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RESUMO

Objetivo
Investigou-se os efeitos do tratamento com triptofano sobre o consumo alimentar em ratos adultos, submetidos
ou nao a desnutricdo precoce.

Métodos

Sessenta e quatro ratos Wistar machos foram divididos em nutridos (n=32, caseina=17%) e desnutridos (n=32,
caseina=8%), de acordo com a dieta materna empregada no periodo de lactagdo. Ap6s o desmame, todos os
ratos receberam dieta com 23% de proteina. Pesos corporais foram avaliados no sétimo, vigésimo primeiro e
septuagésimo dias de vida. Aos setenta dias de idade, cada grupo nutricional foi dividido em subgrupos:
Nutrido-Salina (n=16) e Nutrido-Triptofano (n=16), Desnutrido-Salina (n=16) e Desnutrido-Triptofano (n=16).
Os grupos receberam diariamente 1,0mL/100g de triptofano, na dose de 50mg/kgP ou salina (0,9%NacCl),
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durante 14 dias. Neste periodo foram realizados os estudos dos parametros do comportamento alimentar.
Posteriormente obteve-se a média do consumo alimentar relativo e a média do ganho de peso relativo. As
andlises estatisticas foram feitas utilizando os testes t Student e ANOVA seguido de Tukey, com p<0,05.

Resultados

As ninhadas de maes alimentadas com dieta hipoproteica mantiveram pesos inferiores comparados com as
ninhadas nutridas (p<0,01) até os setenta dias de vida. Os ratos nutridos tratados com triptofano (M=6,88,
DP=0,05) reduziram a ingestao alimentar comparados aos nutridos salina (M=7,27, DP=0,08) (p<0,01). Contudo,
nao houve efeito sobre o ganho de peso. Entre os desnutridos nenhuma diferenca foi encontrada.

Conclusao

Nesse estudo, a restricdo proteica neonatal alterou a evolucao ponderal em ratos. Além disso, a desnutricao
precoce tornou os ratos adultos resistentes aos efeitos inibitérios do triptofano sobre a ingestao alimentar.

Termos de indexacao: Comportamento alimentar. Desnutricdo. Ratos. Serotonina. Triptofano.

ABSTRACT

Objective

This study investigated the effects of tryptophan on the eating behavior of adult rats submitted or not to early
malnutrition.

Methods

Sixty-four male Wistar rats were divided into nourished (n=32, casein=17%) and malnourished (n=32,
casein=8%) according to the diet given to the dam during lactation. After weaning, all rats were fed a diet
with a protein content of 23%. The rats were weighed on day 7, day 21 and day 70 after birth. On day 70 after
birth, each nutritional group was divided into 4 subgroups: nourished-saline (n=16), nourished-tryptophan
(n=16), malnourished-saline (n=16) and malnourished-tryptophan (n=16). The tryptophan groups were given
1.0mL/100g of tryptophan for 14 days, at a dosage of 50mg/kgw of body weight and the saline groups were
given 1.0mL/100g of 0.9% NaCl, also for 14 days. The eating behavior parameters were assessed during this
period. The mean relative food intake and mean relative weight gain were then determined. The statistical
analyses were done by the Student’s t-test and ANOVA, followed by the Tukey test, with p<0.05.

Results

During the first 70 days of life, pups from protein-malnourished damns remained lighter than pups from
well-nourished damns (p<0.01). Well-nourished rats treated with tryptophan (M=6.88, SD=0.05) ate less than
those given saline (M=7.27, SD=0.08) (p<0.01) but weight was unaffected. No difference was found for the
malnourished rats.

Conclusion

In this study, neonatal protein restriction affected weight gain in rats. Furthermore, early malnutrition made
adult rats resistant to the inhibitory effects of tryptophan on food intake.

Indexing terms: Feeding behavior. Malnutrition. Rats. Serotonin. Tryptophan.

