importante na neurogénese (AZMITIA, 2001), interagindo com maultiplos tipos
celulares e subtipos de receptores (AZMITIA, 1987, 2001; HOYER et al., 2002). Além
disso, a distribuicdo onipotente dos terminais e a diversidade de receptores cerebrais de
5-HT tém reservado a elaboracdo da hipOtese que o sistema serotoninérgico possa
interferir praticamente em todos 0s mecanismos integrativos de plasticidade neuronal,
como por exemplo, autondmico, neuroendocrino, comportamental e cognitivo
(AZMITIA & SEGAL, 1978; AZMITIA, 1987, 2001; JACOBS & AZMITIA, 1992).
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Figura 3. Projecdes Serotoninérgicas. Neurdnios serotonérgicos sdo projetados virtualmente para
todas as &reas do cérebro. Estes neurdnios sdo agrupados em nove grupos anatdmicos no nucleo da
rafe cerebral: os grupos caudais, B1-4, que d&o origem a maioria das projecdes descendentes; 0s
grupos rostrais, B5-9, que ddo origem a maioria das projecdes ascendentes. A figura mostra fibras
representativas indicando vias serotonérgicas cerebrais do rato em diferentes cores. O grupo
celular (B1-9) esta representado nas areas em azul, Abreviagbes: 3V, terceiro ventriculo; 4V,
quarto ventriculo; ACC, cértex anterior cingulado; Ag, aqueduto; ARC, nucleo hipotalamico
arqueado; DR; nucleo dorsal da rafe; FC, cortex frontal; ml, leminisco medial; NAcc; nudcleo
accumbens; NTS, nuicleo do trato solitario; PAG, substancia cinzenta periaquedutal; PVH, nucleo
hipotalamico paraventricular; RMg, ndcleo magno da rafe; RMn, nicleo mediano da rafe; Rob,
nacleo obscuro da rafe; RPa, nucleo pélido da rafe; SC, medula espinhal; V1, cdrtex visual
primério (LAM & HESLER, 2007).

2.2 Regulacéo Hidroeletrolitica

O sistema serotoninérgico é co-responsavel pela regulacdo do equilibrio
hidroeletrolitico. Estruturas das regides prosencefalicas envolvidas no controle
hidroeletrolitico e cardiocirculatorio sdo reciprocamente responsaveis pela inervacao da
rafe mediana cerebral (TANAKA et al.,, 1998, 2001; CELADA et al., 2002). O
contingente de neurdnios sensiveis a angiotensina Il (ANG-1l) do SFO projeta
neurdnios serotoninérgicos para 0 NDR (TANAKA et al., 1998). Esta avaliacdo foi
realizada em um estudo onde foi concluido que neurdnios sensiveis a ANG-II do SFO
monitoram os niveis circulantes de ANG Il e depois transmitem a informagéo para o
NDR.

Este mesmo grupo de pesquisadores demonstrou que em um evento
hemorragico, com sabido aumento no nivel plasmatico de ANG I, se excitam neurdnios
serotoninérgicos do NDR o0s quais projetam fibras para o SFO, onde o aumento do
turnover de 5-HT foi detectado de uma forma mais contundente (TANAKA et al.,
2001). Como tal, incrementando-se os niveis plasmaticos de ANG Il também se reflete
no decréscimo do volume do FEC (fluido extracelular) aumentado por hiponatremia e
isto é plausivel, adicionalmente, para admitir que a restauragdo do volume circulante
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seja correlacionada com alteracdes no turnover de 5-HT no NDR. Neste contexto,
maltiplos subtipos de receptores 5-HT (5-HT1A, 5-HT2A e 5-HT2C) sdo
farmacologicamente identificados no SFO (SCROGIN et al., 1998). Neste estudo, 0s
autores relataram que a liberacdo de 5-HT no SFO pode ser relacionada com o controle
da secrecdo de vasopressina. Contudo, considerando o papel do SFO na expressdo por
apetite ao sodio e a identificacdo de receptores AT1 (angiotensina) nesta estrutura, a
hipdtese da transmissdo serotoninérgica nesta estrutura influenciando a atividade
angiotensinérgica ndo pode ser excluida.

Ademais, outro grupo de pesquisadores evidenciou, através de microdialises,
que injecdes de ANG Il no SFO reduzem 5-HT extracelular e seus niveis metabdlitos
(TANAKA et al., 2004). Alem disso, a existéncia de uma possivel alca de feedback
entre SFO e a rafe também é sugerida. Esta suposi¢do é baseada na observacao de sitios
ligantes da ANG-11 e receptores AT1 identificados no NDR (MOULIK et al., 2002). E
possivel uma interacdo entre o ANP carreado no sangue ou ANP liberado
sinapticamente pelo NDR. Alteracbes experimentais na homeostase hidrossalina
influéncia os niveis de ANP no NDR (PALKOVITS et al., 1990). Um decréscimo
significativo nos niveis de ANP foi detectado no NDR apds o desenvolvimento de
hipertensdo em ratos em comparagdo aos controles normotensivos (BAHNER et al.,
1988). Estas demonstracbes reforcam a possibilidade que estas estruturas
procencefalicas e mesencefalicas reciprocamente ativam informacdes durante alteracbes
homeostaticas para a regulacdo da ingestdo de agua e sal e ajuste cardiocirculatorio
(LIND, 1986).

Analisando concomitantemente, as observacdes acima constituem evidencias
circunstanciais para a existéncia de um circuito neuronal SFO-NDR-SFO que deve ser
atribuido a regulacdo do balanco hidroeletrolitico e cardiovascular como proposto
outrora (REIS et al., 1994, CAVALCANTE-LIMA et al., 2005a, b). Adicionalmente,
ndo se pode desprezar a possibilidade de outra interacdo reciproca entre areas
prosencefalicas e rafe mediana, particularmente entre OVLT, MnPO, AHL e NDR.
Estas especulacdes experimentais, realizadas por Tanaka et al. (2004), aumentam a
possibilidade de que outros sinais humorais (niveis plasméaticos de ANP e OT) bem
como a liberacdo neural desses peptideos em estruturas da lamina terminalis, integram
sistemas que monitoram o status hidroeletrolitico. A relagdo neuroanatémica
mencionada anteriormente pressupds a elaboracdo de intera¢bes funcionais complexas
entre estruturas cerebrais prosencefalicas e mesencefalicas. Isto diz respeito ao controle
das funcbes autonébmicas, neuroenddcrinas e comportamentais durante alteracdes
homeostaticas presentes no ambiente.

LesGes eletroliticas do NDR e MNR em ratos normohidratados induzem
antinatriurese, mas sem causar alteracbes significativas na resposta excretora de
potéssio e diurese (REIS, et al., 1994). Neste estudo, a diminui¢do da excrecao urinéria
de sodio perdurou por quatro dias apos a lesdo e a resposta antinatriurética foi mais
intensa em ratos com lesdao no NDR do que no MNR. A antinatriurese em ratos NDR-
lesionados se correlaciona com uma drastica redugdo nos niveis plasmaticos de ANP,
em condicBes basais e apos expansdo do volume sanguineo. Foi demonstrado que ao
final da semana ratos NDR-lesionados recuperaram os valores normais da excrecao de
sodio bem como os niveis de ANP plasmatico. A deplecdo cerebral de serotonina
instalada pela administracdo intra-cerebroventricular (icv) de pCPA, similarmente,
evocou a reducdo urindria de sodio. A resposta antinatriurética foi expressa entre 0s
dias 3-7 apds a administracéo central de pCPA. Adicionalmente, ratos 5-HT-depletados
apresentaram baixos niveis de ANP em condi¢fes basais e durante a expansdo do
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volume sanguineo. Estas observacGes levantam a hipdtese que neurénios-NDR,
serotoninérgicos, regulam a excrecdo renal de sodio pelo controle da liberacdo de ANP
(REIS et al., 1994).

2.3 Regulacéo do Apetite por Sodio

O sistema serotoninérgico exerce um papel primordial na regulacdo do apetite
por sodio e regulacéo da sede (REIS, 2007). Apos déficit prolongado de sddio causado
por restricio na dieta alimentar, sistemas sensoriais sdo ativados conduzindo a
sinalizagdo humoral. Em contraste, quando o soddio é oferecido em excesso
ultrapassando o set point fisiolégico, a um incremento no volume do fluido extracelular
envolvendo uma depressdo da atividade do sistema renina angiotensina aldosterona
(SRAA). Esta resposta é seguida por um concomitante aumento da liberacdo do
peptideo natriurético atrial (ANP), e provavelmente, ocitocina (OT), e conseqiente
inibicdo do apetite por sodio (McCANN et al., 2003).

A primeira avaliacdo direta abordou a influéncia do sistema serotoninérgico no
apetite ao sodio, realizada em ratos sistemicamente tratados com agentes
serotoninérgicos (agonistas 5-HT, liberadores 5-HT ou inibidores pré-sinapticos da
recaptacdo 5-HT). Assim, a administracdo periférica aguda de agonistas (5-HT2C,
MK212 e mCPP), liberadores 5-HT (fenfluramina) ou inibidores pré-sindpticos da
recaptacdo 5-HT (fluoxetina), reduzem seletivamente o consumo de salina hipertonica
em ratos desidratados (NEILL & COOPER, 1989). Inversamente, baixas doses de
agonistas 5-HT1A, 8-OH-DPAT e gepirona administrados sistemicamente,
incrementam a ingestdo de salina hipertdnica em ratos reidratados, em um teste de 30
minutos, com auséncia de efeito na ingestdo de agua (COOPER et al., 1988). Dados
similares foram obtidos de observaces feitas em ratos sddio-depletados e tratados com
dexfenfluramina, um liberador de 5-HT cerebral, e metergolina, um antagonista 5-HT2
(ROUAH-ROSILIO et al., 1994). Neste estudo, foi demonstrado que a administracao de
dexfenfluramina reduziu drasticamente a ingestdo de NaCl 3% em ratos sédio-
depletados, assim como, o consumo espontaneo de NaCl 1,8%, sem nenhum efeito na
ingestdo de agua. Adicionalmente, foi evidenciado que administracdo de metergolina
incrementou a ingestdo de salina hiperténica em circunstancias livres em ratos com um
prévio historico de deplecdo de sddio ou ndo. De acordo com Rouah-Rosilio et al.
(1994) estes dados dao suporte a hipotese que o sistema de transmissdo serotoninérgica
exerce uma inibicéo ténica no consumo de sal.

O tratamento agudo sistémico com o liberador de 5-HT cerebral, fenfluramina,
inibidor da recaptacdo 5-HT, fluoxetina, ou agonistas de receptores 5-HT2C, MK212 e
mCPP, reduziram significativamente a ingestdo de salina hipertdnica, em ambos, ratos
alimento-deprivados, ratos fluido-deprivados e ratos sddio-depletados (BADAUE-
PASSOS et al., 2003). Administracdo i.c.v de agonistas 5-HT confirmaram as
observacdes obtidas com o tratamento sistémico e introduziram a provavel participacdo
de outro receptor 5-HT. Assim, a estimulagéo central dos receptores 5-HT2C e 5-HT3,
através da microinjecdo i.c.v de mCPP e m-CPBG, respectivamente, diminuiram a
ingestdo de salina hipertdnica em ratos sodio-depletados (CASTRO et al., 2003).
Baseando-se nesses resultados, pode ser admitida a hipdtese que o sistema
serotoninérgico participa efetivamente da regulacdo do apetite por sodio, () apos a
deplecéo de sodio, inibindo a inducdo por necessidade de ingestdo de sal, e (I1I) em
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condicdes basais, inibindo a inducéo livre de ingestdo de sal. Por outro lado, Cooper &
Ciccocioppo (1993) mostraram que a administracdo aguda de agonistas 5-HT1A,
ipsapirona, gepirona, e 8-hidroxi-2(di-npropilamino) tetralina (8-OH-DPAT) induzem
um incremento na ingestdo de sal em dois testes de privacdo hidrica em ratos. Os
autores atribuiram esses resultados como conseqiiéncia de uma acdo inibitoria de
agonistas 5-HT1A, na SDAR, o qual resulta na reducdo da atividade serotoninérgica
central. Um recente estudo mostrou de um modo oposto que o tratamento crénico com
8-OH-DPAT diminuiu a ingestdo de sal em ratos sddio-depletados (BADAUE-PASSOS
et al., dados ndo publicados). Este resultado possivelmente foi alcancado através da
dessensibilizacdo da SDAR produzido pela exposi¢do crbnica a agonistas 5-HT1A
como demonstrado em outra oportunidade (BLIER & DE MONTIGNY, 1990;
HADDJERI et al., 1999).

A deplecdo de 5-HT cerebral e a lesdo do NDR incrementou a ingestao de salina
hipertbnica em condic¢des basais e ap0s alteracdes hidroeletroliticas (REIS, 2007). Para
avaliar a participacdo de vias serotoninérgicas na modulacdo do apetite ao sodio, dois
modelos experimentais foram usados por este grupo: (1) deplecdo 5-HT cerebral, através
da administragdo sistémica de pCPA (350mg. Kg™, durante dois dias, ip) e (11) lesdes
eletroliticas ou excitotoxicas do NDR. A reducdo do indice cerebral de 5-HT
potencializa drasticamente a resposta natriorexigénica evocada pela deplecdo de sédio
em ratos tratados com furosemida (LIMA et al., 2004). Curiosamente, a resposta
exagerada ao apetite por sodio ocorreu trés dias apos a administracdo de pCPA. Em
contraste, sete dias ap06s o tratamento com pCPA, a resposta natriorexigénica tornou-se
menor que os valores do grupo controle, provavelmente devido a uma superexpressao
de TPH (triptofano-hidroxilase) ou elevacdo dos niveis de transportadores RNAm,
como foi sugerido anteriormente (COOPER et al., 1996; RATTRAY et al., 1996). Estes
resultados corroboram com a hipétese que a deplecdo transitéria de 5-HT ativa o seu
ciclo de restauracédo cuja evolucdo influencia o comportamento por ingestdo de sal sobre
condigdes hiponatrémicas e hipovolémicas.

A administracdo periférica de isoproterenol (um potente agente dipsogénico, o
qual atua sobre a liberacdo de renina e estimulo hipotensor) em ratos pCPA-tratados,
induziu intensa ingestao de agua e salina hipertdnica enquanto que nos ratos-controle foi
observada a cléssica resposta dipsogénica (LIMA et al., 2004). LesGes eletroliticas da
porcdo ventral do NDR induziram um incremento na ingestdo de salina hiperténica, em
condigdes basais. Entretanto, estes procedimentos experimentais foram realizados por
trés dias. A ingestdo de agua foi também mais intensa da terceira hora até a décima
segunda hora pés-lesdo, quando se tornou igual aos valores controle até o terceiro dia de
experimento (OLIVARES et al., 2003). LesGes eletroliticas de ratos NDR-lesionados
indicaram uma resposta dipsogénica e natriorexigénica mais intensa provocado por
furosemida associada a baixas doses de captopril. Estas observacbes forneceram a
conclusdo que lesdes NDR-eletroliticas suprimem uma atividade ascendente inibitdria
do apetite por sodio. As lesdes eletroliticas selecionadas para o estudo foram limitadas a
area ventro-medial do NDR onde existe um contingente expressivo de pericario que se
projetam para o prosencéfalo. Entretanto, neste procedimento a passagem de fibras
axonais e neurbnios nao-serotoninérgicos também foram lesionados. Por esta razdo,
estudos subsequentes foram realizados para circunscrever a lesdo somente no pericario
localizado na sub-regido dorsal-ventral-medial do NDR através de microinjecdes do
aminoacido excitatorio, acido iboténico.

