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METABOLICOS E ANSIEDADE EM RATAS WISTAR SUBMETIDAS A DIETA NORMAL,
RESTRICAO ALIMENTAR OU DIETA HIPERCALORICA'!
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RESUMO: A restricdo alimentar (DR) moderada causa acentuada reducdo do peso corporal e
hiperatividade locomotora em animais, além de alteragdes metabolicas como reducdo da glicemia,
insulina, T4, peso corporal, aumento da atividade adrenal e da longevidade. O tratamento com dietas
hipercaldricas (DH) a longo prazo em animais induz obesidade, intolerdncia a glicose e
hiperlipidemia, entre outros efeitos. A Serotonina (5-HT) é um neurotransmissor com papel muito
relevante no controle da ingestdo alimentar, além de diversos comportamentos e emogdes como a
atividade motora e a ansiedade. Portanto o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da injecdo de
fluoxetina (10 mg/Kg, por via intraperitoneal) em ratas adolescentes submetidas a dieta normal (DN,
grupo controle), restricdo alimentar moderada (40% DR) ou dieta hipercaldrica (DH) sobre parametros
metabdlicos como a variacdo de peso corporal, ingestdo alimentar, glicose, colesterol e triglicerideos
plasméticos, bem como sobre o comportamento avaliada no Labirinto em cruz Elevado (LCE) — um
modelo animal de avaliagdo da ansiedade e atividade locomotora. Para isto foram utilizadas ratas
Wistar adolescentes, 28-42 dias, foram divididas em 3 grupos tratados com dieta normal (DN, n=5),
RA moderada (n=6) ou DC (n=6) por 7 dias. Diariamente, avaliou-se 0 peso dos animais e 0 consumo
de agua e alimento. Ap6s este periodo os animais foram submetidos duas sessfes (S1 e S2) no LCE
(intervalo de 24 h), e o sangue foi coletado para dosagem de glicose, colesterol [C] e triglicerideos
[TG]. Os resultados principais obtidos neste trabalho demonstraram que a fluoxetina foi capaz de
inibir a hiperatividade locomotora, a significativa perda de peso e o efeito ansiolitico no LCE,
normalmente observado em modelos animais de inducdo de anorexia. Por outro lado o tratamento
com fluoxetina injetavel por 7 dias ndo causou efeito anorexigeno nos animais submetidos a DH, mas
inibiu 0 ganho de peso excessivo em relacdo ao grupo controle, que costuma ocorrer neste modelo de
inducdo de obesidade/ excesso de peso. Além disto, a fluoxetina inibiu a ingestdo preferencial de
alimentos com maior concentragdo de carboidratos/ lipideos, que costuma ocorrer com a DH. Os
resultados obtidos neste trabalho sugerem que a fluoxetina pode ser uma droga util no tratamento da
anorexia nervosa, bem como de utilidade no gerenciamento da obesidade e excesso de peso, associada
a outras medidas; corroborando assim os resultados de outros trabalhos com animais e seres humanos
da literatura cientifica.