INTRODUGCAO sdo precursores de neurotransmissores ou, em
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muitos casos, atuam como o préprio neurotrans-
Nos dltimos anos, pesquisas no campo da missor3. Destaca-se, entre os aminoacidos, o
neurociéncia nutricional tém destacado a  Triptofano (TRP).

influéncia que os nutrientes podem exercer sobre O TRP é um aminoacido neutro. essencial

F 1’2 H - . . . I'e
a atividade cerebral'*. Entre os nutrientes, aspro- - qe contribui para o crescimento normal, sintese
teinas parecem ser 0 componente mais IMpPor-  proteica e para a sintese do neurotransmissor

tante para o desenvolvimento de funcdes
nervosas®, pois elas fornecem aminoéacidos que

serotonina®®. A serotonina ou 5-Hidroxitriptamina
(5-HT) participa de uma ampla variedade de
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funcdes no Sistema Nervoso Central (SNC), tais
como: sensibilidade a dor, controle do sono, hu-
mor, comportamento sexual, consumo alimentar,
agressividade, percepcao sensorial, aprendiza-
gem, memoria e estados psiquicos como na de-
pressao’. Além disso, a 5-HT, enquanto fator neuro-
tréfico, interfere no desenvolvimento somatico e
sensorio motor®’.

A importancia da 5-HT no controle da
ingestdo alimentar e da saciedade é bem conhe-
cida®®. Segundo Halford et al.'® drogas serotoni-
nérgicas podem reduzir o consumo alimentar e
contribuir para perda de peso. Consideravel redu-
cao da ingestdo alimentar e consequente perda
de peso foram observadas em ratos ap6s trata-
mento crénico com Inibidor Seletivo da Recapta-
cdo de Serotonina (ISRS)'". Do mesmo modo,
Carlini et al.® observaram que o tratamento com
fluoxetina, outro inibidor da recaptacdo de
serotonina diminuiu a ingestao alimentar em ra-
tos. Apesar disso, pouco se conhece sobre a
influéncia do TRP, aminoéacido precursor da sero-
tonina, sobre a ingestdo alimentar’?.

Alguns nutrientes tém papel fundamental
na quimica cerebral. Assim, deficiéncias nutri-
cionais a depender do tipo, da severidade e da
duracdo, principalmente, quando ocorridas
durante o desenvolvimento do cérebro, poderao
ocasionar alteraces irreversiveis, mesmo apds
recuperacao nutricional™. O periodo de desen-
volvimento do SNC varia entre as espécies €, no
homem, inicia-se no terceiro trimestre de gesta-
¢ao, continuando por dois a quatro anos apos o
nascimento™. No rato, o periodo critico de desen-
volvimento do cérebro corresponde as trés
primeiras semanas de vida pés-natal'.

Em ratos, a desnutricdo proteica imposta
no pré e pods-natal foi capaz de provocar altera-
cbes especificas no cortex cerebral, causando da-
no cerebral'. Ademais, Barreto-Medeiros et al.™
e Barreto-Medeiros et al.'’ evidenciaram que
desnutricdo proteica neonatal alterou o efeito de
ISRS sobre o comportamento agressivo e alimentar
em ratos adultos, mesmo apds recuperacao nutri-
cional.
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Por outro lado, embora a prevaléncia de
desnutricdo em menores de quatro anos, no Brasil,
apresente-se em declinio com estimativa de 4,6%
(2002-2003), existem regides e areas rurais onde
a desnutricdo apresenta natureza endémica’®.
Estes dados demonstram que, apesar dos esforcos
politicos e cientificos, a desnutricdo ainda se cons-
titui um problema de saude publica por afetar
principalmente criangas em idade de pleno desen-
volvimento cerebral. Nesse sentido, estudos da
associacao entre agressdes nutricionais precoces
e suas consequéncias tardias representam um
campo da neurociéncia nutricional a ser explo-
rado.

A partir das evidéncias dos efeitos da
desnutricdo sobre o desenvolvimento do cérebro
e do papel dos aminoéacidos sobre a quimica cere-
bral, como também da importancia do sistema
serotoninérgico na regulacdo do comportamento
alimentar, este estudo propds a investigar os
efeitos do tratamento com TRP sobre o consumo
alimentar em ratos adultos submetidos ou néo a
desnutricdo neonatal.