Lesdes excitotoxicas do NDR produzem qualitativamente as mesmas respostas
alcancadas com lesdes eletroliticas e deplecdo de serotonina cerebral, rendendo as

9



interpretacdes mais acuradas concernindo o envolvimento de neur6nios genuinos desta
estrutura (CAVALCANTE-LIMA et al., 2005a, b). Lesdo do NDR induzidas pelo &cido
iboténico incrementou a ingestdo de salina hiperténica que se iniciou no terceiro dia de
injecdo do &cido iboténico e foi mantida num platdé de 20 ml a do décimo primeiro dia,
sustentando-se por muitos dias. A ingestdo de agua ndo foi significativamente alterada,
conseqlientemente, a preferéncia por sodio foi sustentada em altos valores durante todo
periodo de observacdo. Quando ratos NDR-lesionados (dias 21 e 35 pds-injecdo/intra-
NDR) foram deprivados de fluidos e alimento, uma intensa ingestdo de salina
hipertdnica foi observada quando a resposta dipsogénica foi comparada ao controle. A
resposta dipsogénica evocada por isoproterenol mostrou que os ratos lesionados (7, 21 e
35 dias apos lesdo iboténica) apresentaram um alto apetite por sédio, quando a ingestdo
de 4gua foi comparada com os controles. A alta ingestdo cumulativa de salina
hipertdnica foi mantida por um longo periodo até o segundo dia de observacao, quando
valores controle foram sustentados dentro de baixos niveis durante todo o periodo.
Resultados similares foram obtidos com a administracdo subcutanea de polietilenoglicol
(PEG). Acdo coloidosmotica da PEG evoca uma hipovolemia associada a desidratagéo
extracelular. Nesta condicdo, ratos NDR-lesionados (21 dias ap6s injecdo de acido
iboténico) exibiram um precoce e intenso apetite por sédio em relacdo ao controle. A
resposta dipsogénica foi deflagrada de forma semelhante ao controle, sendo maior
depois de decorrido 5 horas da apresentacdo de fluidos. Por outro lado, ratos lesionados
e depletados exibiram uma associa¢do entre uma intensa resposta natriorexigénica e
uma alta ingestdo de 4gua quando comparada ao controle.

O tratamento crénico com baixas doses de captopril, similarmente a sua adi¢éo a
agua, incrementou niveis plasmaticos de ANG | devido a acdo periférica
(FITZSIMONS, 1998). Esta condicdo induz uma supressao do feedback negativo nas
células justaglomerulares, subseqliente hipernatremia, e baixos niveis plasmaticos de
ANG II. Assim, uma alta disponibilidade de ANG I cerebral, permite um incremento da
sua conversdo central para ANG I, particularmente no SFO. Neste contexto, isso
resulta em um incremento do apetite por sédio. Neste paradigma, ratos lesionados com
acido iboténico, apds seis dias, exibiram um alto consumo de salina hipertonica e
incremento no apetite por sédio. Vinte e quatro horas ap6s a remocao de captopril da
dieta, o consumo de salina hipertdnica foi menor do que os niveis pré-tratamento. A
ingestdo de agua praticamente ndo se diferiu entre os grupos. Nos grupos de ratos
lesionados (21-35 dias pos-lesdo) 48h ap6s o término das observagdes experimentais,
mais de 50% deles prensaram e morderam um cristal de NaCl oferecido na ponta das
pingas. Analisando como um todo, resultados obtidos a partir da deplecdo de serotonina
cerebral e lesdo eletrolitica ou exocitotdxica do NDR, divulgou-se uma alta
sensibilidade cerebral a modelos experimentais que evocaram incremento nos niveis
plasméticos de ANG Il ou atividade angiotensinérgica central. Esta observacao levou a
suspeita que o déficit na transmissdo ascendente serotoninérgica represente a supressao
de uma importante via modulatéria no apetite ao sodio. Isto € apelativo para
compararmos este modelo experimental, ao menos parcialmente, com condigéo
funcional espontanea de ratos hipertensivos (SHR).

Ratos SHR desenvolvem um intenso apetite por sddio associado com incremento
na sensibilidade angiotensinérgica no loci cerebral relacionado com a homeostase
cardiocirculatoria e eletrolitica (STOCKER et al., 2003). Isto é importante porque estas
alteracbes tem sido concomitantes com um déficit no turnover de 5-HT em regides
prosencefalicas. Alternativamente, as vias ascendentes serotoninérgicas podem
constituir um sistema modulador envolvido com a liberagdo de ANP. A primeira
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observacao indireta favoravel desta suposicdo foi realizada em um trabalho onde foi
demonstramos que deplecdo de 5-HT cerebral e as lesdes do NDR induz um déficit nos
niveis de ANP, em condicgdes basais, ou apds a expansdo do volume sanguineo (REIS et
al., 1994). Isto pode ser considerado o fator predisponente para o incremento do apetite
por sédio, desenvolvidos em ratos 5-HT-depletados ou NDR-lesionados. Uma a duas
semanas apOs 0s procedimentos experimentais, 0s ratos ja tinham recuperado a
capacidade da regulacdo da excrecdo de sodio. Contudo, estudos mais recentes
(CAVALCANTE-LIMA et al., 20054, b) evidenciaram que um intenso apetite por sodio
persistiu por um longo periodo em ratos lesionado, indicando que outros sistemas
modulatérios possam estar envolvidos. Um deles pode ser representado pela agdo da OT
no SFO. Estudos mostraram o papel inibitério da OT no apetite por sbdio
(BLACKBURN, et al., 1995; STRICKER & VERBALIS, 1996). Este sistema
homeostatico pode ser responsavel por ajustes no volume do FEC através do aumento
da excrecédo renal de s6dio e um decréscimo na ingestdo de sal (SOARES et al., 1999;
ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004).

Estudos imunorreativos da proteina Fos mostraram que neurdnios do NDR, area
postrema (AP) e nucleo para-braquial lateral (NPBL) e também a por¢do magnocelular
do nucleo para-ventricular (PVN), particularmente os neur6nios produtores de OT, séo
intensamente marcados, em ratos sodio-depletados com livre acesso a salina hipertonica
(FRANCHINI & VIVAS, 1995; FRANCHINI et al., 2002). Esta subregido é
densamente inervada por fibras serotoninérgicas projetadas para o NDR e assim a
estimulacdo serotoninérgica induz um incremento da liberacdo de OT (AZMITIA &
SEGAL, 1978; SAYDOFFET et al, 1991; JORGENSEN et al., 2003).
Consequientemente, o papel do sistema serotoninérgico no apetite por sédio pode
envolver a estimulacdo de neurdnios ocitocinérgicos em um contexto fisioldgico ainda
ndo identificado. Evidéncias recentes de Hiyama et al. (2004) mostraram que o SFO é o
local priméario sensivel aos niveis de sodio associado com a ingestdo de sédio. Neste
estudo os autores descobriram que o0s especializados canais de sodio voltagem-
dependentes constituem um sensivel mecanismo envolvido que evita 0 comportamento
salino em ratos desidratados. Significativo é que tais mecanismos funcionam de um
modo independente comparativamente ao mecanismo de apetite por sodio induzido por
ANG Il no SFO. Lesdes no NDR ou deplecéo de 5-HT cerebral potenciou o apetite por
sodio induzido por multiplos paradigmas, incluindo desidratacdo. Consequientemente,
vias ascendentes serotoninérgicas intactas também podem modular a aversdo ao
comportamento salino na desidratacdo, e possivelmente outras condi¢des relacionadas a
deplecéo de sddio (inibindo).

2.4 Regulacéo da Ingestdo Alimentar e do Balango Energético

A serotonina é uma importante reguladora da ingestdo alimentar e do balango
energético. No cérebro, fibras serotoninérgicas dos nucleos da rafe mesencefalica séo
projetadas para os principais centros alimentares, onde a serotonina atua distalmente em
receptores especificos para modular a atividade de varios sistemas serotoninergicos e
vias autonémicas. Deste modo, o comportamento de ingestdo e 0 gasto energético sdo
diretamente afetados por esta indolamina. Este importante neurotransmissor, liberados
pelas células enterocromoafins, também parece regular a homeostase energética através
de mecanismos periféricos. Efeitos serotoninérgicos sobre o balango energético levam a
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influéncias secundarias na homeostase da glicose, baseada em uma bem estabelecida
ligac@o entre obesidade e resisténcia a insulina. Contudo, vias serotoninérgicas também
podem afetar diretamente a homeostase da glicose através da regulacdo de eferentes
autonémicos e/ou agdo em tecidos periféricos. Muitos compostos serotoninérgicos tém
sido avaliados para uso clinico no tratamento da obesidade e diabetes tipo 2 (LAM &
HEISLER, 2007).

Algumas evidéncias tém relacionado a transmissdo serotoninérgica com o
comportamento alimentar. O nucleo basomedial hipotalamico e a area hipotalamica
lateral, estruturas relacionadas ao controle do comportamento alimentar, sdo inervados
por neurdnios serotoninérgicos da rafe mesencefalica (AZMITIA & SEGAL, 1978).
Estudos envolvendo agentes que atuam de diferentes formas no sistema serotoninérgico
(BLUNDELL, 1984; 1991) corroboram com a hipdtese da relacdo direta da serotonina
na modulacdo do apetite. Receptores pds-sinapticos 5-HT1B e 5-HT2C sdo os mais
relevantes na resposta anorexigénica em mamiferos e aves (BLUNDELL, 1984, 1991)
Adicionalmente, hiperfagia e obesidade acarretada apds deplecéo de serotonina, através
de um inibidor da enzima triptofano hidroxilase ou apds lesGes neurotdxicas de
neurdnios serotoninérgicos, reforcam esta hipotese serotoninérgica (SALLER &
STRICKER, 1976).

Sabidamente, outros dois sistemas estdo envolvidos com a ingestdo alimentar, o
horménio leptina e o neuropeptideo orexina A que é expresso no hipotalamo lateral
apos jejum e subsequiente deplecdo energética (RODGERS et al., 2002). A leptina reduz
a ingestdo alimentar e adicionalmente estimula mecanismos dentro do hipotdlamo
basomedial para oxidacdo da gordura, que concerne balanco energeético e,
conseqiientemente, mantendo o peso corporal (GRILL & KAPLAN, 2002). O
subconjunto de neurdnios serotoninérgicos no nucleo da rafe co-expressa o transporte
de RNAm de serotonina e 0 RNAm do receptor de leptina (FINN et al., 2001).
Recentemente, foi evidenciado a recaptacdo de leptina por neurdnios serotoninérgicos
do NDR (FERNANDEZ-GALAZ et al., 2002) e demonstrado que o efeito hipofagico
da leptina é mediado por atividade serotoninérgica e subseqliente estimulacdo de
receptores 5-HT2C (YAMADA et al., 2003). Por outro lado, receptores de orexina A
foram identificados nos neur6nios serotoninérgicos do NDR em que a sua excitacao
possivelmente constitui um ciclo de feedback negativo para o controle da ingestdo
alimentar, particularmente de carboidratos (BROWN et al., 2001).

2.5 Regulacéo da Sede e da Ingestdo de Agua

A regulagdo homeostatica da ingestdo de fluidos pelo cérebro é multifatorial.
Sinais osmdticos, ibnicos, hormonais, e nervosos sdo convergidos e integrados pelo
SNC. Regifes classicas envolvidas neste controle hidrico sdo o0s 06rgaos
circunventriculares (OVLT e SFO) situados na parede anterior do terceiro ventriculo
(lamina terminalis). A saciedade ou extin¢do da sede na sequéncia da ingestdo de agua
envolve a participagcdo de outras vias neurais sensoriais e integradoras que também
interagem com este circuito (McKINLEY & JOHNSON, 2004).

Adicionalmente ao controle do apetite por sédio, o sistema serotoninérgico €
envolvido na regulacdo da sede e na ingestdo de &gua (REIS, 2007). A administracdo
icv de MK212, um agonista 5-HT2C, induziu a ingestdo de agua apds privacao hidrica
(REIS et al., 19904, b, 1992). De outro modo, foi demonstrada em um estudo que lesdes
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eletroliticas do NDR, induziram uma intensa resposta dipsogénica em ratos com acesso
somente a agua (REIS et al., 1994). Em ambas as condicdes, apds injecdo central de
agonistas 5-HT ou lesdo do NDR, os ratos tiveram livre acesso somente a agua.

O ndcleo parabraquial lateral (NPBL) é um importante circuito pontino
envolvido na regulacao do apetite por sodio (MENANI et al., 1996, 1998a, b). As fibras
aferentes mais densas para 0 NPBL s&o oriundas da AP e NTS. Conseqlientemente, o
NPBL recebe sinais sensoriais que convergem em direcdo ao NTS. Adicionalmente,
sinalizagBes viscerais e plasmaticas e informacdo do fluido cérebro espinhal sdo
integradas na AP. Um contingente particular de neurdénios oriundos da AP e NTS séo
produtores de 5-HT, porém, eles ndo representam neurdnios serotoninérgicos classicos
como os da regido mesencefalica (AZMITIA & SEGAL, 1978; PARENT et al., 1981,
AZMITIA, 1987, FRANCHINI et al., 2002). O grupo de fibras projetadas do NDR que
constituem a inervacdo eferente do NPBL € composto por tipicos neurdnios
serotoninérgicos e nao serotoninérgicos (PETROV et al., 1992a, b). Por outro lado, o
NPBL envia fibras peptidérgicas para o NDR. Consequentemente, muitos estudos
mostraram que impulsos serotoninérgicos para 0 NPBL é relevante especificamente
para o controle do apetite por sédio (MENANI et al., 1996; JOHNSON &
THURNHORST, 1997; McKINLEY & JOHNSON, 2004). Este importante papel
atribuido ao NPBL ¢é parcialmente conseqiiéncia da sua posi¢do estratégica, a qual
permite uma troca de informacdo com outro relevante nicleo como NDR, bem como
AP e NTS. A administracdo bilateral do antagonista 5-HT1/5-HT2, metilsergida ou
agonista 5-HT2A/5-HT2C, DOI, no NPBL influencia o aumento do apetite por sodio
por diversos paradigmas experimentais. O incremento da ingestdo de salina hipertonica
provocado por microinjecgdes i.c.v de ANG Il ou de furosemida associada ao captopril
s.c foi evocado pela administracdo de antagonistas 5-HT1/2 intra-NPBL. Em contraste,
administracdo de DOI no NPBL diminuiu a ingestéo de salina hiperténica induzido por
furosemida associada ao captopril (MENANI et al., 1996). Resultados similares foram
obtidos em modelos de ingestdo de sal induzido por DOCA, privacao hidrica, deplecdo
de sddio ou estimulacdo beta-adrenérgica (MENANI et al., 1998a, DE GOBBI et al.,
2000). Estes autores demonstraram que o antagonista de AT1, losartan, administrado
dentro do SFO reduziu a ingestdo adicional de sal causado pelo bloqueio dos receptores
5-HT1/2 do NPBL em ratos tratados com furosemida associada ao captopril
(COLOMBARI et al., 1996, MENANI et al., 1998b). Adicionalmente, foi evidenciado
que a estimulagdo colinérgica com administracdo i.c.v de carbacol, que classicamente
evoca uma resposta dipsogénica, induziu uma intensa ingestdo de salina hiperténica
ap6s o bloqueio dos receptores 5-HT1/2 no NPBL (MENANI et al., 2002). Estas
observagdes mostram claramente o papel funcional do NPBL onde s&o encontrados
mecanismos serotoninérgicos inibitorios do apetite por sédio (MENANI et al., 1996,
MCcKINLEY & JOHNSON, 2004). Como examinado acima, o NPBL faz parte de um
sistema inibitorio de coordenacdo do apetite por sddio que também pode incorporar AP
e NDR para o controle integrativo da ingestéo de sal.