Palavras chave: Restri¢do alimentar. Dieta hipercal6rica. Fluoxetina

ABSTRACT: The food restriction (DR) moderate cause marked reduction in body weight and
locomotor hyperactivity in animals as well as metabolic changes such as reduction of blood glucose,
insulin, T4, body weight, increased adrenal activity and longevity. Treatment with hypercaloric diet
(DH) long-term animal induces obesity, glucose intolerance and hyperlipidemia, among other effects.
The Serotonin (5-HT) is a neurotransmitter with very relevant role in controlling food intake, and
various behaviors and emotions such as anxiety and motor activity. Therefore the objective of this
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study was to evaluate the effect of injection of fluoxetine (10 mg / kg, via intraperitoneal) in
adolescent rats subjected to normal diet (ND, control group), moderate food restriction (40% DR) or
diet did (DH ) on metabolic parameters such as changes in body weight, food intake, glucose, plasma
cholesterol and triglycerides, as well as the behavior assessed in the elevated plus-maze (EPM) - an
animal model for assessment of anxiety and locomotor activity. For this adolescent Wistar rats were
used, 28-42 days, were divided into 3 groups treated with normal diet (ND, n = 5), moderate RA (n =
6) or DC (n = 6) for 7 days. Daily, evaluated the weight of the animals and consumption of food and
water. After this period the animals underwent two sessions (S1 and S2) at LCE (range, 24 pm), and
blood was collected for determination of glucose, cholesterol [C] and triglycerides [TG]. The main
results obtained in this study showed that fluoxetine was able to inhibit the locomotor hyperactivity, a
significant weight loss and anxiolytic effect in EPM, usually observed in animal models of induced
anorexia. Furthermore injectable treatment with fluoxetine for 7 days caused no anorexigenic effect in
animals submitted to DH, but inhibited the excessive weight gain in the control group, which usually
occurs in this model, induction of obesity / overweight. Moreover, fluoxetine inhibited the preferential
intake of foods with high concentration of carbohydrates / lipids, which usually occurs with the DH.
The results of this study suggest that fluoxetine may be a useful drug in the treatment of anorexia
nervosa as well as utility in the management of obesity and overweight, associated with other
measures, thus corroborating the results of other studies on animals and humans the scientific
literature.

Key words: Food restriction. Diet did. Fluoxetine

INTRODUCAO

Tem sido demonstrado em varios estudos que o sistema de neurotransmissdo serotonérgica
estd intimamente ligado a regulacdo do comportamento alimentar e transtornos de ansiedade em
humanos e em modelos animais. Os transtornos alimentares, como a anorexia e bulimia sdo mais
comuns no sexo feminino, especialmente em adolescentes. Tem sido demonstrado na literatura que
drogas antidepressivas que agem sobre a transmissdo serotonérgica (5-HT) podem causar reducdo da
ingestdo de alimentos e diminui¢do do peso corpdreo.

Ja existem muitos trabalhos realizados com pacientes que sofrem de transtornos alimentares,
utilizando drogas que agem sobre a neurotransmissdo serotonérgica como a Fluoxetina - sendo esta
droga classicamente conhecida como inibidora seletiva da recaptagdo de serotonina (ISRS), com
intuito de observar a eficacia destas drogas no tratamento de transtornos alimentares. Com relagdo a
bulimia, os resultados tem sido animadores, entretanto na anorexia nervosa os resultados com
fluoxetina tem sido inconclusivos e contraditérios em diferentes pesquisas publicadas.

Neste trabalho foram utilizados um modelo animal de anorexia - restricdo alimentar, restricao
de 40% em relacdo ao consumo médio normal de alimento - ou um modelo animal de ganho de peso/
obesidade em animais (ratas fémeas adolescentes) — dieta hipercaldrica (também chamada de “dieta de
cafeteria”, contendo alimentos variados ricos em carboidratos e/ou lipideos) — além de um grupo
controle (dieta padrdo — racdo) realizados a curto prazo, concomitante com a administragdo parenteral
de Fluoxetina diariamente. No periodo experimental foram monitorados a ingestao de alimento e agua,
parametros metabdlicos (glicose, colesterol e triglicerideos plasméaticos e peso corporal) e o
comportamento (utilizando um modelo animal de ansiedade).

O LCE (labirinto em cruz) é um modelo animal de ansiedade que baseia-se na verificacdo de
gue ratos e outros roedores evitam locais abertos e elevados. Quando neles confinados, mostram sinais
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de medo — congelamento, defeccdo e miccdo — e aumento do nivel plasmatico do horménio do
estresse, cortisona.