METODOS

Foram utilizados 64 ratos, albinos, machos
da linhagem Wistar, oriundos da colénia do Labo-
ratorio de Nutricdo Experimental da Escola de
Nutricdo da Universidade Federal da Bahia (UFBA).
Os ratos permaneceram sob condicbes contro-
ladas em temperatura de Média - M=22, Desvio-
-Padrdo - DP=2°C e ciclo claro/escuro de 12/12
horas (claro de 7h as 19h e escuro de 19h as 7h).
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacao Animal da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal da Bahia,
parecer 02/07 e segue as normas do Colégio Bra-
sileiro de Experimentacdo com Animais (COBEA).

A fase experimental deste estudo foi divi-
dida em trés etapas. A primeira corresponde aos
primeiros 21 dias de vida da prole. Considerou-se
o periodo de até 24 horas ap6s o parto para ajus-
tar a ninhada em seis animais'®, preferencialmente
machos. A prole foi dividida em dois grupos
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(Figura 1) de acordo com alimentacao materna
(Tabela 1): Nutrido (N) (n=32; caseina 17%) e
Desnutrido (D) (n=32; caseina 8%). Durante essa
etapa os ratos foram mantidos em caixas de poli-
propileno identificadas e o peso foi aferido em
dias alternados, em balanca eletrénica com capa-
cidade para 4kg (Marte, modelo S-2000), a oferta
de racado e agua para as ratas nutrizes foi ad
libitum.

A segunda etapa compreende o periodo
apo6s o desmame (22° dia de vida) até a idade
adulta. Nessa etapa, os ratos de ambos 0s grupos
passaram a ser alimentados com a dieta labina?’
e agua ad libitum. A monitorizacdo do peso foi
realizada semanalmente.

Aterceira etapa iniciou-se entre o septuagé-
simo e o octogésimo dias de idade, com a fina-
lidade de observar os efeitos tardios da desnu-
tricdo imposta no periodo de lactacao. Os grupos
anteriormente constituidos foram randomizados
em subgrupos: Nutridos-Salina (NS), Nutridos-
-Tiptofano (NT), Desnutridos-Salina (DS) e Desnu-
tridos-Triptofano (DT) (Figura 1). O tratamento

Tabela 1. Composicao das dietas normoproteica e hipoproteica.

Composicao/Tipo de dieta  Normoproteica  Hipoproteica”

Ingredientes (g)

Caseina 185,0 87,0
Amido de milho 644,5 742,5
Oleos de soja 70,0 70,0
Fibras 50,0 50,0
Mistura vitamfnica™” 10,0 10,0
Mistura de minerais”™ 35,0 35,0
Biotina/Colina™ 2,5 2,5
Metionina™ 3,0 3,0
Anaélise

Valor energético (Kcal) 4350,0 4350,0
% Proteina 17,0 8,0
% Carboidratos 64,0 73,0
% Lipideos 15,0 15,0

A dieta hipoproteica foi preparada no Laboratério de Bioguimica da
Nutricdo, sendo acrescida de maior quantidade de amido de milho
para compensar a quantidade de proteina retirada e manter o valor
energético, assada em estufa com temperatura de 60°C por 12 ho-
ras.

" As misturas de sais e vitaminas foram formuladas de acordo com as
recomendacbes do American Institute of Nutrition Rodents Diets,
AIN-93, nas mesmas quantidades da dieta controle®.

constituiu-se de uma aplicacao intraperitonial (i.p.)
diaria de 1,0mL/100g de peso corporal, durante
14 dias, de solucao salina 0,9% NaCl ou triptofano
diluido em solucao salina e mantido sob refrige-
racdo, na dose de 50mg/Kg??. Para a adminis-
tracdo das solucdes foi utilizada seringa descar-
tavel de 2mL com agulha de insulina e a aplicacdo
se deu nos quadrantes inferiores abdominais.
Durante esse periodo os animais foram mantidos
em gaiolas metabdlicas de aco inoxidavel, indivi-
dualizadas, dotada de comedouro e bebedouro.
Diariamente foi controlada a oferta de racdo em
40g/dia pesada em balanca eletronica, com
variacdo de até +0,5g. O peso dos animais foi
aferido diariamente, com intervalos regulares de
24 horas, assim como pesados o rejeito sujo e
limpo, e as fezes. Posteriormente, o peso corporal
e aingestdo alimentar foram relacionados ao peso
corporal do animal, obtendo-se o peso corporal
relativo e a ingestao alimentar relativa.