Neurdnios serotoninérgicos no NDR sd&o mediadores das respostas
neuroendocrinas e comportamentais em condigdes estressoras (GRAEFF et al., 1997;
MAIER & WATKINS, 1998; CHAOULOFF, 2000; LOWRY, 2002). Neste contexto, a
administragdo intra-NDR de agonistas de receptores de horménio liberador de
corticotropina 1 (CRF1) inibe a atividade serotoninérgica enquanto que agonistas CRF2
incrementam o efluxo de 5-HT na regido antero-cerebral (KIRBY et al., 2000; AMAT
et al., 2004). Por outro lado, a administracdo de hormdnios corticosteroides, uma
manobra que imita a condicdo de estresse, influencia o indice de TPH cerebral. O
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tratamento agudo de ratos adrenalectomizados (ADX) com glicocorticoide,
dexametasona, induziu um incremento nos niveis de RNAm de TPH na rafe (AZMITIA
et al., 1993). Ao contrério, durante o tratamento crénico de ratos-ADX com
dexametasona por uma semana h& um grande decréscimo nos niveis de RNAm de TPH
no NDR (CLARK & RUSSO, 1997). Este ultimo achado constitui uma evidéncia
importante que o estresse cronico é capaz de reduzir o turnover de 5-HT no loci
cerebral. E razoavel conjecturar que o estresse cronico esta ligado com a deplecéo de 5-
HT cerebral e hipofungéo serotoninérgica. Entre as desordens afetivas, a depressdo pode
coexistir com o desenvolvimento de disturbios circulatorios (BRASZKO et al., 2003).
Nesta condicdo é freqliente o diagnodstico de hipofuncdo serotoninérgica realizada
através da prova de capacidade de liberacdo de prolactina apos administracdo de um
liberador de 5-HT (MELTZER & LOWY, 1987). Isto significa que a deplecdo de
triptofano e serotonina ¢ um amplo paradigma envolvido no estudo de mecanismos
relacionados com o sistema serotoninérgico e no desenvolvimento da depressao
(NEUMEISTER, 2003; ELHWUEGI, 2004; O’REARDON et al., 2004). Isto é
convincente para especular que os conflitos durante a interagdo com o0 meio ambiente
possam gerar distarbios na regulacdo do volume do FEC e na pressdo sanguinea. Estas
perturbacdes homeostaticas podem ser relacionadas com o deficit de transmisséo
serotoninérgica para regides cerebrais implicadas com o controle autonémico,
neuroenddcrino e comportamental do balanco cardiocirculatério e hidroeletrolitico.
Neste contexto, alguns relatos tém mostrado que pacientes depressivos frequentemente
desenvolvem hipertensdo (BRAZKO et al., 2003). Por outro lado, no modelo de
deplecéo de 5-HT cerebral através de administracdo i.p de pCPA ou lesdo no NDR, foi
demonstrado a expressao de uma exagerada resposta natriorexigénica apos deplecdo de
sodio em ratos (OLIVARES et al., 2003; LIMA et al., 2004; CAVALCANTE-LIMA et
al., 2005a, b). Entretanto, ndo existem estudos sistematicos correlacionando o
desenvolvimento do excessivo consumo de sal e a incidéncia de hipertensdo em
pacientes depressivos com déficit na atividade serotoninérgica.

ProjecGes neurais do sistema serotoninérgico sdo distribuidas por todo o
encéfalo durante o desenvolvimento ontogénico do sistema nervoso. De acordo com
Azmitia, literalmente todas as atividades cerebrais podem sofrer influéncia
serotoninérgica, dos niveis homeostaticos, autondmico, neuroenddcrino e
comportamental até fungdes cognitivas. Consequentemente, quando se refere a
regulacdo do balango hidroeletrolitico é possivel que a atividade serotoninérgica
estenda-se a todos os niveis de coordenacdo da funcéo cerebral. Quando essa atividade
regula a excrecdo eletrolitica através da atividade eferente do controle autonémico para
os tubulos renais e pela secrecdo de ANP, circuitos serotoninérgicos do NDR,
possivelmente integram o NPBL, que parece ser responsavel pela estimulacdo de
diferentes mecanismos da inibicdo do apetite por sodio. Reis (2007) propds que de
acordo com o controle da saciedade por sal, as evidéncias recentes convergem para
cinco possibilidades: 1) vias serotoninérgicas podem interagir com neurdnios
ANPergicos da lamina terminalis excitando o circuito neural de saciedade ao sodio apos
0 periodo de ingestdo de sal; 2) a estimulacdo da liberagdo de ANP cardiaco, por
mecanismo neuroendocrino, mediado por estruturas da lamina terminalis que pode
contribuir também por algum contexto em modular o apetite por sédio; 3) vias
serotoninergicas ascendentes podem modular a atividade dos neurénios ANG-II-
sensiveis do SFO implicados com a ativacdo de circuitos excitatorios do apetite por
sodio durante o déficit de volume do FEC; 4) neurdnios serotoninérgicos do NDR
podem ser indiretamente envolvidos na modulacdo do apetite por sodio através da

14



ativacdo de neurdnios ocitocinérgicos que devem transmitir sinais inibitorios para
expressdo deste comportamento; 5) ap0s evidencias recentes no qual canais de sodio
sensiveis (HI'YAMA et al., 2002, 2004) sao envolvidos com o comportamento salino
aversivo, é aceitavel postular que as vias serotoninérgicas ascendentes possam também
modular o apetite por sédio na desidratacdo e, possivelmente, em outras condicGes
relacionadas a deplecdo de soOdio. Até este momento, ndo ha conhecimentos
substanciais, que demonstrem o envolvimento do sistema serotoninérgico no controle de
detectacdo e reconhecimento do paladar salino. Somente em um estudo, o
reconhecimento e percep¢do do paladar foram avaliados através de quatro sensacOes
gustatdrias primarias (doce, amargo, sal e azedo) em pacientes com desordens sazonais
afetivas (SAD) (ARBISI et al., 1996). Usualmente esta condicdo € expressa com um
incremento do apetite associado a fome por carboidrato que sdo sintomas caracteristicos
de SAD e sdo atribuidos ao decréscimo da funcdo serotoninérgica central (WURTMAN
& WURTMAN, 1989). Eles concluiram que a chegada do inverno exerceu efeitos
significativos na deteccdo de doce, amargo e azedo e ndo influenciou a deteccao de sal.
Diversos aspectos permanecem para serem elucidados, entre os quais, como pacientes
portadores de SAD se comportariam em vista do modelo de deplecdo de volume e
hiponatremia no que concerne a detecgdo do paladar salino.

A relacdo entre estimulos viscero-sensoriais (deplecdo de volume, decréscimo
da carga de filtracdo de sédio ao longo da macula densa, etc), niveis plasmaticos de
ANG II, ANP, OT e vias serotoninérgicas ascendentes foi demonstrada ilustramente por
Reis (2007). Relacdes reciprocas entre SFO e NDR e entre NDR e NPBL também
foram representadas mostrando a plasticidade das reacfes comportamentais adaptativas
induzidas por deplecdo de volume através da (i) sinalizacdo das alteragdes viscero-
sensoriais e (ii) monitoracdo dos niveis plasmaticos de ANG Il, ANP e OT executados
por estruturas prosencefalicas. Entretanto, permanecem para ser elucidados: (i) a relagdo
funcional reciproca entre NDR e NPBL (ii) a origem da transmissao dos sinais viscero-
sensoriais no déficit da concentracao de sodio e volume do FEC e da carga de filtracdo
de sddio nos tuabulos renais e (iii) a existéncia de sinais de estruturas prosencefalicas
para regibes mesencefalicas, transmitindo informacGes sobre monitoracdo da
concentracdo plasmatica de sédio, ANG Il, ANP e outros fatores humorais. Os
contextos fisioldgicos precisam ser investigados para esclarecer com estes sistemas
homeostaticos funcionam. Além disso, qual é curso temporal da ativacdo desses fatores
e, a correlacdo clinica entre o disturbio funcional de cada sistema.

2.6 Regulacéo da Emocéo e Processos do Controle Comportamental

A serotonina foi durante muito tempo relacionada com uma ampla variedade de
processos emocionais, cognitivos e comportamentais. Entretanto, sua precisa
contribuicdo continua ainda sem total esclarecimento (COOLS et al., 2008).

Dentre 0s neurotransmissores monoaminérgicos, a 5-HT apresenta
provavelmente o maior desafio em termos de deducdo do seu principal papel.
Considerando a diversidade de ramificacbes neuroanatdmicas dos nucleos dorsal e
mediano da rafe mesenceféalica para virtualmente todas as regides do cérebro e, pelo fato
de suas acOes serem mediadas por pelo menos 17 receptores distintos, torna-se dificil
discernir suas a¢des adjacentes em um principio simples (COOLS et al., 2008).

N&o ha davida da importancia da 5-HT, ndo s6 em termos de modulacdo da
atividade motora e sensorial, mas também em relacdo ao seu papel central na cognicdo e
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emocdo e sua implicacdo nos transtornos afetivos, tais como ansiedade e depressao.
Dado o impacto que estudos funcionais serotonérgicos obtiveram em modelos recentes
de reforco da aprendizagem e de controle cognitivo, muitos pesquisadores concentraram
as suas atencOes para investigacOes funcionais da 5-HT em humanos, apesar de a
variedade de métodos para manipular a funcdo serotoninérgica em seres humanos é
muito mais restrita do que aquela para modelos animais.

Alguma parte do impeto no avan¢o do entendimento da fisiologia da serotonina
veio a partir da necessidade de explicar um grande paradoxo clinico, ou seja, por um
lado, os efeitos ansioliticos dos benzodiazepinicos, que reduzem a transmissao
serotoninérgica (DEAKIN & GRAEFF, 1991), e, por outro lado, os bons resultados, em
longo prazo, da utilizagdo dos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (SSRIS),
gue aumentam a transmisséo serotoninérgica, na depressao e panico (GRIEBEL, 1995;
HOLLANDER, 1998). Este paradoxo é pertinente dado que a ansiedade é muitas vezes
co-morbidade da depressdo, e que ambos os distdrbios estdo associados ao aumento
aversivo do processo e da sensibilidade ao estresse. A serotonina também esta envolvida
em distdrbios de carater impulsivos. Seus niveis estdo reduzidos em pacientes com
manias, agressdes decorrentes de alcoolismo e também em depressivos que tentaram
suicidio (THAKORE et al., 1996; EVENDEN, 1999).

Estes achados sdo relacionados com hipdteses, derivadas de estudos com
animais, que a serotonina medeia a inibicio comportamental (SOUBRIE, 1986). A
reducdo da ansiedade pode ser interpretada como a remocdo da repressao
comportamental. Isto proporciona uma ligacdo entre o potencial dos benzodiazepinicos
de reducdo da ansiedade e falhas no controle dos impulsos visto em sequéncia na
reducdo da transmissao serotoninérgica. A discussao continua em torno da possibilidade
da desinibicdo comportamental associada com baixos niveis de 5-HT ser melhor
explicada em termos motivacionais ou motor, ou seja, se ele reflete remocédo da
ansiedade ou resposta facilitadora por si s6. Qualquer destas explicagdes poderia
envolver um  relacionamento  mutuamente inibitdrio com  mecanismos
neuromoduladores dopaminérgicos, por exemplo, na amigdala, ntcleo accumbens ou o
putamen caudado, que envolve o comportamento do apetite, efeitos de recompensa ou
reforgo e controle motor.

Na ultima década do século passado, Deakin & Graeff (1991) tentaram resolver
este paradoxo com a hipotese gue a ansiedade, o panico e a depressdo surgem a partir de
distintos sistemas neurais. Cools et al. (2007) em sua revisdo, reformularam esta
controvérsia em uma analise mais contemporanea que focou sobre os efeitos paradoxais
da serotonina envolvida em processos aversivos e controles inibitorios. Baseados nessa
analise, este grupo de pesquisadores levantou a hipotese que em nivel subcortical, a
atividade serotonérgica pode promover um processo motivacional oposto aquele
mediado pela atividade dopaminérgica. Entretanto, modulacGes serotonérgicas diretas
do cértex orbitofrontal (OCF), podem estar envolvidas com uma diferente funcdo, como
por exemplo, facilitando o controle inibitorio descendente de mecanismos subcorticais
gue regulam os processos emocionais e comportamentais.
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2.7 Deplecéo de Serotonina

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) realiza um importante papel no
desenvolvimento ontogénico do SNC de mamiferos (AZMITIA & GANNON, 1986)
tendo importante participagdo na proliferacdo celular, migracéo celular, diferenciagéo
neuronal, sinaptogénese e prevencdo da morte celular programada (LAUDER &
KREBS, 1976; LAUDER, 1990; WHITAKER-AZMITIA et al., 1996; LAVDAS et al.,
1997; YAN et al., 1997a, b).

O inibidor enzimatico mais utilizado em trabalhos experimentais é a para-
clorofenilalanina (pCPA). In vivo, a pCPA inibe irreversivelmente a enzima triptofano
hidroxilase, via enzimatica limitante na sintese de 5-HT (NAKAMURA &
HASEGAWA, 2007). A pCPA incorpora-se a enzima para produzir uma proteina
inativa. Esta inativacdo produz marcante deplecdo de estoques de serotonina no cérebro,
tecidos periféricos e sangue de ratos e cdes (KOE & WEISSMAN, 1966). Seu pico de
acdo é alcancado rapidamente, 2-3 dias ap6s a administracdo, podendo diminuir até 90%
0s niveis de serotonina. Ao contrario das outras drogas utilizadas para depletar a
serotonina, como anfetaminas, diidroxitriptamina que sdo neurotoxinas, a pCPA néo
produz dano a inervacdo serotoninérgica. Mesmo com a acentuada diminuicdo dos
niveis de serotonina, os niveis de outras catecolaminas sofrem pouca acdo desta droga,
deixando evidente a especificidade da pCPA (KOE, 1971).

Evidéncias envolvendo a 5-HT no desenvolvimento do SNC sdo baseadas em
experimentos com neurotoxinas capazes de depletar este neurotransmissor. Lauder &
Krebs (1976) demonstraram que o tratamento materno durante o segundo trimestre
gestacional com pCPA induziu um retardo na diferenciacdo embrionaria de neurénios
em ratos. Recentemente, alteracdes morfolégicas pds-natais foram encontradas na
cortical neuronal de camundongos apds tratamento com pCPA no nono dia gestacional
(KHOZHAII et al., 2006). Estudos em animais neonatos revelaram outro exemplo do
efeito da deplecdo de 5-HT no desenvolvimento neuronal, demonstrando um
decréscimo permanente no nimero de espinhas das células dendriticas do hipocampo
em ratos expostos a para-cloroanfetamina (PCA) ou 5,7-dihidroxitriptamina (5,7-DHT)
nos dias trés e quatro pés-natais (DPN) (YAN et al., 19974, b).

De fato, as diferentes anomalias que aparecem no desenvolvimento neuronal
resultado da deplecdo de serotonina nos periodos pré-natal e natal sdo bem
caracterizadas (CASES et al., 1996; YAN et al., 1997a, b; VITALIS et al., 1998;
ALVAREZ et al., 2002; ESAKI et al., 2005; UEDA et al., 2005; KHOZHAI et al.,
2006; HOHMANN et al., 2007), entretanto, pouco se sabe ainda sobre a correlagédo
entre as consequéncias fisioldgicas e comportamentais. Farabollini et al. (1988)
reportaram que ratos machos adultos submetidos ao tratamento com pCPA durante a
segunda semana pos-natal mostram clara reducdo da ansiedade baseada em testes
comportamentais. Neste estudo, o tratamento com pCPA durante a primeira semana
pos-natal ndo produziu efeitos significativos. Por outro lado, Hohmann et al. (2007)
demonstraram que a injecdo de 5,7-DHT no feixe medial prosencefalico (PD 1) resultou
na degradacdo na inervagdo serotoninérgica para o cortex e hipocampo, além de
exacerbar a ansiedade no rato adulto. Foi relatado ainda que tal tratamento ndo acarretou
déficit cognitivo. Volpe et al. (1992) e Ueda et al. (2005) também ndo obtiveram éxito
em obter dados para discuss@o em relacdo ao retardo da aprendizagem de ratos albinos
expostos a 5,7-DHT na PD 3, embora tenha havido consideravel perda de neurénios
serotoninergicos (VOLPE et al., 1992) e um decréscimo na neurogénese do gyrus
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dentato (UEDA et al., 2005) resultante da administracdo de 5,7-DHT. Em relacdo aos
experimentos pré-natais, Butkevich et al. (2005) demonstraram que o tratamento com
pCPA no dia nove de gestacdo realgcou o impacto do estresse de limitacdo maternal
durante o Gltimo trimestre de gestagdo com producdo de dor induzida por formalina na
prole do rato adulto. O tratamento exclusivamente materno no mesmo dia de gestacao
com pCPA produziu anormalidades morfolégicas no nucleo dorsal da rafe, porém, com
efeitos minimos sobre os aspectos comportamentais. Estes dados conjuntamente com
resultados similares obtidos em experimentos com ratos neonatos indicam que a
deplecdo de 5-HT durante o desenvolvimento precoce tem um significativo efeito em
estruturas cerebrais especificas, quando 0s comportamentos correspondentes
permanecem inalterados.

