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Resumo 

Obesidade é uma doença multifatorial relacionada com desenvolvimento de patologias como 

hipertensão arterial, doença arterial coronariana, diabetes tipo 2 e certos tipos de câncer. 
Estruturas do sistema nervoso central, especialmente o hipotálamo, estão envolvidas no 
controle do apetite. A estimulação transcraniana por corrente contínua (ETCC) é uma técnica 

de estimulação cerebral não invasiva representando um recurso promissor no tratamento da 
compulsão alimentar e alterações metabólicas, uma vez que promove neuroplasticidade em 

vias envolvidas com comportamento alimentar. Portanto, o objetivo desta dissertação foi 
avaliar os efeitos da exposição à ETCC em ratos submetidos à modelo de obesidade. Todos os 
procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA/HCPA:110455). Quarenta ratos Wistar machos foram divididos em 4 grupos: dieta 
padrão+sham ETCC, dieta padrão+ETCC, dieta hipercalórica+sham ETCC, dieta 

hipercalórica+ ETCC. Após 40 dias de exposição à dieta hipercalórica e previamente a 
exposição ao tratamento ETCC, os ratos foram expostos ao teste de campo aberto (OF, do 
inglês Open Field) para avaliar atividade exploratória e locomotora e ao teste de labirinto em 

cruz elevado (EPM, do inglês Elevated Plus Maze) para avaliar comportamento do tipo 
ansioso. Após 24h dos testes comportamentais, teve inicio a exposição ao tratamento repetido 

com ETCC bicefálico 20 minutos/dia/8 dias com intensidade de 0,5 mA no tratamento ativo 
ou exposição aos eletrodos desligados nos animais sham. Vinte e quatro horas após a última 
sessão de ETCC foram repetidos os testes comportamentais (OF e EPM) e 48h o teste do 

alimento palatável (PFT, do inglês Palatable Food Test) foi realizado. Para os ensaios 
bioquímicos, os ratos foram mortos 24 horas após a PFT. Os níveis de fator neurotrófico 

derivado do cérebro (BDNF, do inglês Brain-derived neurotrophic factor), interleucina 10 
(IL-10), interleucina 1 beta (IL-1β), e o  fator de necrose tumoral alfa (TNF-α, do inglês 
Tumor Necrosis Factor-Alpha) no córtex foram determinados por ELISA (do inglês, Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay). Delta de peso, índice de Lee, peso dos tecidos, níveis de 
citocinas e BDNF foram analisados por ANOVA de uma via. Foi empregado o teste de 

Kruskal-Wallis para análise dos dados do OF, EPM e PFT entre os grupos e para análise dos 
dados pré-tratamento e pós-tratamento foi empregado o teste de Wilcoxon. Diferenças foram 
consideradas significantes com um P <0,05. Nossos resultados demonstram que o tratamento 

com ETCC bicefálica reduz a compulsão por alimento palatável em ratos obesos após o jejum 
e reverte o aumento do Índice de Lee e do peso do tecido adiposo visceral nestes animais. 

Além disso, verificou-se que a exposição à dieta hipercalórica diminui os níveis de BDNF e 
IL-10 em cortex. Por outro lado. ETCC bicefálica diminui os níveis de IL-1β e TNF-α em 
córtex de animais obesos. A exposição à dieta hipercalórica teve efeito ansiolítico que foi 

revertido pelo tratamento com ETCC.  Portanto, a exposição a tratamento repetido com ETCC 
parece atuar em vias envolvidas em comportamento alimentar modulando alterações 

neuroplásticas características da obesidade.  
 
Palavras-chave: BDNF; citocinas; comportamento alimentar; dieta hipercalórica; obesidade.  
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Abstract 

 
Obesity is a multifactorial disease related to development of diseases such as hypertension, 

coronary artery disease, type 2 diabetes and certain types of cancers. Structures of the central 
nervous system, particularly the hypothalamus, are involved in food intake control. The 
transcranial direct current stimulation (tDCS) is a promising non- invasive brain stimulation 

technique in the treatment of binge eating and metabolic disorders, since it promotes 
neuroplasticity pathways involved with feeding behavior. Therefore, the aim of this study was 

to evaluate the effects of exposure to tDCS in rats subjected to obesity model. All procedures 
were approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA / HCPA: number 110455).  
Forty male Wistar rats were divided into 4 groups: standard diet + sham tDCS (SDS), 