A partir desses dados foram calculados:

- Percentual de Alteracdo de Peso (PAP):
obtido através da seguinte formula:

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

14 dias de tratamento

1° dia 21° dias 70/80° dias
N AN AN y
Y g g
12 Etapa 2° Etapa 37 Etapa
Manipulacao Monitorizacdo Tratamento
do estado da evolucao com
nutricional ponderal triptofano
Grupos: Grupos:

Nutridos, n=32
(caseina 17%)
Desnutridos, n=32
(caseina 8%)

Nutridos-Salina, n=16
Nutrido-Triptofano, n=16
Desnutrido-Salina, n=16
Desnutrido-Triptofano, n=16

Figura 1. Protocolo das condicdes experimentais.
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- PAP =[(PD/PI) X 100]: 100, em que Pl é 0
PCA no inicio do tratamento e PD é o PCA em
um dia qualquer durante o tratamento.

- Peso Corporal Absoluto (PCA): corres-
ponde ao peso corporal (em gramas) de cada
animal, obtido diariamente.

- Ingestao Alimentar Relativa (IAR): obtido
através da seguinte férmula:

IAR = (IAA / PCA) x 100, em que IAA ¢ a
ingestao alimentar absoluta e PCA é o peso corpo-
ral absoluto tomado 24 horas apéds a QO (quota
oferecida de racdo em gramas).

Para comparar a evolucao ponderal entre
os grupos nutridos e desnutridos foi utilizado o
teste t Student. Utilizou-se a andlise de variancia
(ANOVA), seguida do teste de Tukey, para analisar
0 consumo alimentar e o ganho ponderal durante
o periodo de tratamento com triptofano. Em to-
dos os casos, o nivel de significancia adotado no
estudo foi de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Uma desaceleracao no ganho ponderal de
ratos neonatos desnutridos foi observada a partir
do sétimo dia de vida, comparados com os nutri-
dos (p<0,01). Apds desmame, essa diferenca se
manteve até atingir idade para o tratamento com
triptofano (Tabela 2).

Durante a terceira etapa do estudo, a in-
gestao alimentar relativa dos grupos NT (M=6,87,
DP=0,0455; p<0,01) e DS (M=6,98, DP=0,0652;
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p<0,05) reduziu quando comparada ao grupo NS
(M=7,26, DP=0,0795) (Figura 2). Nenhum efeito
sobre a ingestado alimentar foi observado quando
comparados os grupos DS e DT (DS=M=6,98,
DP=0,0652; DT=M=6,97, DP=0,0697; p>0,05).

Ainda na terceira etapa (Figura 3), o per-
centual de alteracdo de peso relativo entre os
grupos NS e NT (NS=M=3,20, DP=0,468;
NT=M=2,40, DP=0,44), NS e DS (NS=M=3,20,
DP=0,468; DS=M=2,60, DP=0,449) e DS e DT
(DS=M=2,60, DP=0,449; DT=M=1,96, DP=0,431)
ndo apresentou diferencas (p=0,312).
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Figura 2. As colunas e as barras de erro representam, respecti-
vamente, a ingestao alimentar relativa média didria e
erro-padrao de cada grupo durante todo o tratamento.
Salvador (BA), 2007.

Nota: Teste ANOVA on-way, seguido do teste de Tukey. a = p<0,01 e
b = p<0,05.

Tabela 2. Evolucdo ponderal de proles de ratas nutridas (N) ou desnutridas (D), durante periodo de aleitamento. Salvador (BA), 2007.

Peso (g)
Grupo experimental 7 dias 21 dias 70 dias
M DP M DP M DP
Nutrido (n=32) 16,88 1,25" 52,68 2,80 308,28 30,89
Desnutrido (n=32) 13,99 2,07 36,30 4,89 275,43 24,32

“0>0,01.
M: média; DP: desvio-padrao.