Vataeva et al. (2007) examinaram a hipdtese de que o tratamento pré-natal com
pCPA sobre o comportamento do rato depende do tempo de exposi¢do a droga durante o
periodo gestacional. Os achados mais relevantes deste estudo revelaram que a
administracdo de pCPA em ratas gestantes pode causar alteracbes comportamentais nos
seus descendentes, dependendo consideravelmente do periodo gestacional de exposicao
a droga. Este estudo mostrou ainda que os efeitos pré-natais da pCPA, nos ratos
submetidos ao teste de campo aberto, foram mais expressivos quando as ratas eram
expostas entre os dias gestacionais 14-17 do que entre os dias 8-11. Além disso, apenas
a ninhada tratada entre esses dias mostrou um aumento da imobilidade no teste de
natacdo forcada e um significativo prejuizo no aprendizado no teste do labirinto de
Morris. Estes dados provam adicionalmente que a influéncia adversa pode exercer
maiores efeitos severos na funcdo cerebral durante o segundo trimestre do que no ultimo
semestre da gestacdo (PETERS, 1988; LORDI et al., 1997; VATEAVA et al., 2001).

Uma possivel explicacdo para as diversas formas de alteracdes nas funcdes
cerebrais pela deplecdo de serotonina advém supostamente de diferentes mecanismos 5-
HT-dependentes de regulacdo do desenvolvimento embrionario cerebral em dois
periodos gestacionais. Os niveis embrionarios de 5-HT no rato permanecem baixos
durante o inicio da gestacdo. E possivel, que neste periodo, a serotonina possa ser
essencial para diferenciacdo de estruturas cerebrais. As evidéncias levam a crer que a 5-
HT embrionaria no inicio da gestacdo é de origem materna (COTE et al., 2007) e a
deplecdo deste neurotransmissor durante este periodo provavelmente acarrete um
retardamento embrionario somético e desenvolvimento cerebral como um todo. O
incremento de 5-HT, particularmente em estruturas cerebrais embrionérias, acontece no
altimo trimestre de gestacdo (VITALIS & PARNAVELAS, 2003). Com isso, 0
tratamento pré-natal com pCPA nos dias gestacionais 14-17 corresponde ao periodo em
que a 5-HT pode especificamente afetar a maturagdo neuronal no cortex frontal,
estruturas hipocampais e amigdala que estdo envolvidos no controle comportamental.
Estes achados mostram que o tratamento materno durante a gestagdo com pCPA
acarreta alteracbes comportamentais na vida adulta da ninhada que pode ser
amplamente comparada com aquelas causadas pelo stress pré-natal (WEINSTOCK,
2002). Isto inclui um aumento da atividade motora no teste de campo aberto, revelado
previamente em outros estudos usando diferentes formas de estresse materno (PETERS,
1986; VATAEVA, 2001). Ratos pré-natais tratados com pCPA, assim como animais
estressados no periodo pré-natal (ALONSO et al.,, 1991), ttm um aumento da
imobilidade no teste de natagcdo forcada de Porsolt e podem ser considerados como um
modelo animal de comportamento depressivo. Este teste é sensivel as principais classes
de agentes antidepressivos, como 0s componentes triciclicos (amitriptilina), inibidores
da MAO (monoamina oxidase), antidepressivos atipicos e inibidores seletivos da
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recaptacao de serotonina. E finalmente, como no caso de estresse pré-natal (LORDI et
al., 1997; VALLEE et al., 1999; BOWMAN et al., 2004) a administracdo materna de
pCPA induz déficit da habilidade de aprendizado nos seus descendentes. Todos esses
dados indicam que experimentos com exposicdo materna de pCPA sdo apropriados
como modelos de estudos dos mecanismos responsaveis pela acdo do estresse materno
no desenvolvimento cerebral e comportamental da sua ninhada. No geral, os presentes
achados corroboram com o envolvimento da 5-HT na regulacdo comportamental
associada a depressdo, desempenho da memoria e atividade locomotora no campo
aberto. Um importante papel da 5-HT nas manifestacdes depressivas é pontualmente
documentado por Nemeroff (1998), porém, menor é o conhecimento sobre o papel da 5-
HT no aprendizado e memoria (BUHOT et al., 2003). Neumeister (2003) também
revisou o papel do triptofano na depressdo. Escassos dados disponiveis indicam a
participacdo da 5-HT sobre o comportamento no campo aberto. Ndo obstante, o efeito
do tratamento com inibidores da MAO que induzem uma reducdo significativa da
densidade do terminal serotoninérgico e incrementa a atividade locomotora em ratos no
teste do campo aberto foi previamente reportado por Whitaker-Azmitia et al. (1994).
Esses achados demonstram que o tratamento pré-natal com pCPA, o qual leva a
deplecdo de serotonina cerebral, induzem alteracbes comportamentais. Contudo, para
concluir que as alteracbes comportamentais observadas em estudos prévios
(VATAEVA et al., 2007) séo produzidas unicamente por deplecéo de 5-HT necessita-se
de mais investigacGes. Outra interpretacdo que também ndo se pode desprezar norteia a
evidéncia que a pCPA produz um néo tdo significativo, mas um apreciavel efeito nas
catecolaminas cerebrais (VATAEVA et al., 2007). O incremento da atividade motora
tem sido por muito tempo atribuido a alteracdes no sistema dopaminérgico. Esta
hipbtese é baseada em observacdes de hiperatividade em animais com lesdes no sistema
dopaminérgico e a eficicia de agentes dopaminomiméticos, como a anfetamina, em
diminuir a hiperatividade em seres humanos e em modelos animais de hiperatividade
(ARNSTEN, 2006; ADVOKAT, 2007). Atualmente h4d uma clara indicacdo da
contribuicdo da 5-HT nesta patologia comportamental. Brus et al. (2004) acharam em
ratos que as alteracbes na atividade motora foram substancialmente pronunciadas
qguando ambos 0s neurdnios serotoninérgicos e dopaminérgicos foram lesados no
periodo sensivel do desenvolvimento.

Os efeitos pré-natais de pCPA no comportamento da vida adulta podem
envolver uma variedade de fatores, como pela manipulagédo da transmissao de 5-HT que
pode alterar o nimero de neurotransmissores e sistemas enddcrinos (ALVES et al.,
2002). Adicionalmente, acdo de drogas (incluindo pCPA) no embrido é dependente de
graus consideraveis dos seus efeitos no organismo materno. Existem evidencias que as
conhecidas modificagbes nos componentes hormonais maternos exergcam um
significativo papel nas alteracdes do desenvolvimento cerebral embrionario no estresse
induzido (WEINSTOCK, 2002; VILTART et al., 2006). Em animais adultos, a
administracdo de PCPA mostrou produzir elevagdo nos niveis hormonais do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (CHUNG et al., 1999). Isto mostra que o tratamento de
ratas gestantes com pCPA pode ser acompanhado por um incremento de seus niveis de
corticosterona plasmatica, contudo, existe a necessidade de trabalhos realizados na area
antes da compreensdo completa de como esses mecanismos regulatérios sao alterados
apos o tratamento materno com pCPA e como a 5-HT regula o desenvolvimento
cerebral sob condi¢es normais e sob estresse.

No periodo neonatal, a deplecéo sistémica da inervacdo cortical serotoninérgica
atrasa a modulacéo talamocortical (BLUE et al., 1991) e diminui o tamanho da area do

19



barro (BENNETT-CLARKE et al., 1994). Fato interessante é que o incremento da
neurotransmissdo serotoninérgica durante o periodo critico também altera o
desenvolvimento do campo barrado (VITALLIS et al., 1998; SALICHON et al., 2001).
A importancia da serotonina na maturacdo talamocortical é norteada pela expressao
transitdria da alta afinidade nos sitios de recaptacédo de serotonina, e receptores aferentes
talamocorticais 5-HT1B na area do campo barrado durante as primeiras semanas pos-
natais (BENNETT-CLARKE et al., 1991; BENNETT-CLARKE et al., 1993;
HANSSON et al., 1998). A deplecdo neonatal de serotonina pela administragéo de pCA
ou 5,7-DHT conduz a poucas espinhas e uma tendéncia da diminuicdo da arvore
dendritica nos neurbnios do gyrus dentato (YAN et al.,, 1997). Esta deplecdo
serotoninérgica nos dias 10-20 pds-natais acarreta diminuicdo permanente da expressdo
na MAP-2 no hipocampo, sugerindo alterar assim a formagdo dendritica (MAZER et
al., 1997). Efeitos no desenvolvimento neuroquimico da cortical de interneurénios
(DURING & HORNUNG, 2000) e aumento da LTP no cértex pré-frontal (OHASHI et
al., 2003) também foram observados apds deplecdo serotoninérgica neonatal. Em
conjunto, estes dados morfol6gicos fornecem um seguro suporte que as alteracdes na
morfogénese e na plasticidade possam estar envolvidas em alteraces na salide mental
com envolvimento serotoninérgico. Mazer et al. (1997) demonstraram um déficit
substancial no aprendizado espacial de ratos serotonina-depletados entre os dias 10-20
do periodo neonatal.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Avaliar indiretamente a influéncia da deplecdo cerebral de serotonina durante o
periodo neonatal sobre o desenvolvimento ontogénico de sistemas cerebrais,
correlacionando suas repercussdes com a homeostase metabdlica energética e
expressao comportamental de ratos adultos

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar indiretamente o0 metabolismo energético dos ratos adultos através das
mensuraces basais e sob jejum da glicemia correlacionando a influéncia da
deplecéo neonatal de serotonina com os mecanismos compensatérios glicémicos

e Auvaliar a expressdo de comportamentos motivados (ingestdo de racdo e fluidos) em
condicBes basais, sob jejum e sob estimulos especificos correlacionando a influéncia
da deplecdo neonatal de serotonina com o apetite e saciedade sob diferentes
circunstancias

e Avaliar a ingestdo neonatal de leite durante o tratamento com pCPA correlacionando
a influéncia da deplecéo de serotonina com o apetite e a saciedade do neonato

e Auvaliar 0 ganho de peso corporal do periodo neonatal a vida adulta correlacionando
a influéncia da deplecdo cerebral de serotonina durante o periodo neonatal com a
programacdo metabolica energética dos individuos adultos
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e Auvaliar a taxa de mortalidade durante o tratamento com pCPA
e Auvaliar a expressdao de comportamentos afetivos correlacionando a influéncia do
tratamento com pCPA com o status de ansiedade do rato adulto

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, entre o oitavo e décimo sexto dias pds-natal
(DPN), provenientes de seis ninhadas diferentes, com 5 a 12 animais, para o tratamento
de deplecdo neonatal de serotonina com p-clorofenilalanina (pCPA). Os neonatos
permaneceram em gaiolas com seus progenitores até o vigésimo primeiro dia pds-natal
onde foram desmamados e alocados em caixas de acrilico brancas de acordo com a
ninhada e sexo. No periodo correspondente ao inicio da fase adulta (60-75 DPN) foram
realizados os estudos experimentais.

Os ratos permaneceram acomodados durante este estudo em gaiolas metabdlicas
com acesso a bebedouros volumétricos contendo agua destilada e rag&o ad libitum por
um periodo de sete dias para habituacdo, sendo manuseados diariamente. As salas de
manutencdo e experimentac&o tinham ambiente climatizado (temperatura de 24 + 2°C e
umidade 60 £ 10%) com ciclo claro-escuro 12-12h. ApGs 0s experimentos 0s animais
foram eutanasiados com overdose barbitdrica (Tiopental Sédico 100 mg. Kg™).

Todos os procedimentos, aos quais 0s animais utilizados neste estudo foram
submetidos, estavam de acordo com as normas e principios éticos preconizados pela
Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, que segue o Guide for the Care and Use of Laboratory animals (NIH
Publicacdo N° 85-23, revisado 1996).

4.2 Drogas

Para a inducdo de deplecdo neonatal de serotonina, foi utilizado a pCPA, 4-
cloro-DL-fenil-alanina, (Sigma-Aldrich), um inibidor competitivo da enzima triptofano
hidroxilase, etapa esta limitante na biossintese da serotonina. O farmaco foi diluido em
solugcdo salina fisiologica e permaneceu sob refrigeracdo em aliquotas contendo
10mg/ml. Para inducdo da deplecdo de sodio, foi utilizado o diurético inibidor do co-
transportador de Na'/K*/2CI™ presente no ramo ascendente espesso da alca de Henle,
furosemida (Lasix®), na sua forma original.

4.3 Desmame

No vigésimo primeiro DPN, foi realizado o desmame dos animais, que foram
alocados em caixas de acrilico individuais, de acordo com a ninhada e sexo, onde
permaneceram até o periodo de avaliagdes (60-75 DPN).

21



4.4 Tratamento

Os animais foram alocados em dois grupos experimentais, 0 grupo controle e o
grupo tratado. Os animais controle receberam injecdes diarias de solucdo salina (NaCl
0,9%) por via subcutanea isovolumétricamente ao grupo tratado que receberam injecdes
diarias de pCPA, na dose de 100mg. Kg™ diluido em solucdo salina fisiolégica. Ambos
os grupos foram tratados do oitavo ao décimo sexto dia pos-natal (DPN).

4.5 AvaliacOes

Os animais durante o periodo de tratamento (8-16 DPN) foram avaliados
diariamente quanto a taxa de mortalidade, ganho de peso corporal e ingestdo de leite.
Apo6s o periodo do tratamento os animais foram avaliados semanalmente quanto ao
ganho de peso corporal.

No periodo em que os animais foram considerados adultos (60-75 DPN),
ocorreram as avaliagdes que envolveram o comportamento ingestivo e atividade afetivo-
comportamental. Os animais foram submetidos a protocolos consagrados na literatura
para avaliacdo da ingestdo basal e sob estimulos de fluidos/alimentos e modelos
comportamentais envolvidos com a ansiedade. A fim de evitar possiveis influéncias
com a presenca dos avaliadores, todos os testes envolvendo o0s modelos
comportamentais foram filmados e os videotapes analisados posteriormente. Durante
todo esse periodo os ratos permaneceram em gaiolas metabdlicas alocadas em salas
climatizadas (temperatura de 24 + 2°C e umidade 60 + 10%) com ciclo claro-escuro 12-
12h.

4.6 Protocolos Experimentais
A fim de observar os ratos durante suas atividades normais, as avaliagOes
aconteceram entre 19 e 23 horas, quando as atividades viscero-sensoriais (gustatérias,

olfatdrias e receptores de volume) e movimentos heddnicos parecem estar aumentados
no rato (REF).