Do ponto de vista comportamental, tem sido demonstrado que a restricdo alimentar por curto
periodo de tempo é ansiolitica em ratos machos adultos e fémeas adolescentes no Labirinto em Cruz
Elevado (LCE) (GENN et al., 2003; INOUE et al., 2004), enquanto que a restricdo alimentar por
longo periodo induz prejuizo cognitivo em ratos machos (YANAI et al., 2004). Também tem sido
proposto que muitos dos efeitos benéficos da restricdo calérica acima mencionados podem ser
mediados pelo sistema nervoso (MATTSON, 2005). Porém, a literatura é carente no tocante a estudos
envolvendo as conseqléncias comportamentais e cognitivas de dietas hipercaléricas em ratos.
Considerando que a Fluoxetina é utilizada clinicamente para tratar varios tipos de transtornos de
ansiedade e existem trabalhos sugerindo grande influéncia dos niveis de serotonina na ansiedade,
também avaliamos neste trabalho o impacto do tratamento com fluoxetina no LCE.

MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento desde trabalho foram utilizadas ratas do biotério da UnC — campus
Cacador, com idade entre 28 — 42 dias (adolescentes), sendo alojados em gaiolas individuais por 7 dias
antes do inicio do experimento para adaptacdo. Durante o periodo de adaptacdo dos animais no
biotério do laboratério, os mesmos foram mantidos em ciclo claro — escuro (12hs/ 12 hs), com
temperatura controlada (23 + 1 °C), com livre acesso a 4gua e racdo, e as gaiolas foram limpas a cada 2
dias. Apbs o periodo de adaptacdo, os animais receberam dieta normal (racdo padrdo), restricdo
alimentar ou dieta hipercal6rica (item 3.2), tendo livre acesso a agua.

Os animais (ratas Wistar adolescentes) foram divididos em 3 grupos experimentais, cada um
com um regime alimentar:

—Grupo 1 - Dieta Normal (DN): os animais receberam um total de 40 g de ragdo (Nuvilab)
diariamente, durante 7 dias, sendo que o consumo médio de ratas fémeas nesta idade é de 15

g.

—Grupo 2 — Restricdo Alimentar (DR): os animais receberam 9 g (40% de restri¢cdo em relagéo
ao consumo normal de alimentos) de racdo (Nuvilab) diariamente, durante 7 dias.

—Grupo 3 — Dieta Hipercaldrica (DH): os animais receberam uma alimentacdo composta por
40 g de uma dieta, sendo que nos dias 1 e 2 a dieta era composta por 10g de bolacha sortida,
10g de cheetos, 10g de ragdo e 10g de rosca; nos dia 3 e 4 composta por 10g de suspiro, 10g
de racdo, 10g de baconzitos e 10g de pé de moleque e, assim sucessivamente até de
completar os sete dias.

A droga utilizada foi a Fluoxetina, dissolvida em soro fisiolégico na concentracdo de 1mg/mi
e administrada na dose de 10mg/kg por via intraperitoneal (i.p.). A solugdo foi administrada
diariamente em todos os animais no inicio da tarde durante os 7 dias de experimento com a
administragéo das dietas.

Durante os 7 dias de experimento com as dietas de restricdo, dieta normal ou dieta
hipercal6rica os animais foram pesados diariamente, assim como a dgua consumida e quantidade de
alimento ingerido. A solugdo de Fluoxetina foi administrada na dose de 10mg/Kg diariamente em
todos os animais por via intraperitoneal, no inicio da tarde durante os 7 dias de experimento com a

administracdo das dietas.
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Os parametros avaliados foram:
—Variagdo de peso corporal total e diaria (% do peso inicial),
—Consumo diario de agua e alimentos,

—LCE: % de entradas e % de tempo de permanéncia nos bracos abertos do LCE, nimero de
entradas nos bracos fechados do LCE (atividade locomotora), e comportamento de avalia¢do
de risco durante o trial 1 e trial 2.

—Niveis plasmaticos de glicose (método: Enziméatico-Colorimétrico), colesterol (determinagéo
por método enzimatico) e acidos graxos (teste Calorimétrico Enzimatico usando glicerol-3-
fosfato-oxidase (GOP).

Os dados obtidos foram anotados diariamente, representados em graficos e tabelas na forma de
média mais ou menos erro padrdo da média. Os dados foram analisados utilizando Anélise de
Variancia (ANOVA). Os valores de probabilidade menores que 5% (p<0,05) serdo considerados
significativos.