Os dados representam, respectivamente, as médias diarias e os desvios-padrao dos grupos. O teste t Student para comparacao entre os grupos.
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Figura 3. As colunas e as barras de erro representam, respectiva-
mente, o percentual de alteracdo de peso médio e erro-
padrao de cada grupo durante todo o tratamento. Sal-
vador (BA), 2007.

Nota: Teste ANOVA one-way, seguido do teste de Tukey. p=0,312.

DISCUSSAO
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Inumeros estudos envolvendo a neuro-
ciéncia nutricional tém procurado dar destaque e
pesquisar as formas de alterar a quimica cerebral
com os nutrientes*?3, Nesse sentido, acredita-se
que exista uma grande relacao entre inadequacao
alimentar, desequilibrio na neurotransmissao e
alteracoes neuroldgicas importantes. Neste estu-
do, destaca-se o aminoacido neutro triptofano
que é o substrato para a sintese de serotonina,
importante neurotransmissor modulador do com-
portamento alimentar. Os resultados evidenciaram
gue o tratamento com triptofano reduziu o con-
sumo alimentar em ratos adultos nutridos, mas
nao em desnutridos. Assim, a desnutricdo neona-
tal parece ter acarretado alteracées funcionais do
sistema serotoninérgico mesmo apdés periodo de
recuperacao nutricional.

Neste trabalho, a desnutricdo proteica
imposta as ratas durante o periodo de aleitamento
causou alteracao ponderal persistente nos filho-
tes. Estes efeitos parecem estar positivamente
relacionados as alteracdes na composicao do leite
materno, observadas em ratas submetidas a restri-
cao nutricional?®. Resultados semelhantes foram
encontrados por Passos et al.?>, em 2001. Esses
pesquisadores observaram que proles de ratas

submetidas a desnutricao proteica ou energética
durante a lactacao apresentavam alteracoes per-
manentes na evolucdo ponderal.

Outro aspecto importante a se considerar
é que, nesse estudo, a desnutricdo precoce redu-
ziu o consumo alimentar dos ratos na vida adulta.
Assim, 0 menor ganho de peso, apresentado pelos
ratos apds o desmame, pode ser consequéncia
de uma alteracdo permanente na ingestdo ali-
mentar. Corroborando essa hipotese, Passos
et al.?> observaram reducdo no consumo alimentar
em ratos, até o quinquagésimo sétimo dia de vida,
gue tinham sido submetidos a restricdo proteica
durante o periodo de aleitamento.

E provével que a oferta de dieta nutricional-
mente adequada, a partir do desmame, nao tenha
sido suficiente para recuperar eventuais alteracoes
originadas no periodo do desenvolvimento do
Sistema Nervoso. Segundo Passos et al.?®, a quan-
tidade de proteina ingerida no inicio da vida pode
estar associada a alteracdo permanente no con-
trole hipotalamico da selecdo de nutrientes.

Foi também demonstrado, nesse trabalho,
gue ratos nutridos tratados com triptofano (50mg/
kg/dia), por 14 dias, apresentaram reducdo da
ingestao alimentar, quando comparados aos ratos
tratados com solucao salina do mesmo grupo nu-
tricional. Contudo, nenhuma diferenca foi obser-
vada sobre o ganho de peso. O efeito do tripto-
fano sobre a ingestao alimentar pode ser uma
consequéncia do aumento da serotonina no cére-
bro, devido a uma maior disponibilidade plas-
matica do seu precursor, o aminoacido tripto-
fano*?3. Confirmando essa hipétese, estudos tém
mostrado que tratamento com triptofano é capaz
de provocar alteracoes significantes no sistema
serotoninérgico'>%.

O efeito hipofagico do triptofano, aqui
observado, confirma achados de alteracdo na
ingestao induzida por outros agentes serotoni-
nérgicos'®. E bem conhecido que serotonina,
drogas que estimulem sua liberacao ou bloqueiem
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sua recaptacao, triptofano e alguns agonistas
serotoninérgicos produzem rapida e substancial
anorexia'®. Em ratos adultos, administracdo cro-
nica com citalopram, um Inibidor Seletivo da
Recaptacdo de Serotonina, reduziu a ingestdo
alimentar e ganho de peso''. Do mesmo modo,
ratos tratados com fluoxetina, outro ISRS, apre-
sentaram reducao do consumo alimentar®. Assim,
é bem provéavel que a hipofagia, observada neste
estudo, seja uma consequéncia da agao do tripto-
fano sobre o sistema serotoninérgico.