4.7 Procedimentos Experimentais

4.7.1 Avaliagbes neonatais

4.7.1.1 ingestéo de leite

A avaliagdo da ingestdo neonatal de leite foi realizada segundo adaptacdo do
protocolo descrito por Perillan et al. (2007). O dia do nascimento dos animais foi
designado como dia zero. A ninhada, usualmente 8-12 filhotes, foi mantida intacta até o
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dia do teste. O protocolo consistiu em quatro etapas: A) Privacdo: Quatro horas antes do
teste, a ninhada foi ajustada para oito filhotes, que foram separados da mée durante as
ultimas duas horas e alocados em caixas acrilicas com maravalha sob aquecimento com
auxilio de uma lampada de 25-W. A temperatura cutanea foi monitorada através de um
termistor e mantida a 33°C. B) Pesagem: Os neonatos foram pesados com auxilio de
uma balanga de precisdo antes e depois da privacdo. C) Ingestdo: Os neonatos foram
realocados junto as suas progenitoras durante uma hora e posteriormente repesados. D)
Célculo da ingestdo: Ao final do periodo do teste os ratos foram repesados
individualmente e a porcentagem de ganho de peso foi calculada tomando como base a
média percentual de ganho de peso dos animais em relacdo a média percentual da
ingestdo basal (dia zero), considerada 100%. O ganho de peso corporal foi usado como
a mensuracdo da ingestdo de leite, uma vez que ndo havia nenhuma outra fonte de
ganho de peso. De acordo com Wirth & Epstein (1976) que primeiramente designaram
este teste de ingestdo, perdas por evaporagcdo presume-se ser a mesma para todos os
neonatos, tratados ou controles, e que ndo ha excre¢do espontanea em ratos lactantes.

4.7.2 AvaliacOes basais

4.7.2.1 experimentos envolvendo a atividade afetivo-comportamental

Foram realizados quatro modelos experimentais como descritos a segulir.

1- Campo Aberto

Este teste € um simples protocolo, cuja avalia¢do dos seus componentes tém sido
amplamente utilizada para mensuracdo de emocionalidade, exploracdo (MATTO &
ALLIKMETS, 1999), atividade geral ou locomotora (COURVOISIER et al., 1996),
medo (COURVOISIER et al., 1996) e ansiedade. Neste experimento os animais foram
submetidos individualmente a analise de sua capacidade locomotora/exploratéria e
avaliados através de diferentes parametros. Este teste € considerado um excelente
modelo sensivel a drogas/atividade ansiolitica (PRUT & BELZUNG, 2003). O ensaio
experimental foi realizado em uma sala escura com luz vermelha onde os ratos foram
individualmente inseridos em uma caixa de acrilico branca (80 x 80 x 30 cm) dividida
igualmente em 25 quadrantes. Durante 5 minutos eles puderam livremente explorar 0s
guadrantes, onde foram avaliados o0s seguintes parametros comportamentais:
ambulacdo, tempo de imobilidade, grooming (tempo gasto e episodios), atividade
vertical e emissdo de bolo fecal. A ambulacdo foi avaliada quantificando o nimero de
quadrantes periféricos, medios e central explorados pelos animais.
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Figura 4. Teste de campo aberto

2- Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O LCE tem sido amplamente utilizado em roedores como um protocolo de
avaliacdo do medo, ansiedade (PELLOW et al., 1985), e mais recentemente, da
avaliacdo de risco em camundongos (RODGERS et al., 1996) e ratos (MIKICS et al.,
2005). O teste do labirinto em cruz elevado consiste em dois bracos opostos (50 x 10
cm) cruzados por dois bragos opostos fechados de mesmas dimensGes e com 40 cm de
altura. Os bracos sdo conectados por uma plataforma central (10 x 10 cm) dando ao
aparato um aspecto de sinal de soma. O aparato permaneceu elevado por uma altura de
50 cm do piso em uma sala com luz vermelha. Os ratos foram inseridos individualmente
na plataforma central da cruz com a cabeca voltada para um dos bracos fechados. O
tempo gasto e o numero de entradas feitas pelos ratos, nos bracos abertos e fechados do
aparato foram registrados durante 5 minutos. A entrada no brago é definida quando os
quatro membros do animal estdo em um dos bracos da cruz. Adicionalmente, stretched
attend posture (S.A.P.) e head-dipping (H.D.) nos bragos abertos e na area protegida
(bracos fechados e plataforma central) foram avaliados. As medidas comportamentais
registradas no LCE como citado acima foram: frequéncia de entradas e o tempo
despedido nos bracos fechados e nos abertos. A frequéncia total de entradas foi obtida
pela soma simples das freqiiéncias de entrada nos bragos abertos e nos fechados. Para
andlise estatistica dos dados e confecgdo dos graficos a percentagem de entrada no
brago aberto foi calculada dividindo-se a frequéncia de entrada pela freqiiéncia total de
entradas, e esse indice multiplicado por 100. De maneira semelhante foi calculada a
percentagem de tempo em que 0S animais permanecerem nos bracos em relacdo ao
somatdrio do tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados, sendo o quociente
obtido multiplicado por 100. Foram também registrados no labirinto medidas de
avaliacdo etologica como o numero de head-dipping (imersdo de cabeca), rearing
(movimento vertical), que avaliam a atividade exploratoria. Estas s&o medidas do
comportamento de avaliagéo de risco (Rodgers & Cole, 1993), assim como o tempo de
permanéncia na plataforma central (que correlaciona com uma tomada de deciséo) e o
namero de bolos fecais (emocionalidade). Um aumento seletivo nos parametros
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correspondentes aos bracos abertos (entrada e tempo) revela um efeito ansiolitico, e 0
inverso € verdade. O namero de entradas no brago fechado avalia a atividade motora
dos animais.

Este teste é considerado um excelente modelo de avaliacdo do status de
ansiedade, particularmente, envolvendo a transmissdo GABAérgica (RODGERS &
DALVI, 1997). Além disso, durante este teste é possivel avaliar aspectos que envolvem
emocionalidade e a tomada de decisdo dos animais que esta diretamente relacionado
com o status de ansiedade.

/

AN

Figura 5. Teste de labirinto em cruz elevado

3- Interacdo Social

Neste experimento os animais foram submetidos individualmente a interagir
com outro animal desconhecido do mesmo sexo em uma caixa de acrilico (60 x 60 x 30
cm) com um piso solido. A analise realizada para quantificar o tempo de interacdo do
modelo experimental abrangeu os episddios de grooming, cheirar, seguir, chutar, socar,
montar ou permitir a monta. Os ratos foram pareados baseados no teste e inseridos na
area de testes por 10 minutos.

4- Natacdo Forcada

Neste experimento os animais foram submetidos individualmente a analise do
status depressivo, através de um modelo adaptado de Porsolt et al. (1977) que abrangeu
a laténcia da tentativa de escape por cima e o periodo de imobilidade (IMMO) que
foram avaliados durante um periodo de 5 minutos. Neste teste, os ratos foram inseridos
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individualmente dentro de um cilindro de acrilico de 25 cm de didmetro contendo 4gua
a 25°C e uma profundidade de 30 cm, sendo incapazes de escapar ou tocar no fundo do
cilindro. Vinte e quatro horas antes, os ratos foram submetidos em ordem a 15 min de
sessOes de nado forgcado para reconhecimento e adaptacdo do teste programado. No dia
seguinte, os ratos foram submetidos ao teste valido da natagéo forcada.

Figura 6. Teste de natacéo forcada
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4.7.2.2 experimentos envolvendo o comportamento ingestivo: ingestdes basais

Foram realizados trés experimentos a fim de avaliar a ingestdo basal dos
animais.

1- Ingestéo de alimento

A ingestdo basal de alimento foi mensurada por um periodo de 24 horas a fim de
avaliar a influéncia da deplecéo de serotonina sobre o apetite e saciedade. Durante esta
avaliacdo os animais tiveram acesso ad libitum a racdo moida nos comedouros e agua
destilada em buretas volumétricas graduadas. Para andlise dos resultados as vasilhas
contendo as ragcbes foram pesadas imediatamente antes da introducdo dos ratos nas
gaiolas metabolicas e apds um periodo de 24 horas.

2- Ingestdo de agua e salina

Com o objetivo de avaliar a resposta dipsogénica e o apetite por sddio, a
preferéncia dos animais por agua ou NaCl 0.3 M, solucdo normalmente aversiva a
percepcdo gustatoria do rato, foram mensuradas por um periodo de 24 horas sendo
ofertadas em buretas volumétricas graduadas. Os fluidos e a racdo em pellets foram
ofertados ad libitum.

3- Ingestédo de agua e sacarose

Durante este experimento foi mensurada a preferéncia dos animais por dgua ou
sacarose por um periodo de 24 horas, sendo ofertadas em buretas volumétricas
graduadas. Os fluidos e a racdo em pellets foram ofertados ad libitum.
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4.7.3 Avaliacdes sob estimulos

4.7.3.1 Experimentos envolvendo o comportamento ingestivo: Ingestdes sob jejum

Foram realizados trés experimentos a fim de avaliar a ingestdo sob jejum dos
animais. Os protocolos utilizados foram baseados naqueles descritos outrora por Reis et
al. 1990; Badaué-Passos et al. 2001; De-Luca et al. 2002.

1- Privacdo Hidrica

Nesta condicdo, a ingestdo de agua foi mensurada apds 24 horas de privacdo
hidrica com objetivo de avaliar a influéncia da deplecdo de serotonina sobre o fenémeno
da sede no animal em jejum. Durante este periodo o acesso a racao foi oferecida ad
libitum.

2- Privacdo Alimentar

Nesta condicdo, a ingestdo de racdo foi mensurada ap6s 24 horas de privacao
alimentar com objetivo de avaliar a influéncia da deplegé@o de serotonina sobre o apetite
e a saciedade no animal em jejum. Durante este periodo ndo houve acesso a ingestao de
fluidos.

3- Ingestéo de sacarose

Nesta condicdo, a ingestdo de sacarose e dgua foi mensurada apds 24 horas de
privacdo alimentar com objetivo de avaliar a influéncia da deplegéo de serotonina sobre
a preferéncia entre agua e sacarose 2% no animal em jejum. Durante este periodo nédo
houve acesso a ingestao de fluidos.

4- Ingestdo de salina

Nesta condicdo, a ingestdo de NaCl 0.3 M e agua foram mensuradas apo6s 24
horas de privacdo alimentar com objetivo de avaliar a influéncia da deplecdo de
serotonina sobre a preferéncia entre agua e NaCl 0.3 M no animal em jejum. Durante
este periodo ndo houve acesso a ingestdo de fluidos.
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Figura 7 - Gaiolas metabolicas

4.7.3.2 experimentos envolvendo o comportamento ingestivo: ingestdes sob
estimulos especificos sobre a inducéo do apetite por sddio e da sede

Foram realizados dois experimentos a fim de avaliar a ingestdo em animais
sodio-depletados e apds estimulo de hipertonicidade.

1- Inducéo da sede

Com o objetivo de avaliar a influéncia da deplecdo de serotonina sobre a
sensacdo da sede, 0s animais receberam por via subcutanea solucéo salina hipertdnica
(IM) a fim de induzir uma hipertonicidade plasmatica. Durante este experimento 0s
animais tiveram acesso ad libitum & racdo e agua destilada. Apds um periodo de 24
horas, a ingestdo de agua foi mensurada em quatro momentos distintos: 30, 60, 120 e
180 minutos. Neste protocolo os animais receberam administracdo topica de Cloridrato
de Lidocaina 2% sem vasoconstrictor (0.1 — 0.2 ml s.c) seguido de NaCl 1M (1ml/100g.
p.c ). A utilizagdo prévia deste anestésico local é recomendada pela possibilidade de
irritacdo cuténea por parte da solucdo de salina hiperténica (Penny et al. 2005).
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Posteriormente, 0s animais retornaram as gaiolas metabdlicas com acesso aos fluidos e
alimento.

2- Deplecéo de sddio e privacdo hidrossalina

Com o objetivo de avaliar a influéncia da deplecdo de serotonina sobre o apetite
por sodio em animais hiponatrémicos, 0s ratos receberam por via subcuténea
Furosemida (20 mg. Kg') a fim de induzir hiponatremia pela espoliacdo de sodio
peculiar a este farmaco. Este diurético foi administrado 24 horas antes da
reapresentagdo dos fluidos. Durante este experimento oS animais tiveram acesso ad
libitum a dieta hiponatrémica (farinha de milho) e permaneceram sob privacdo hidrica.
Ap6s um periodo de 24 horas, 0 apetite por sodio foi avaliado mensurando-se a ingestao
de NaCl 0.3 M em quatro momentos distintos: 30, 60, 120 e 180 minutos.

4.7.4 AvaliagOes glicémicas

4.7.4.1 experimentos envolvendo a glicemia: mensuracdo basal e sob jejum

A coleta das amostras de sangue foi realizada com auxilio de uma agulha
hipodérmica que foi introduzida na base da cauda dos animais. Em seguida, uma fita de
glicosimetro foi cuidadosamente posicionada sobre a goticula de sangue proveniente da
coleta e conectada ao equipamento responsavel pela leitura.

1- Mensuracéo basal

A mensuracdo da glicemia basal dos animais foi realizada com auxilio de um
glicosimetro portatil no primeiro dia de experimento.

2- Mensuracao sob jejum

A mensuragdo da glicemia sob jejum dos animais foi realizada com auxilio de
um glicosimetro portétil onde estes permaneceram sob privacdo alimentar por um
periodo de 24 horas.
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4.8 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram expressos em valores de média e erro padrdo da
média. Para comparacdo entre mais de dois grupos sob apenas um fator de variacao
comum, foi realizada a analise da variéncia para varidveis paramétricas por ANOVA
uma via, seguida pela determinacdo da significancia das diferencas entre os grupos, pelo
teste de Bonferroni. Mais de dois grupos submetidos a interferéncia simultanea de dois
fatores de variacdo, foram analisados por ANOVA duas vias, seguida do teste de
Bonferroni. Para comparacdo entre dois grupos com um unico fator de variagéo,
utilizou-se o teste t de student. O nivel critico fixado foi de 5% (P<0,05) para se admitir
uma diferenca de médias como estatisticamente significativa.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagdes do Peso Corporal e da Ingestao de Leite

5.1.1 Avaliagao da ingestéo de leite durante o tratamento com pCPA (8-16 DPN)

Durante o tratamento com pCPA houve uma diminuicéo significativa da méedia
percentual da ingestdo de leite nos dias quatro e seis da avaliacdo, em relacdo a média
percentual da ingestdo basal dos animais (29,4 + 12,3 versus 213,7 £ 14,4 % P <0, 001
e 25,0 + 10,7 versus 115,8 £ 22,0 %; P < 0,001) (Fig. 8).

Estes resultados indicam que possa ocorrer uma influéncia da deplecdo neonatal
de serotonina sobre o desenvolvimento ontogénico de sistemas cerebrais (AZMITIA,
1999) que participam do controle metabdlico e energético dos individuos. Ademais, o
préprio sistema serotonérgico, envolvido diretamente com o comportamento ingestivo
(MEDEIROS et al., 2005), parece estar supra-regulado. Com esta hipétese, haveria um
aumento da expressdo da leptina com subsequiente diminuicdo da ingestdo alimentar nos
neonatos tratados com pCPA. Além disso, este hormdnio suscita um estimulo do
hipotdlamo basomedial, que é diretamente envolvido com a regulacdo da oxidacao de
gordura, balango energético e com o peso corporal (GRILL & KAPLAN, 2002;
BLUNDELL et al., 2001; McMINN et al., 2000). Este efeito anorexigénico da leptina
mediado por atividade serotoninérgica deve-se a estimulagdo de receptores 5-HT2C
(YAMADA et al.,, 2003). Estas recentes evidéncias justificam a participacdo da
circuitaria do NDR em mecanismos envolvidos com o controle do apetite e da
saciedade. No entanto, ndo se pode descartar o envolvimento de outros sistemas
cerebrais co-participadores para explicar estes resultados.
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Figura 8. Percentual da ingestdo de leite em ratos neonatos durante o periodo correspondente ao
tratamento com pCPA (8-16 DPN) em relacdo a linha de base, que corresponde a ingestdo basal de leite
do grupo controle e tratado. ( f) inicio do tratamento; (***) P < 0,001, comparado ao grupo controle
(ANOVA duas vias).
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5.1.2 Avaliacéo do peso corporal durante o tratamento com pCPA (8-16 DPN)

O tratamento neonatal com pCPA ndo interferiu significativamente no peso
corporal do 1° ao 5° dia do protocolo. Entretanto, foi considerado significativamente
menor nos dias seis (22,0 £ 0.5 versus 24,4 + 0,6 g; P < 0,05), sete (23,4 + 0,5 versus
26,6 £ 0,6 g; P <0,001), oito (24,7 = 0,6 versus 28,1 £ 0,6 g; P <0,001) e nove (25,3 +
0,5 versus 30,1 £ 0,7 g; P <0,001) do tratamento em relagdo ao grupo controle (Fig. 9).