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos e animais da
UnC — Cacador e considerado aprovado para execucao.

Foram realizados treinamentos prévios com os envolvidos na experimentacdo com animais
sobre as formas de imobilizacdo, tratamento com drogas, limpeza e manipulacdo dos ratos pela
professora orientadora.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeitos do tratamento com Fluoxetina em ratas Wistar adolescentes submetidas a dieta de
restricdo (DR - 40%), dieta hipercaldrica (DH) ou dieta normal (DN - controle) sobre a variagdo
do peso corporal e concentracéo plasmatica de glicose, colesterol e triglicerideos.
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Figura 1 — Porcentagem de variacdo do peso corporal em ratas Wistar adolescentes tratadas com Fluoxetina 10
mg/Kg por via i.p. e submetidas a 3 diferentes dietas: DN — ragdo/controle (n = 5 animais), DR — restricdo
alimentar de 40% (n = 6 animais), DH — dieta hipercalérica (n = 6 animais), por 7 dias.
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Tem sido demonstrado que animais submetidos a dietas hipercaléricas, algumas conhecidas
como dietas de cafeteria, exibem ganho de peso excessivo associado a hipertensdo, alteracdo da
expressao hipotaldmica de receptores de leptina e outros neuropeptideos (PLUT et al., 2001),
intolerancia a glicose, hiperinsulinemia, obesidade e hiperlipidemia (AKIYAMA et al., 1996), além de
alteracBes no padrdo de expressdo de receptores nucleares envolvidos no controle do balango
energético, tais como o receptor de acido retindico e receptor de T; (REDONNET et al., 2001).

Neste experimento, observamos que o tratamento com fluoxetina inibiu o ganho de peso
excessivo em comparagdo ao controle, normalmente induzido pela DH (figura 1). Além disto, os
animais tratados com fluoxetina ndo apresentaram aumento do colesterol plasmatico, entretanto os
triglicerideos plasmaticos foram significativamente aumentados (figura 2).

Por outro lado, os resultados deste trabalho demonstraram que o tratamento com fluoxetina
inibiu a perda significativa de peso corporal (figura 1) caracteristica dos modelos de restricdo
alimentar (DR), além de diminuir significativamente a concentra¢do plasmatica de glicose (figura 2).
O resultado do tratamento sobre a inibi¢do da perda de peso corrobora resultados da literatura que tem
demonstrado possibilidades de aplicacdo da fluoxetina no tratamento da anorexia nervosa, além de
estudos em animais com fluoxetina em modelos de restricdo alimentar onde doses similares desta
droga inibiram a perda de peso e hiperatividade locomotora induzidas classicamente neste modelo de
anorexia (ALTEMUS et al., 1996).
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Figura 2 — Concentracbes plasmaticas de glicose, colesterol total e triglicerideos em ratas Wistar adolescentes
tratadas com Fluoxetina 10 mg/Kg por via i.p. e submetidas a 3 diferentes dietas: DN — racdo/controle (n = 5
animais), DR — restri¢do alimentar de 40% (n = 6 animais), DH — dieta hipercal6rica (n = 6 animais), por 7 dias.

Com relagdo as alteracBes do metabolismo de lipideos desfavoraveis surgidas precocemente
com dietas hipercal6ricas observadas em diversos estudos na literatura, a maior parte dos estudos é
feito a longo prazo em animais. Entretanto foi realizado um estudo com ratos machos submetidos a
uma dieta indutora de obesidade por 8 dias e demonstrou-se alteracdo dos niveis plasméticos de
colesterol, bem como alteracdo da expressdo de receptores relacionados ao controle da taxa de
metabolismo (como o receptor de horménio tireoideano T3) no figado e tecido adiposo branco apds
apenas 8 dias de dieta embora s6 tenha sido observado alteragéo significativa do peso corporal ap6s 28
dias de tratamento (REDONNET et al., 2001).
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Figura 3 — Ingestdo média de alimento (gramas) e agua (ml) em ratas Wistar adolescentes tratadas com
Fluoxetina 10 mg/Kg por via i.p. e submetidas a 3 diferentes dietas: DN — rag8o/controle (n = 5 animais), DR —
restricdo alimentar de 40% (n = 6 animais), DH — dieta hipercaldrica (n = 6 animais), por 7 dias.