A auséncia de diferenca no ganho pon-
deral entre os animais nutridos foi inesperada, pois
0 grupo tratado com triptofano apresentou uma
ingestdo alimentar significativamente menor.
Além disso, esses ratos apresentaram uma nitida
tendéncia a perda ponderal. E possivel que o
tempo de tratamento ndo tenha sido suficiente
para revelar diferencas entre os grupos.

Em relacdo ao efeito do triptofano sobre
a ingestao alimentar e ganho ponderal em ratos
adultos, submetidos a desnutricdo neonatal,
nenhuma diferenca foi observada. A desnutricao
durante o aleitamento interferiu no efeito do
triptofano sobre a ingestdo alimentar em ratos
adultos. Essa alteracdo pode estar relacionada a
agressao nutricional. Em ratos, os primeiros neuro-
nios serotoninérgicos aparecem entre o décimo
segundo e o décimo quarto dia de gestacdo?,
mas a densidade final e a localizacao definitiva
dos terminais serotoninérgicos sao estabelecidas
durante a maturacdo pds-natal do sistema ner-
voso central?®. Ademais, ha evidéncias de que a
desnutricdo pré-natal tem importante relacdo com
a ma formacao de circuitos neuronais através de
modificacdo dos padrdes de organizacao cere-
bral®. Todavia, Bedi?® destaca que alteracdo de
sinapse nervosa parece ser mais importante do
gue pequenas mudancas no quantitativo de célu-
las em varias regides cerebrais. Feoli et al.*° desta-
cam a importancia da desnutricdo proteica pré e
pos-natal sobre mudancas no desenvolvimento
cerebral. Assim, 0s agravos nutricionais ocorridos
na vida fetal ou no perfodo neonatal parecem
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influenciar, de modo persistente, tanto os proces-
sos de crescimento e desenvolvimento quanto as
funcoes fisioldgicas de modulacao da serotonina
no cérebro.

Esses resultados fortalecem as evidencias
de que a desnutricdo neonatal interfere na respon-
sividade dos animais a manipulacdo do sistema
serotoninérgico. Neste sentido, Barreto-Medeiros
et al." observaram hiporresponsividade ao trata-
mento com fluoxetina sobre o comportamento
agressivo em ratos adultos submetidos a des-
nutricdo precoce. Por outro lado, também em
ratos adultos, foi observado que a desnutricdo
neonatal alterou a anorexia induzida por outro
ISRS™.

Desse modo, a falta de resposta dos ratos
desnutridos ao tratamento crénico com tripto-
fano, sobre a ingestao alimentar e a curva pon-
deral, pode ser uma consequéncia do efeito da
desnutricdo imposta durante o periodo de rapido
desenvolvimento cerebral. Parece que a oferta de
uma dieta nutricionalmente equilibrada, a partir
do desmame, nao foi suficiente para reverter alte-
racdes oriundas da desnutricdo proteica imposta
no inicio da vida.

CONCLUSAO

Nesse estudo, a desnutricao proteica ocor-
rida no periodo de rapido desenvolvimento cere-
bral alterou de forma persistente o padrdo de
crescimento ponderal de ratos até idade adulta.
Além disso, a desnutricdo neonatal parece modi-
ficar o padrdo de consumo de racdo em ratos
adultos.

O estudo demonstrou que os ratos nutri-
dos responderam ao tratamento crénico com
triptofano, na quantidade e forma administrada,
com reducao da ingestdo alimentar. Entretanto
nao houve impacto sobre a evolucdo ponderal.

Por outro lado, a desnutricdo neonatal
interferiu no efeito do triptofano sobre a ingestao
alimentar e peso corporal de ratos adultos, mesmo
apos recuperacao nutricional.
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