Estes resultados se correlacionam com a menor ingestdo de leite observada nos
animais tratados com pCPA, discutido anteriormente, indicando a influéncia da
deplecdo neonatal de serotonina sobre o desenvolvimento ontogénico de sistemas
cerebrais (AZMITIA, 1999) que participam do controle metabolico e energético dos
individuos.
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Figura 9. Peso corporal de ratos neonatos do grupo controle e tratado durante o periodo correspondente ao
tratamento com pCPA (8-16 DPN). (*) inicio do tratamento (*)P < 0,05 e (***)P < 0,001, comparado ao
grupo controle (ANOVA duas vias).
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5.1.3 Avaliacdo do ganho de peso corporal durante o tratamento com pCPA (8-16
DPN)

Durante o tratamento com pCPA o ganho de peso corporal foi significativamente
menor em relacdo ao grupo controle (9,2 £ 0,7 versus 15,7 £ 0,5 g; P <0,001) (Fig. 10).

Estes resultados se correlacionam com a menor ingestdo de leite observada nos
animais tratados com pCPA, discutido anteriormente, indicando a influéncia da
deplecdo neonatal de serotonina sobre o desenvolvimento ontogénico de sistemas
cerebrais (AZMITIA, 1999) que participam do controle metabolico e energético dos
individuos.
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Figura 10. Ganho de peso corporal de ratos neonatos do grupo controle e tratado durante o periodo
correspondente ao tratamento com pCPA (8-16 DPN). (***) P < 0,001, comparado ao grupo controle
(Teste t ndo pareado).
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5.1.4 Avaliagdo semanal do peso corporal do desmame (21 DPN) a vida adulta (56
DPN)

O peso corporal foi significativamente maior nos machos tratados (95,3 + 3,5
versus 80,0 + 3,6 g; P < 0,05) (Fig.11A) em relagéo aos machos do grupo controle no
28° dia de vida, entretanto, foi significativamente menor nos dias 42 (150,0 £ 2,3 versus
161,1 £5,6 g; P <0,05) e 56 (228,2 + 4,9 versus 253,3 + 5,1g; P <0,05) (Fig.11A). Em
relacdo as fémeas, o peso corporal foi significativamente menor nos dias 21 (37,7 £ 2,7
versus 49,2 £ 35 g; P < 0,05) e 56 (167,0 £ 6,3 versus 1850 + 4,0 g; P < 0,05)
(Fig.11B).

Os resultados obtidos durante esta avaliacdo evidenciam que mesmo ap0s O
desmame o0s animais tratados com pCPA permaneceram com 0 peso corporal menor em
relacdo aos animais do grupo controle até a vida adulta. Estes dados corroboram com a
hipdtese que a deplecédo cerebral de serotonina no periodo neonatal acarretou alteracdes
na programacdo metabolica e energética dos individuos em funcéo da sua influéncia no
desenvolvimento ontogénico dos sistemas cerebrais envolvidos. Segundo de Moura &
Passos (2005) a programacdo metabdlica é um fendmeno epigenético de cunho
hormonal, genético, fisico, psicolégico ou qualquer outro evento estressor acarretado
durante um periodo critica da vida, como a gestacdo e a lactacdo, que tenha habilidade
de modificar de maneira prolongada certas funcdes fisioldgicas. Este processo foi
preservado pela selegdo natural como uma importante ferramenta adaptativa para a
sobrevivéncia de organismos que vivem em areas de dificil acesso ao alimento.
Portanto, uma ma nutri¢cdo durante a gestacdo ou lactacdo é capaz de ativar diferentes
genes que fornecem um fendtipo racional ao organismo. Em resumo, € plausivel
conjecturar que o decréscimo dos niveis cerebrais de 5-HT durante o desenvolvimento
neuronal possa ter acarretado uma alteracdo plastica na citoarquitetura do sistema
serotoninérgico cerebral (AZMITIA, 1999) que ocasionou esta suposta modificagdo na
programacdo metabdlica e energética dos individuos.

35



] Controle (n=9)
240 HE pPCPA (n=14) ] *
200- T
D 160- = %
2 s
8 120- *
80-
40- ﬂ'
oL .
21 28

35 42 49 56
Tempo (dias)

Figura 11A. Avaliacdo semanal do ganho de peso corporal de ratos do desmame (21 DPN) & vida adulta
(56 DPN). (*) P < 0,05, comparado ao grupo controle (ANOVA duas vias).
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Figura 11B. Avaliacdo semanal do ganho de peso corporal de ratas do desmame (21 DPN) a vida adulta
(56 DPN). (*) P < 0,05, comparado ao grupo controle (ANOVA duas vias).
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5.1.5 Avaliacéo do peso corporal na vida adulta (56 DPN)

O peso corporal foi significativamente menor nos machos tratados (228,2 + 4,9
versus 253,3 £ 5,1 g; P < 0,001) em relacdo aos machos do grupo controle e nas fémeas
tratadas (167,5 + 6,3 versus 185,0 + 4,0 g; P < 0,001) em comparacdo as fémeas do
grupo controle (Fig. 12).

Os resultados desta avaliacdo sdo similares aos obtidos no item 5.1.4 e, portanto,
foi discutido anteriormente.
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Figura 12. Avaliacdo do peso corporal de ratos na vida adulta (56 DPN). (*) P < 0,05, comparado ao
grupo controle (Teste t ndo pareado).
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5.1.6 Avaliacdo da taxa de mortalidade durante o tratamento com pCPA (8-16
DPN)

Durante o tratamento com pCPA n&o houve incidéncia de 6bitos em nenhum dos
grupos experimentais.

Este resultado demonstra que a deplecdo precoce de serotonina cerebral, com
pCPA (KOE & WEISMANN, 1966), ndo acarreta danos letais nos individuo mesmo
durante este periodo critico de maturacdo de diversos sistemas cerebrais.

5.2 Avaliagdes basais

5.2.1 Avaliacdo da influéncia do tratamento neonatal com pCPA em ratos na vida
adulta no teste do campo aberto

Ocorreu um aumento significativo do numero de quadrantes periféricos
explorados pelas fémeas do grupo tratado em relacdo as fémeas do grupo controle
(137,7 + 8,5 versus 101.8 + 3.8; P < 0.01) e em relagcdo aos machos tratados (137,7
8,5 versus 96,0 = 4,8; P < 0,01) (Fig. 13). Houve também um aumento significativo no
namero de quadrantes médios explorados pelas fémeas tratadas em relagdo aos machos
tratados (22,5 + 2,1 versus 13,5 + 1,6; P < 0,01) (Fig. 13). Em contrapartida, a analise
do numero de vezes que o quadrante central foi explorado ndo foi estatisticamente
significativa entre os grupos (Fig. 13). Em relacdo ao nimero de grooming houve uma
diferenca significativa entre os machos tratados em comparacdo aos machos do grupo
controle (6,0 £ 0,5 versus 2,4 = 0,3; P < 0,001) e em relacdo as fémeas tratadas (6,0 +
0,5 versus 1,0 + 0,4; P < 0,001) (Fig 14). No entanto, avaliando o tempo gasto nos
episddios de grooming houve apenas uma diferenca significativa dos machos tratados
em relacdo as fémeas tratadas (12,8 + 4,2 versus 1,5 + 0,9; P < 0,05) (Tab. 1). O tempo
de imobilidade foi significativamente menor nos machos tratados em comparag¢do aos
machos do grupo controle (45,7 + 2,9 versus 66,7 + 8,4; P < 0,05), havendo ainda uma
diferenca significativa entre estes em relacdo as fémeas do grupo controle (66,7 + 8,4
versus 37,7 = 1,6; P < 0,01) (Tab. 1). N&o houve diferenca significativa no nimero de
movimentos verticais realizados pelos dois grupos experimentais (Tab. 1).

Os resultados acima nos permitem especular a existéncia de um aumento da
atividade motora das fémeas do grupo tratado com pCPA em funcdo da maior atividade
exploratoria dos quadrantes periféricos (WALSH & CUMMINS, 1976). Estes dados
corroboram com a discussdo de Adlard & Smart (1974) que demonstraram aumento da
atividade locomotora em ratos adultos tratados no periodo neonatal com pCPA.
Ademais, ndo se pode descartar a hipotese da influéncia das diferentes fases do ciclo
estral sobre esta atividade motora (LIGHTFOOT, 2008; MORGAN & PFAFF, 2002),
tendo em vista que as ratas deste estudo eram inteiras e sem controle estral.

Em relacdo aos machos, ndo foi observado nenhuma alteracdo significativa de
cunho motor. Entretanto, 0 maior nimero de episddios de grooming realizados pelos
animais tratados com pCPA postula a hipdtese que houve uma atividade ansiogénica,
pois, este pardmetro etoldgico parece ser um indicador da percepcdo de estresse e
reatividade (SPRUNT et al., 1992).
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Figura 13. NUmero de quadrantes periféricos, médios e quadrante central explorados pelos ratos dos
grupos tratamento e controle, na vida adulta (60-75 DPN), durante a realizagdo do teste do campo aberto
(**) P <0,01, comparado ao grupo controle e (++) P < 0,01, comparado ao grupo de machos tratados com
pCPA (ANOVA uma via).
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Figura 14. Episédios de grooming realizados pelos ratos dos grupos tratamento e controle, na vida adulta
(60-75 DPN), durante a realizacdo do teste do campo aberto (***) P < 0,001, comparado ao grupo
controle e (+++) P < 0,001, comparado ao grupo tratamento (ANOVA uma via).
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Tabela 1 Avaliacdo do teste de campo aberto

Variaveis Controle & Controle 9 pCPA & pCPA @

Quadrantes percorridos (n)

Periféricos 89,2+ 6,8 101,8+3,8 96,0+4,8 137,7 £ 8,5**++

Médios 98+15 159+1,3 135+1,6 225+ 2 1++

Central 1,6+0,5 2,9+0,3 1,9+0,3 3,1+0,4
Grooming

+++

Episddios 2,4+0,3 2,2+0,5 6,0+0,5*** 1,0+0,4

Tempo gasto (s) 2,6+0,8 1,5+0,3 12,8+4,2+ 1,5+0,9
Movimento vertical 24,8125 25,0£1,9 25,2+1,5 26,8+2,3

Tempo de imobilidade (s) 66,7+8,4++ 37,7+1,6 457+2,9* 36,9+6,9

Influéncia do tratamento neonatal com pCPA no teste de campo aberto. Dados séo representados
como média = SEM. (***)P<0,001 e (*)P<0,05, comparando ao grupo controle; (+++)P<0,001 e
(+)P(*)P<0,05, comparando entre o grupo controle (ANOVA uma via).
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5.2.2 Avaliacdo da influéncia do tratamento neonatal com pCPA em ratos adultos
no teste do labirinto em cruz elevado (LCE)

Ocorreu um aumento significativo do niumero de entradas das fémeas tratadas no
bragco aberto em relagéo as do grupo controle (7,8 £ 0,3 versus 4,9 £ 0.4; P <0,001) e
em comparacao aos machos tratados (7,8 + 0,3 versus 4,6 + 0,4; P <0,001) (Fig. 15A).
Além disso, houve um aumento significativo do numero de entradas no brago fechado
das fémeas tratadas em relacdo as do grupo controle (10,2 £ 0,6 versus 6,2 £ 0,4; P <
0,001) e em comparacdo aos machos tratados (7,8 + 0,3versus 5,0 + 0,3; P < 0,001)
(Fig. 15A). Ademais, o tempo gasto pelos machos tratados no brago aberto foi
significativamente maior em comparacgéo aos do grupo controle (148,8 + 8,8 versus 99,7
+ 21,4 s; P < 0,05) e significativamente maior nas fémeas tratadas em relacdo as do
grupo controle (140,7 £ 3,1 versus 78,0 £ 7,9 s; P <0,01) (Tab. 2). O tempo gasto pelas
fémeas do grupo tratado no braco fechado foi significativamente menor do que as
fémeas do grupo controle (102,9 + 3,6 versus 162,2 £ 9,6 s; P < 0,01) (Tab. 2). A
porcentagem do numero de entradas no braco aberto ndo foi estatisticamente
significativa em nenhum dos grupos experimentais, em contrapartida, esta porcentagem
relacionada ao tempo gasto pelas fémeas do grupo tratado no braco aberto foi
significativamente maior em relagcdo as fémeas do grupo controle (58,2 + 0,8 versus
32,9 £ 3,3%; P < 0,001) e em relacdo aos machos tratados e controles (53,6 + 2.8 versus
36,2 £ 5,2; P < 0,05 (Tab. 2 e Fig 15B). O nimero de H.D. realizado pelos machos
tratados no braco aberto foi significativamente maior em comparacdo aos machos do
grupo controle (12,9 + 1,3 versus 5.0 £ 1,4; P < 0,001), que foi significativamente
menor em relacdo as fémeas do grupo controle (5,0 £ 1,4 versus 12,9 + 1,3; P < 0,001)
(Fig. 16). Em relagdo ao nimero de H.D. na &rea protegida, as fémeas do grupo tratado
realizaram um menor namero de episddios, estatisticamente significativo, em relacdo as
fémeas do grupo controle (4,7 £ 0,7 versus 8,3 + 0,6; P < 0,01) (Fig. 15). O nimero de
S.A.P. foi significativamente menor nos machos do grupo tratado em relacdo aos
machos do grupo controle (2,5 £ 0,5 versus 8,0 £ 1,4; P < 0,001) e significativamente
menor nas fémeas tratadas em comparacdo as fémeas do grupo controle (2,2 + 0,2
versus 9,4 + 0,6; P < 0,001) (Fig. 17). O numero de movimentos verticais realizado
pelos machos tratados foi significativamente menor em relacdo aos do grupo controle
(9,8 £ 1,dversus 17,1 + 2,0; P < 0,01) (Tab. 2). O nimero de grooming foi
significativamente menor nos machos do grupo tratado em relacdo aos do grupo
controle (2,1 £ 0,2 versus 4,4 + 0,6; P < 0,01) (Tab. 2). Em relacdo aos bolos fecais
emitidos ndo houve diferenca estatisticamente significativa (Tab. 2).

A partir dos resultados obtidos nos machos tratados com pCPA ficou evidente a
presenca de uma atividade ansiolitica refletida no maior tempo gasto no braco aberto do
aparato, além de diferencas significativas nos parametros etoldgicos: maior nimero de
head-dipping no braco aberto e menor nimero de grooming e S.A.P. Ademais, o0 tempo
de permanéncia dos machos nos bracos fechados néo foi significativo em relagdo aos do
grupo controle. Em relacdo as fémeas tratadas com pCPA, os resultados nos permitem
especular a existéncia de uma atividade ansiolitica refletida em um maior nimero de
entradas e maior tempo de permanéncia no braco aberto, além da reducdo de parametros
etologicos como o head-dipping na area protegida e S.A.P (CRUZ et al., 1994;
RODGERS E JOHNSON, 1995; RAMOS et al., 1997). Esta observagao corrobora com
os dados obtidos por Wilson et al. (1992) que observaram uma atividade ansiolitica em
fémeas intactas e androgenizadas tratadas com pCPA no mesmo periodo neonatal. Estes
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dados reforcam a hipotese de que realmente ocorreu uma atividade ansiolitica nas
fémeas, porém, associado ao incremento da atividade motora. Esta atividade ansiolitica
observada nos animais tratados com pCPA corrobora com os resultados obtidos por
Farabollini et al. (1988) que realizaram o tratamento de deple¢do de serotonina no
mesmo periodo neonatal.