standard diet + tDCS (SDT), hypercaloric diet + sham tDCS (HDS) and hypercaloric diet + 
tDCS (HDT). Forty days after exposure to hypercaloric diet and previously exposure to the 

tDCS treatment, rats were exposed to the open field test (OF) to evaluate locomotor and 
exploratory activities and to elevated plus maze test (EPM) to assess anxiety- like behavior. 
Twenty-four hours after the behavioral tests, the repeated bicephalic tDCS treatment was 

started, 20-minute/day for 8 days, using 0,5mA of intensity in the active treatment or exposure 
to electrodes turned off in sham animals. Twenty-four hours after the last tDCS session the 

behavioral tests (OF and EPM) were repeated and the 48 hours before the palatable food test 
(PFT) was performed. For biochemical assays, the rats were killed 24 hours after the (PFT). 
Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), interleukin 10 (IL-10), interleukin 1 beta (IL-1β), 

and tumor Necrosis Factor-Alpha (TNF-α) levels in the cortex were determined by Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay test (ELISA). Delta weight, Lee index, tissue weight, cytokines 

and BDNF levels were analyzed by one-way ANOVA. It was employed a Kruskal-Wallis test 
for analysis of the data of the OF, EPM and PFT between the groups and to analyze the data 
pre-treatment and post-treatment was used Wilcoxon test. Significance diference was defined 

at P <0.05. Our results demonstrate that bicephalic tDCS treatment reduces the food craving 
in obese animals after fasting and it reverts the increased Lee index and the weight of visceral 

adipose tissue in these animals. Furthermore, it was found that exposure to hypercaloric diet 
decreases BDNF and IL-10 in the cortex. On the other hand, bicephalic tDCS treatment 
reduces IL-1β levels and TNF-α in the cortex. Exposure to hypercaloric diet had anxiolytic 

effect that was reversed by treatment with tDCS. Therefore, exposure to repeated treatment 
with tDCS appears to act in pathways related to eating behavior modulating changes 

neuroplastic obesity features.  
 
Keywords: BDNF; cytokines; feeding behavior; hypercaloric diet; obesity.   
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 
 

1.1 OBESIDADE 

 

 A prevalência mundial da obesidade duplicou nos últimos 30 anos, de acordo com a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) em 2014 mais de 1,9 bilhões adultos estavam acima 

do peso e destes mais de 600 milhões eram obesos (WHO, 2014). No Brasil, segundo o 

Ministério da Saúde, uma pesquisa entre 2012 e 2013 revela que o percentual de pessoas com 

excesso de peso superava a metade da população e a obesidade atingia 17% dos brasileiros, já 

em Porto alegre este índice chegava a 18,4% dos habitantes (Ministério da Saúde, 2012). 

Obesidade é caracterizada como acúmulo de gordura corporal resultado de desequilíbrio entre 

a ingestão e o gasto calórico, além de sofrer influência de fatores genéticos, comportamentais 

e ambientais (Pandit, de Jong et al. 2011). A OMS define como sobrepeso o índice de massa 

corporal (IMC) ≥ 25 e obesidade, um IMC ≥ 30 (WHO, 2014). Nos dias atuais, o consumo 

excessivo de alimentos ricos em gordura, com alto valor energético e o sedentarismo são as 

principais razões para este desequilíbrio energético (Rosas-Vargas, Martinez-Ezquerro et al. 

2011, Rodriguez-Hernandez, Simental-Mendia et al. 2013). Obesidade é diretamente 

relacionada a várias comorbidades como dislipidemias, hipertensão arterial e resistência à 

insulina (Duclos 2016). Essas alterações em conjunto contribuem para o desenvolvimento de 

doenças como síndrome metabólica e doenças cardiovasculares (Esser, Paquot et al. 2015) 

que podem ser relacionadas a eventos potencialmente fatais como acidente vascular cerebral e 

infarto agudo do miocárdio (Bastien, Poirier et al. 2014). Sendo desta forma de grande 

importância a prevenção e tratamentos relacionados ao sobrepeso e obesidade, porém 

estratégias para diminuir seus riscos não têm sido bem sucedidas (Bluher 2014). Além disso, 

complicações decorrentes da obesidade levam a menor qualidade e expectativa de vida. 

Portanto desvendar e compreender causas psicossociais e neurobiológicas pode ser de grande 

relevância para a prevenção da obesidade, diminuindo sua incidência (Ooi, Kennedy et al. 