Neste trabalho os animais tratados com DR receberam uma quantidade de racéo fixa por dia —
99, que corresponde a 40% de reducdo em relacdo a média de consumo de alimento em animais
controle do mesmo sexo e idade. Em relagcdo ao total de alimento consumido, ndo foram observadas
diferencas significativas entre o grupo controle (DN, tratado somente com racdo) e o grupo tratado
com DH, o que sugere que a fluoxetina na dose utilizada e tempo de administracdo (7 dias) ndo causou
efeito anorexigeno.

Entretanto com relagéo a preferéncia por tipos de alimentos da DH, os animais tratados com
Fluoxetina demonstraram uma clara preferéncia pela ragdo Nuvilab® (comida padréo para roedores
em laboratérios e biotérios) em relacdo a outros componentes mais palataveis, os quais possuem altos
teores de carboidratos e/ou lipideos (vide materiais e métodos). Este resultado corrobora resultados de
diversos trabalhos na literatura que mostram uma diminuicdo no consumo de macronutrientes como
carboidratos e lipideos em animais de laboratério e humanos tratados com drogas serotonérgicas como
a fluoxetina (PIJL et al., 1991).
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Figura 4 — Ingestdo meédia dos vérios tipos de alimentos componentes da dieta hipercalérica (DH) por ratas
Wistar adolescentes tratadas com Fluoxetina 10 mg/Kg por via i.p. e submetidas a DH por 7 dias (n = 6 animais).

Adicionalmente, em trabalhos recentes de nosso laboratdrio, observamos que em animais
(ratas fémeas adolescentes) controle (sem tratamento com drogas) submetidos a mesma dieta
hipercaldrica por 7 dias, o consumo de alimentos como a bolacha e o pé — de — moleque foi
comparavel ao consumo de racdo e maior que o consumo das ratas de mesma idade tratadas com

fluoxetina (dados em fase de publicagéo na revista European Journal of Neuroscience). Isto sugere
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que o tratamento com fluoxetina é capaz de diminuir o consumo de alimentos com maior teor de
carboidratos e lipideos, ainda que os animais de mesmo sexo/ espécie e idade sejam capazes de
adquirir rapidamente (7 dias) habito de consumo destes alimentos comparavel a racao padrao utilizada.

Efeitos do tratamento com Fluoxetina em ratas Wistar adolescentes submetidas a dieta de
restricdio (DR - 40%), dieta hipercalorica (DH) ou dieta normal (DN - controle) sobre o
comportamento — ansiedade e atividade locomotora — avaliado no Labirinto em Cruz Elevado
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Figura 5 — Porcentagem de exploracéo dos bragos abertos do LCE na primeira exposi¢do (sessdo 1) e segunda
exposicdo (sessdo 2 - 24 horas apds) avaliada em ratas Wistar adolescentes tratadas com Fluoxetina 10 mg/Kg
por via i.p. e submetidas a 3 diferentes dietas: DN — racdo/controle (n = 5 animais), DR — restri¢do alimentar de
40% (n = 6 animais), DH — dieta hipercal6rica (n = 6 animais), por 7 dias.

A restricdo alimentar é utilizada como modelo animal de anorexia nervosa, e compartilha com
esta patologia a rapida diminui¢do do peso corporal, acompanhada de aumento da atividade motora.

Estudos recentes tem demonstrado que a restricdo alimentar induz aumento da atividade
motora basal e induzida por drogas psicoestimulantes como as anfetaminas, a auto-administracdo de
drogas e as propriedades de recompensa de drogas como a cocaina. Alguns autores sugerem que estes
efeitos sdo conseqiiéncia do aumento da sensibilidade do sistema nervoso central, e 0s sinais
metabdlicos induzidos pela restricdo sugeridos como envolvidos na sensibilizagdo dos substratos
neurais propostos com base nos dados atualmente disponiveis sdo a glicose sanguinea, leptina, insulina
e a corticosterona.