Entretanto, em funcdo do aumento da atividade motora, refletida pelo maior
numero de entradas e menor tempo de permanéncia no braco fechado pode-se
conjecturar que esta suposta atividade ansiolitica esteja sendo influenciada pelo
incremento da atividade motora. Neste caso, € provavel que esta reducdo dos parametros
etologicos e maior tempo despendido no braco aberto do aparato ndo sejam reflexos de
uma atividade ansiolitica, mas sim da exacerbacéo da atividade motora. Ademais, como
ja foi observado um aumento da atividade motora no teste do campo aberto, mesmo
sendo sobre influéncia estral, torna-se plausivel acreditar que a atividade ansiolitica
observada no LCE possa ter sofrido influéncia pelo incremento da atividade motora.

Além disso, estes resultados ansioliticos observados principalmente no LCE séo
similares aos descritos outrora (FARABOLLINI et al., 1988; VATAEVA et al., 2007)
que correlacionaram niveis diminuidos de 5-HT cerebral durante os periodos pré-natal
e neonatal levam a comportamentos ansioliticos na vida adulta. Portanto, é plausivel
conjecturar que o decréscimo dos niveis cerebrais de 5-HT durante o desenvolvimento
neuronal possa ter acarretado uma alteracdo pléstica na citoarquitetura do sistema
serotoninérgico cerebral (AZMITIA, 1999).
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Tabela 2 Avaliacéo do teste de labirinto em cruz elevado (LCE)

Variaveis Controle & Controle 9 pCPA & pCPA ¢
Numero de entradas

B.A. 3,2+0,4 49+04 46+04 7.8 £ 0,3*xx+++

B.F. 47+04  62+04  50+03  10.2%0,6%**
Tempo gasto (s)

B.A. 99,7+21,4  78,0+7,9 148,8+8,8*  140,7+£3,1**

B.F. 165,9+19,9 162,2+9,6 141,9+9,0 102,943,6**
B.A./B.F.+B.A. (%)

Numero de entradas 40,3+3,9 42,4+2,1 46,8+1,6 43,9+1,6

Tempo gasto (s) 36,249,2 32,943,3 53,6+2,8*  58,2+0,8***
H.D. no B.A (n) 5,0+1,4+++ 13,0+0,7 12,941,3*** 15,3+0,9
H.D. area protegida (n) 7,2+0,9 8,3+0,6 5,0+0,5 4,70, 7**
S.A.P. (n) 8,0+1,4 9,4+0,6 2,540,5%** 2 2+40,2%**
Movimentos verticais (n) 17,1£2,0 16,0+1,1 9,8+1,1** 13,0+0,7
Grooming (n) 4,4+0,6 2,840,5 2,1£0,2**  25+0,4
Bolos fecais (n) 3,1+0,5 3,3+0,2 1,5+0,4 2,0+0,4

Influéncia do tratamento neonatal com pCPA no teste de labirinto em cruz elevado (LCE). Dados séo

representados como média + SEM. B.A. = braco aberto; B.F. = bragco fechado; H.D. = Head-dipping;
S.A.P. = stretched attend posture. (***)P<0,001, (**)P<0,01 e (*)P<0,05, comparando ao grupo controle;

(+++)P<0,001, comparando entre o grupo controle (ANOVA uma via).
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Figura 15A. Numero de entradas nos bragos aberto e fechado realizadas pelos ratos dos grupos tratamento
e controle, na vida adulta (60-75 DPN), durante a realizacdo do teste do labirinto em cruz elevado (LCE).
(***)P<0,001, comparado ao grupo controle e (+++)P<0,001, comparado ao grupo tratamento (ANOVA

uma via).
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Figura 15B. Tempo gasto no braco aberto expresso em porcentagem realizado pelos ratos dos grupos
tratamento e controle, na vida adulta (60-75 DPN), durante a realizacdo do teste do labirinto em cruz
elevado (LCE). B.A = brago aberto e B.F = brago fechado; (***)P<0,001, (*)P<0,05 comparado ao grupo
controle (ANOVA uma via).
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Figura 16. Numero de head-dipping nos bracos aberto e fechado, realizados pelos ratos dos grupos
tratamento e controle, na vida adulta (60-75 DPN), durante a realizacdo do teste do labirinto em cruz
elevado (LCE). (¥***)P<0,001 e (**)P<0,01 comparado ao grupo controle (ANOVA uma via).
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Figura 17. Namero de S.A.P. realizados pelos ratos dos grupos tratamento e controle, na vida adulta (60-
75 DPN), durante a realizagdo do teste do labirinto em cruz elevado (LCE). S.A.P. = stretched attend
posture; (¥***)P<0,001 comparado ao grupo controle (ANOVA uma via).
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5.2.3 Avaliacdo da influéncia do tratamento neonatal com pCPA em ratos adultos
no teste de interacéo social

Nenhuma diferenca significativa foi observada entre 0s grupos no tempo gasto
de interacdo social (Tab. 3).

Estes resultados postulam a hipotese que ndo houve influéncia do tratamento
neonatal com pCPA sobre o modelo de interagdo social nos animais adultos. Para
explicar estes diferentes resultados de cunho ansiolitico, devem-se levar em
consideragcdo os diversos tipos de ansiedade avaliados pelos diferentes testes
comportamentais. O teste de interacdo social tem sido proposto como um modelo que
avalia de uma forma geral as desordens de ansiedade, enquanto que primariamente a
avaliacdo no LCE reflete alguns aspectos relacionados a desordens de panico (CHEETA
et al., 2000). Também tém sido descrito que a resposta as diferentes classes
farmacoldgicas nestes modelos possam variar. Entretanto, estes modelos sdo altamente
sensiveis para avaliar os efeitos ansioliticos de drogas a transmissdo GABAérgica (FILE
& SETH, 2003; RODGERS et al., 1997). Ademais, o papel exercido por outros
neurotransmissores, cComo a serotonina, ndo foram completamente elucidados.

Além disso, neste modelo de interacdo social, foi observado clinicamente um
efeito ansiogénico com o tratamento agudo com antidepressivos, porém, um efeito
ansiolitico foi obtido com a administracdo de agonistas de receptores 5-HT1A e de
antidepressivos como a paroxetina (FILE & SETH, 2003). Estes resultados fornecem
um suporte farmacoldgico para a hipotese de que diferentes vias neurobioldgicas
possam estar envolvidas em cada modelo comportamental e podem explicar as
diferencas de respostas acarretadas pela deplecdo cerebral no periodo neonatal de
serotonina com pCPA nos diferentes testes realizados.

Tabela 3 Avaliacdo do teste interacdo social

Controle & Controle ¢ pCPA & pCPA Q

Tempo de interacéo (s) 111,7£16,6  105,3+9,5 112,6+8,1 125,1+13,8

Influéncia do tratamento neonatal com pCPA no teste de interagdo social. Dados sdo representados
como média + SEM. Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos (ANOVA uma

via).
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5.2.4 Avaliacdo da influéncia do tratamento neonatal com pCPA em ratos adultos
no teste de natacao forgcada

Houve um menor tempo de imobilidade dos machos tratados com pCPA em
relagdo aos machos do grupo controle (109,0 + 7.8 versus 158,1 £ 18,2 S; P <0,01) e
em relacdo as fémeas tratadas com pCPA em comparacdo as fémeas do grupo controle
(85,3 £ 13,1 versus 168,0 £ 3,4; P < 0,001) (Fig. 14). Entretanto, ndo houve diferenga
estatisticamente significativa no tempo de laténcia dos animais em ambos 0s grupos
experimentais.

Apesar de se tratar de um modelo que primariamente avalia a susceptibilidade
do desenvolvimento de depressdo em roedores (PETIT-DEMOULIERE et al., 2005),
faz-se necessario conjecturar que devido a inter-relacdo de diversos sistemas envolvidos
com a ansiedade (e.x. sistema serotoninérgico) estes resultados postulam a hipotese da
existéncia de uma atividade ansiolitica nos animais tratados com pCPA refletida no
menor tempo de imobilidade dos animais durante a realizagdo do teste da natacdo
forcada (BORSINI, 1995). Estes dados reforcam a ja referida hipdtese, uma vez que
esses resultados sd@o normalmente imputados ao estado do sistema serotoninérgico
cerebral e sdo desafiados por ensaios afetivos, tal como anteriormente proposto
(BROEKKAMP et al., 1989).

Tabela 4 Avaliacdo do teste da natagdo forcada

Controle & Controle 9 pCPA & pCPA @

Tempo de imobilidade (s) 158,1+18,2 168,0+3,4 109,0+7,8** 85,3+13,1***

Laténcia (s) 34,2487 25,0£3,5 44,8+7,0 33,4%4,7

Influéncia do tratamento neonatal com pCPA no teste da natagdo forgada. Dados sdo representados
como média £ SEM. (***)P<0,001; (**)P <0,01 comparado ao grupo controle (ANOVA uma via).
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Experimentos envolvendo o comportamento ingestivo: Ingestdes basais

5.2.5 Avaliacdo da ingestédo basal de alimento durante a vida adulta (60-75 DPN)

O tratamento com pCPA néo influenciou de forma significativa a ingestdo de
racao (6,1 = 0,3 versus 6,7 £ 0,6 g/100g) e agua (7,9 = 0,5 versus 7,9 £ 0,6 mi/100g) em
ratos machos adultos e racao (7,6 + 0,6 versus 7,2 + 0,2 g/100g) e &gua (9,1 + 0,9 versus

9,1 £ 0,5 ml/100g) em ratas adultas (Tab.5).

Estes resultados postulam a hipotese que a deplecdo cerebral de serotonina no
periodo neonatal, apesar da suposta supra-regulacdo do sistema serotoninérgico e
alteracdo na programacdo metabolica energética do individuo adulto, ndo altera de

forma significativa a ingestdo basal de alimentos (racdo e agua).

Tabela 5 Ingestdo basal de alimento

Variavel Controle & Controle ¢ pCPA & pCPA @
Racéo 6,7+ 0,6 7,2+0,2 6,1+0,3 7,6+0,6
Agua 7,9+0,6 9,1+0,5 79+0,5 91+0,9

Influéncia do tratamento neonatal com pCPA sobre a ingestdo basal de alimento em ratos adultos.
Dados sdo representados como média + SEM. Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os
grupos (ANOVA uma via).
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5.2.6 Avaliacdo da ingestdo basal de NaCl 0.3 M durante a vida adulta (60-75 DPN)

Houve uma maior ingestao basal de NaCl 0.3 M em fémeas do grupo tratado em
relacdo as fémeas do grupo controle (6,9 + 1,1 versus 3,4 £ 0,7 ml/100g P < 0,05) e em
comparagdo aos machos do grupo tratado (7,9 = 0,5 versus 7,9 = 0,6 ml/100g P < 0,01).
Analisando a preferéncia pela solu¢do de NaCl 0,3 M, houve uma maior procura por
parte das fémeas tratadas em relacdo aos machos tratados (41,7 + 4,7 versus 22,9 + 3,6
%). (Tab. 6).

Estes resultados corroboram com os dados obtidos por Chow et al. (1992) e
Curtis et al. (2004) que propuseram a existéncia de um dimorfismo sexual na ingestéo
de sodio, norteado por uma carateristica sexual secundaria modulada pela testosterona.
Este primeiro grupo de pesquisadores observou que ratos orquiectomizados no periodo
neonatal ingerem solucdo salina de maneira semelhante as fémeas durante a vida adulta.
Ademais, ndo foi observado alteracdo na ingestdo de sodio nos animais adultos
orquiectomizados ou ovariectomizados. Entretanto, quando estes animais, adultos e
castrados, receberam testosterona, a ingestdo basal de NaCl foi suprimida em ambos o0s
sexos enquanto que a ingestao induzida de NaCl foi reduzida somente em fémeas. Estes
dados indicam que a ingestdo de sddio em ratos € um comportamento sexualmente
dimorfico que é organizado no periodo neonatal e pode ser ativamente suprimida no
rato adulto pela testosterona. Por outro lado, Kensicki et al. (2002) demonstraram que 0
incremento nos niveis plasmaticos de estradiol acarreta um aumento significativo da
ingestdo de sddio em ratas normotensas e hipertensas.

Em suma, a partir dos dados obtidos neste protocolo, é possivel especular que a
deplecdo cerebral de serotonina no periodo neonatal possa ter influenciado o apetite por
sodio em ratas adultas. Entretanto, deve-se ressaltar que este estudo foi realizado com
animais intactos, machos e fémeas, e sem controle de ciclo estral. Portanto, deve-se
especular a presenca de animais em diferentes fases de ciclo estral que possam estar
influenciando diretamente na avaliacdo dos resultados.
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Tabela 6 Ingestdo basal de NaCl 0,3 M

Tempo Controle & Controle ¢ pCPA & pCPA ¢

NaCl (ml/100g) 2,3+ 0,6 3407 22+0,7 6,9+ 1,1* ++
Agua (ml/100g) 6,5+0,9 106+1,1 82+05 94+12

Preferéncia (%) 25,616,4 22,913,6 18,3+4,6 41,747 +

Influéncia do tratamento neonatal com pCPA sobre a ingestdo basal de NaCl 0.3 M em ratos adultos.
Dados representados como média + SEM. (*)P<0,05, comparando ao grupo controle; (+)P<0,05 e
(++)P<0,01, comparando entre o grupo tratado. (ANOVA uma via).
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5.2.7 Avaliacdo da ingestdo basal de sacarose 2% durante a vida adulta (60-75
DPN)

Houve uma maior procura pela solugdo de sacarose 2% em fémeas do grupo
tratado em ralacdo aos machos do grupo tratado (30,7 + 2,6 versus 11,8 = 2,3 ml/100g P
< 0,001) e das fémeas do grupo controle em relagdo aos machos controle (32,8 + 3,0
versus 12,1 + 3,8 ml/100g P < 0,01) (Tab. 7).

Estes resultados contradizem os obtidos por Curtis et al. (2004) que observaram
uma menor ingestdo de sacarose nas fémeas intactas e ovariectomizadas em relacéo aos
machos, porém, corroboram com os dados obtidos por Konkle et al. (2003) que
relataram uma maior ingestdo e preferéncia pela solucdo de sacarose em fémeas
intactas, sob controle de ciclo estral e estresse induzido. Ademais, a diferenca sexual na
percepcdo gustatdria sugere um papel dos hormdnios reprodutivos, em especial o
estradiol (CLARKE & OSSENKOPP, 1998). Estes autores demonstraram ainda uma
diferenca significativa na resposta ingestiva de ratas no diestro e proestro em relagédo
aos machos, e menor resposta aversiva em comparagdo aos machos e fémeas durante o
estro e metaestro.

Em resumo, a partir dos dados obtidos neste protocolo, é possivel especular que
a deplecéo cerebral de serotonina no periodo neonatal ndo tenha influenciado a procura
por sacarose em fémeas adultas. Entretanto, deve-se ressaltar novamente que este estudo
foi realizado com animais intactos, machos e fémeas, e sem controle de ciclo estral.
Portanto, deve-se especular a presenca de animais em diferentes fases de ciclo estral que
possam estar influenciando diretamente na avaliacdo dos resultados.
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Tabela 7 Ingestio basal de sacarose 2%

Tempo Controle & Controle ¢ pCPA & pCPA ¢

+++
Sacarose (ml/100g) 12,1+3,8 32,8+3,0 118+22 30,7 £ 2,6+++

Agua (ml/100g) 3,7+1.2 36+15 50+0,9 49+11

Preferéncia (%) 59,3+14,6 90,2+4,1 66,0£8,1 85,8+2,9

Influéncia do tratamento neonatal com pCPA sobre a ingestdo basal de sacarose 2% em ratos adultos.