Por outro lado estudos recentes demonstraram que restrigdo alimentar por curto periodo causa
efeito ansiolitico no Labirinto em Cruz Elevado (LCE) em ratos machos adultos e fémeas adolescentes
(GENN et al., 2003; INOUE et al., 2004), ja a restricdo alimentar a longo prazo tem demonstrado
prejuizo cognitivo em ratos machos (YANAI et al., 2004).

Os resultados do tratamento com fluoxetina sobre o comportamento avaliado no LCE, de
maior impacto, observados neste trabalho foram a inibicdo da hiperatividade (evidenciada por
aumento de entradas nos bragos fechados do LCE) que costuma classicamente ser induzida pela DR
(figura 6), bem como, o blogueio do efeito ansiolitico (evidenciado através do aumento da exploragdo
dos bragos abertos no LCE) que costuma ser induzido pela DR (figura 5), o que ndo ocorreu nos
animais tratados com fluoxetina e DR.

Estes resultados sobre o comportamento estdo de acordo com dados da literatura que mostram
efeito contrario ao ansiolitico (ansiogénico, aumento dos parametros de ansiedade no LCE) da
fluoxetina em animais tratados com DR (SILVA et al., 1999), além de diminuicdo da hiperatividade
locomotora de ratos submetidas a DR tratados com fluoxetina (ALTEMUS et al., 1996).
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Figura 6 — A: Avaliacdo de risco ao tentar sair dos bracos fechados para os bracos abertos do LCE; B: NUmero
de entradas nos bracos fechados do LCE (atividade locomotora), avaliados na primeira exposi¢do (sessdo 1) e
segunda exposic¢do (sessdo 2 - 24 horas apds) de ratas Wistar adolescentes tratadas com Fluoxetina 10 mg/Kg por
via i.p. e submetidas a 3 diferentes dietas: DN — racdo/controle (n = 5 animais), DR — restricdo alimentar de 40%
(n = 6 animais), DH — dieta hipercalérica (n = 6 animais), por 7 dias.

Com relagdo aos efeitos da DH sobre o comportamento, os dados ainda sdo escassos na
literatura, entretanto trabalhos recentes em nosso laboratério demonstraram que a DH em ratas fémeas
por 7 dias, altera apenas o comportamento de avaliacdo de risco (AR) no LCE, o que sugere efeito
ansiogénico sutil, visto que ndo altera a exploracao dos bracos abertos do LCE (SANTOS et al., 2008).

Curiosamente, observou-se neste trabalho que a fluoxetina alterou seletivamente este
pardmetro (AR) nos animais tratados com DH e avaliados no LCE, de modo exatamente contrario ao
observado anteriormente, o que sugere a possibilidade de a fluoxetina estar causando um bloqueio do
efeito ansiogénico induzido pela DH observado em trabalhos anteriores com ratos controle, e
adicionalmente estar causando um efeito ansiolitico neste animais tratados com fluoxetina e DH
(figura 6).

CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho observamos que a fluoxetina foi capaz de inibir a hiperatividade locomotora, a
significativa perda de peso e o efeito ansiolitico no LCE, normalmente observado em modelos animais
de inducg&o de anorexia.

Sendo que o tratamento com fluoxetina injetavel por 7 dias ndo causou efeito anorexigeno nos
animais submetidos a DH, mas inibiu 0 ganho de peso excessivo que costuma ocorrer neste modelo de
inducdo de obesidade/ excesso de peso. Além disto, a fluoxetina inibiu a ingestdo preferencial de
alimentos com maior concentracdo de carboidratos/ lipideos, que costuma ocorrer com a DH.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a fluoxetina pode ser uma droga atil no
tratamento da anorexia nervosa, bem como de utilidade no gerenciamento da obesidade e excesso de
peso, associada a outras medidas; corroborando assim os resultados de outros trabalhos com animais e
seres humanos da literatura cientifica.
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