Dados sdo representados como média + SEM. (+++)P<0,001, comparando entre o grupo tratado.

(ANOVA uma via).

52



5.3 Avaliagdes Sob Estimulos
Experimentos envolvendo o comportamento ingestivo: Ingestdes sob jejum

5.3.1 Avaliacdo da Ingestdo de agua sob privacdo hidrica durante a vida adulta
(60-75 DPN)

Na ingestdo cumulativa de agua, sob privacdo hidrica, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos experimentais em nenhum dos momentos avaliados (30, 60
e 120 minutos) (Fig. 18).

Estes resultados postulam a hipdtese que a deplecdo cerebral de serotonina no
periodo neonatal, apesar da suposta supra-regulacdo do sistema serotoninérgico e
alteracdo na programacdo metabdlica energética do individuo adulto, ndo altera de
forma significativa a ingestdo de &gua sob privacdo hidrica. Ademais, esta hipdtese
reforca a existéncia de uma regulacdo multifatorial na ingestao de fluidos como descrito
outrora (McKINLEY & JOHNSON, 2004).
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Figura 18. Ingestdo cumulativa de agua nos grupos tratamento e controle, na vida adulta (60-75 DPN),
durante a realizacdo do protocolo de privacdo hidrica. Nao foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (ANOVA duas vias).
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5.3.2 Avaliacdo da Ingestdo de racdo sob privacdo alimentar (racdo e agua)
durante a vida adulta (60-75 DPN)

Houve um aumento significativo na ingestdo cumulativa de ragdo nas fémeas
tratadas quando avaliadas aos 60 (3,3 + 0,2 versus 2,3 = 0,2 g/100g P < 0,05) e 120
minutos (4,3 £ 0,3 versus 3,0 £ 0,3 g/100g P < 0,01) em comparacdo as fémeas do
grupo controle, e aos 120 minutos em relacdo aos machos tratados (4,3 = 0,3 versus 2.2
+ 0.2 g/100g P < 0,05) (Fig. 19). Em contrapartida, houve uma diminuicg&o significativa
na ingestdo cumulativa de racdo nos machos tratados aos 120 minutos (2,2 + 0,2 versus
3,1+£0,19/100g P <0,05) (Fig. 19).

Estes resultados analisados nos machos tratados com pCPA nos permitem
especular que a deplecdo cerebral no periodo neonatal alterou o desenvolvimento
ontogénico de sistemas cerebrais responsaveis pela homeostase metabodlica energética.
Recentemente, Medeiros et al. (2005) demonstraram que ratos machos, sob jejum
alimentar, tratados com pCPA durante a vida adulta expressaram uma maior resposta
ingestiva em relacdo aos machos do grupo controle, presumivelmente em funcéo desta
deplecdo de serotonina ter exacerbado a ativacdo de vias orexigénicas. A partir destes
dados € possivel concluir que de fato houve uma influéncia direta na deplecéo cerebral
de serotonina no periodo neonatal sobre este comportamento ingestivo nos ratos machos
durante a vida adulta. Em relacdo as fémeas, os resultados obtidos contradizem com
Gayle et al. (2006) que observaram uma maior ingestdo de racdo em fémeas sob
restricdo alimentar de 12 horas em comparacéo aos machos sob mesmas condi¢Ges. Em
adicdo a esta maior ingestdo alimentar em fémeas, o jejum induziu um significativo
incremento dos niveis plasmaticos orexigénicos de grelina associado a um decréscimo
significativo dos niveis anorexigénicos de leptina. Entretanto, deve-se ressaltar que as
fémeas utilizadas em nosso estudo eram intactas e sem controle de ciclo estral. Em
resumo, podemos concluir que o efeito anorexigénico exercido pela serotonina é
modulado pelo sexo e fase do ciclo estral (ECKEL et al., 2005; ASARIAN & GEARY,
2006).
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Figura 19. Ingestdo cumulativa de racdo nos grupos tratamento e controle, na vida adulta (60-75 DPN),
durante a realizacdo do protocolo de privagdo alimentar. (**)P<0,01; (*)P<0,05 comparado ao grupo
controle e (+)P<0,05 comparado ao grupo tratado (ANOVA duas vias).
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5.3.3 Avaliacdo da Ingestao de sacarose 2% sob privacéo alimentar (racdo e agua)
durante a vida adulta (60-75 DPN)

N&o foi observada nenhuma diferenca significativa nas ingestfes de sacarose,
agua e nem na avaliacdo da preferéncia por sacarose em nenhum dos tempos
mensurados (30, 60 e 120 minutos) (Fig. 21 e 22).

Com os resultados obtidos nesta avaliacdo € possivel especular que a deplegéo
cerebral de serotonina no periodo neonatal possa ter influenciado a procura por sacarose
em fémeas adultas, pois, em condi¢Ges basais, estas tiveram uma maior procura pela
solucdo. Entretanto, deve-se ressaltar que este estudo foi realizado com animais intactos,
machos e fémeas, e sem controle de ciclo estral. Ademais, ja foi descrito outrora
(ATCHLEY et al., 2005) que a percep¢do gustatdria pela solucdo de sacarose &
modulada de acordo com a fase do ciclo estral. Portanto, ndo se pode descartar a
presenca de animais em diferentes fases de ciclo estral, que possam estar influenciando
diretamente na avaliacdo dos resultados.
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Figura 20. Ingestdo cumulativa de sacarose 2% nos grupos tratamento e controle, na vida adulta (60-75
DPN), durante a realizagdo do protocolo de privacdo alimentar/preferéncia por sacarose. (***)P<0,001
comparado ao grupo controle (ANOVA duas vias).
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Figura 21. Ingestdo cumulativa de dgua nos grupos tratamento e controle, na vida adulta (60-75 DPN),
durante a realizacdo do protocolo de privacdo alimentar/preferéncia por sacarose. Ndo foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA duas vias).
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Figura 22. Preferéncia por sacarose 2% nos grupos tratamento e controle, na vida adulta (60-75 DPN),
durante a realizacdo do protocolo de privacdo alimentar/preferéncia por sacarose. Ndo foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA duas vias).

5.3.4 Avaliacdo da ingestdo de NaCl 0,3 M sob privacdo alimentar (racdo e agua)
durante a vida adulta (60-75 DPN)

Foi observada uma ingestdo cumulativa de NaCl 0.3 M significativamente maior
aos 120 minutos em fémeas tratadas (3,5 = 1,0 versus 1,7 = 0,5 ml/100g P < 0,05) em
relacdo aos machos tratados (Fig. 23). Em relacdo a ingestdo de agua, houve uma
ingestdo cumulativa significativamente menor nos machos tratados (2,8 + 0,5 versus 5,5
+ 1,0 ml/100g P < 0,05) em comparacao as fémeas tratadas (Fig. 24). Ademais, nédo foi
observada nenhuma diferenca significativa nas ingestdes de NaCl 0,3 M, agua e nem na
avaliacédo da preferéncia por NaCl 0.3 M em nenhum dos tempos mensurados (30, 60 e
120 minutos) (Fig. 23, 24 e 25).

Em relagdo a ingestdo de salina avaliada neste protocolo, os resultados permitem
especular que a deplecdo cerebral de serotonina durante o periodo neonatal nédo
influenciou a procura pela solucdo de NaCl em animais sob privacdo alimentar.
Ademais, como ja discutido no item 5.2.6, este estudo foi realizado com animais
intactos, machos e fémeas, e sem controle de ciclo estral. Portanto, deve-se especular a
presenca de animais em diferentes fases de ciclo estral que possam estar influenciando
diretamente na avaliacdo dos resultados.
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Figura 23. Ingestdo cumulativa de NaCl 0.3 M nos grupos tratamento e controle, na vida adulta (60-75
DPN), durante a realizacdo do protocolo de privacdo alimentar/preferéncia por NaCl 0,3 M. (+)P<0,05
comparado ao grupo tratamento (ANOVA duas vias).
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Figura 24. Ingestdo cumulativa de agua nos grupos tratamento e controle, na vida adulta (60-75 DPN),
durante a realizacdo do protocolo de privacdo alimentar/preferéncia por NaCl 0,3 M. N&o foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA duas vias).
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Figura 25. Preferéncia por NaCl 0.3 M nos grupos tratamento e controle, na vida adulta (60-75 DPN),
durante a realizacdo do protocolo de privacao alimentar/preferéncia por NaCl 0,3 M. N&o foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA duas vias).
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Experimentos envolvendo o comportamento ingestivo: Ingestbes sob estimulos
especificos sobre a inducdo do apetite por sédio e da sede

5.3.5 Avaliacdo da Ingestdo de &gua apos estimulo hipertdnico (NaCl 1,0 M)
durante a vida adulta (60-75 DPN)

Foi observada uma ingestdo cumulativa de agua significativamente maior nos
machos tratados com pCPA aos 120 minutos (3,6 + 0,5 versus 2,4 £ 0,5 ml/100g P <
0,001) e aos 180 minutos (4,3 £ 0,8 versus 3,0 £ 0,5 ml/100g P < 0,001) em comparacgéo
aos machos do grupo controle (Tab. 8).

A partir desses resultados, é postulada a hipotese que a deplecdo de serotonina
cerebral no periodo neonatal, influenciou a sede osmética em ratos machos evidenciado
pela maior ingestdo cumulativa de agua apds administracdo de NaCl 1,0 M por via
subcutanea.

Tabela 8 Ingestdo de agua ap0s estimulo hipertonico

Tempo Controle & Controle  pCPA & pCPA ¢
30 min 1,5+0,2 1,2+0,3 1,8+0,3 16+0,6
60 min 21+0,5 15+04 2,7+04 2,0+0,8
120 min 24+0,5 2,3+0,5 3,6 £0,5*** 27+0,9
180 min 3,0+£0,5 2,8+0,6 43+0,8*** 37+0,8

Influéncia do tratamento neonatal de pCPA sobre a ingestdo de dgua destilada em ratos adultos ap6s
injecdo de NaCl 1 M. Dados sdo representados como média = SEM. (***) P<0,001 comparado ao

grupo controle (ANOVA duas vias).
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5.3.6 Avaliacdo da Ingestao de NaCl 0,3 M apds deplecao de sédio durante a vida
adulta (60-75 DPN)

Foi observada uma maior ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M em fémeas do
grupo controle aos 120 minutos (7,6 £ 0,7 versus 6,6 £ 0,5 ml/100g P < 0,05) e aos 180
minutos (8,4 + 0,6 versus 7,2 £ 0,7 ml/100g P < 0,01) em relagdo aos machos do grupo
controle. Ademais, nao foi observada diferenca estatisticamente significativa, na
ingestdo de NaCl 0,3 M nas demais comparagdes (Tab. 9).

Estes resultados postulam a hipdtese que a deplecéo cerebral de serotonina no
periodo neonatal ndo influenciou a resposta natriorexigénica em ratos adultos apds
deplecdo de sodio. Segundo Castro et al. (2003), o sistema serotoninérgico participa
efetivamente da regulagdo do apetite por sodio, (1) ap6s a deplecdo de sodio, inibindo a
inducdo por necessidade de ingestdo de sal, e (I) em condi¢cbes basais, inibindo a
inducdo livre de ingestdo de sal. Ademais, segundo Lima et al. (2004), a reducdo dos
niveis cerebrais de serotonina potencializa drasticamente a resposta natriorexigénica
evocada pela deplecdo de sodio em ratos tratados com furosemida. Portanto, apesar da
suposta supra-regulacdo do sistema serotoninérgico, proposta em nosso estudo, nao foi
observada alteracdes significativas na resposta natriorexigénica em ratos adultos apos
deplecéo de serotonina com pCPA durante o periodo neonatal.
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Tabela 9 Ingestdo de NaCl 0,3 M na deplecéo de sodio

Tempo Controle & Controle ¢ pCPA & pCPA Q
30 min 42+0,7 47+0,7 42+0,3 4,7+0,6
60 min 55%0,7 6,2%0,6 5704 57x0,8
120 min 6,6 £0,5 7,6 £0,7+ 6,5+0,5 78+1.2
180 min 7,2%0,7 8,4x06++ 7,3x05 91x1,7

Influéncia do tratamento neonatal de pCPA sobre a ingestdo de NaCl 0.3 M em ratos adultos sédio-

depletados. Dados séo representados como média + SEM. (++) P<0,01; (+) P<0,05 comparado ao

grupo controle (ANOVA duas vias).
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Experimentos envolvendo a glicemia: Mensuracéo basal e sob jejum
5.3.7 Avaliacdo da glicemia basal em ratos durante a vida adulta (60-75 DPN)

N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa na glicemia nos
grupos experimentais (Fig. 26).

5.3.8 Avaliacao da glicemia sob jejum em ratos durante a vida adulta (60-75 DPN)

A glicemia sob jejum foi significativamente menor nos machos tratados (75,3
1,2 versus 83,8 + 1,8 mg. dI™'; P < 0,01) em relagdo aos machos do grupo controle e nas
fémeas tratadas (69,5 + 2,5 versus 81,5 + 1,1 mg. dI’'; P < 0,001) em comparagio as
fémeas do grupo controle (Fig. 26).

Através da andlise destes resultados podemos especular que a deplecdo neonatal
de serotonina afetou o desenvolvimento ontogénico de sistemas cerebrais envolvidos
com a homeostase glicémica. Provavelmente, 0s mecanismos compensatorios
glicémicos, como a glicogenolise, possam estar afetados. Estes dados corroboram com a
hipo6tese que o tratamento com pCPA, durante este periodo critico, acarretou alteraces
na programacdo metabdlica e energética dos individuos (DE MOURA & PASSOS,
2005) em fungdo da sua influéncia no desenvolvimento ontogénico dos sistemas
cerebrais envolvidos
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Figura 26. Avaliacdo da glicemia basal e sob jejum nos grupos tratamento e controle, na vida adulta (60-
75 DPN) e expressdo do delta glicemia (diferenca entre os valores basais e sob jejum). (***)P<0,001 e
(**)P<0,01 comparado ao grupo controle (ANOVA uma via).
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que a deplecdo
cerebral de serotonina durante o periodo neonatal afeta o desenvolvimento ontogénico de
sistemas cerebrais acarretando alteraces:

1- Na homeostase metabdlica energética e na expressao comportamental em ratos na vida
adulta.

2- Nos mecanismos compensatérios glicémicos que norteiam a manutencdo da glicemia
durante jejum alimentar.

3- Na expressdo de comportamentos motivados (ingestdo de racdo e fluidos) em condicGes
basais, sob jejum e sob estimulos especificos (deplecdo de sodio e estimulo hipertdnico)
indicando a alteracao do set point do apetite e da saciedade do rato adulto.

4- No apetite e na saciedade do neonato, refletido pela menor ingestdo de leite, sugerindo a
supra-regulacdo do sistema serotoninérgico com subseqliente aumento da atividade
anorexigénica da leptina.

5- No ganho de peso corporal do neonato, em virtude da menor ingestdo de leite, a vida
adulta, indicando modifica¢cdes na programacao metabdlica energética do rato adulto.

6- Na expressdo de comportamentos afetivos, refletido em uma atividade ansiolitica
observada no modelo comportamento do labirinto em cruz elevado.

Ademais, a deplecdo cerebral de serotonina durante o periodo neonatal com para-

clorofenilalanina, periodo critico do desenvolvimento de diversos sistemas cerebrais, ndo
ocasiona indice de letalidade.
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