2012). Alternativas para a prevenção e tratamento do sobrepeso e obesidade tem sido o foco 

de muitas pesquisas, buscando contribuir para redução no impacto socioeconômico decorrente 

do aumento crescente de doenças relacionadas à obesidade provocando maior demanda dos 

sistemas de saúde levando a um grande impacto econômico (Lehnert, Sonntag et al. 2013).  
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1.2 OBESIDADE E COMPORTAMENTO ALIMENTAR 

 

 O controle do consumo alimentar é bastante complexo, regulado por vários hormônios 

e alterado pelo apetite, motivação e demandas energéticas do organismo (Schneeberger, 

Gomis et al. 2014). O peso ponderal é regulado pelo balanço energético, relação entre a 

ingestão de alimentos e o armazenamento de energia. No entanto, quando há um desequilíbrio 

entre energia ingerida e gasto calórico, resulta em aumento do peso ponderal, contribuindo 

para o surgimento de obesidade (Naslund e Hellstrom 2007, Sanchez-Lasheras, Konner et al. 

2010).  Uma complexa rede de interações neuroregulatórias entre hormônios gastrintestinais 

e/ou pancreáticos e centros hipotalâmicos promove regulação da ingesta alimentar e do 

balanço energético (Keen-Rhinehart, Ondek et al. 2013) (Figura 1).   

 O controle homeostático é promovido principalmente pelos centros hipotalâmicos, 

como núcleo arqueado (ARC, do inglês arcuate nucleous), núcleo paraventricular (PVN, do 

inglês paraventricular nucleous), núcleo dorsomedial (DMN, do inglês dorsomedial 

nucleous), núcleo ventromedial (VMN, do inglês ventromedial nucleous) e hipotálamo lateral 

(LH, do inglês lateral hypothalamus) (Buhmann, le Roux et al. 2014). No hipotálamo 

encontram-se duas populações neurais responsáveis por controlar o consumo alimentar e o 

ganho ponderal por meio da liberação de neuropeptídios orexígenos e anorexígenos (Andrews 

2011). No núcleo arqueado do hipotálamo o neuropeptídeo Y (NPY) e proteína relacionada à 

agouti (AgRP - agouti-related protein) são peptídeos que aumentam o apetite e diminuem o 

gasto energético, enquanto a pro-ópio-melanocortina (POMC, do inglês pro-

opiomelanocortin)  precursora do hormônio estimulante de alfa-melanócito (α-MSH, do 

inglês α-melanocyte stimulating hormone) e o  peptídeo relacionado à cocaína e à anfetamina  

(CART - cocaine end amphetamine peptide related) diminuem o apetite e aumentam o gasto 

energético (Sanchez-Lasheras, Konner et al. 2010). Ambas as populações de neurônios 

expressam o receptor de melanocortina 4 (MC4R, do inglês Melanocortin 4 Receptor) que 

quando ativados tem efeito anorexígeno promovendo a saciedade, gasto energético e perda de 

peso ponderal. Por outro lado, o bloqueio de MC4R tem efeito orexígeno, aumentando a 

ingestão de alimentos, armazenando energia e promovendo ganho ponderal (Krashes, Lowell 

et al. 2016). Neurônios dos núcleos hipotalâmicos são modulados por vários fatores humorais 

associados aos diferentes estados metabólicos, inibindo ou ativando estes neurônios, 

promovendo a comunicação com outros núcleos hipotalâmicos, coordenando o controle do 

consumo alimentar (Harrold, Dovey et al. 2012, Farr, Li et al. 2016). Além do ARC, regiões 

extra-hipotalâmicas, como o núcleo trato solitário (NTS), também recebem informações do 
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trato digestivo (Suzuki, Simpson et al. 2010). NPY é sintetizado principalmente no ARC, 

porém também é expresso em outras regiões hipotalâmicas como DMN, PVN, VMN e LH, 

tem seu efeito orexígeno nos receptores NPY1R e NPY5R (Tulloch, Murray et al. 2015). 

AgRP age estimulando o apetite, portanto é considerado agonista inverso com ação seletiva 

dos receptores MC3R e MC4R,  enquanto a POMC atua como agonista destes receptores, 

inibindo consumo alimentar (Sohn, Elmquist et al. 2013).  Além disso, os neurônios 

NPY/AgRP expressam o neurotransmissor inibitório ácido gama-aminobutírico (GABA, do 

inglês gamma-aminobutyric acid) que inibem neurônios POMC (Rui 2013). O conhecimento 

a respeito do mecanismo do efeito anorexígeno da CART, de seus receptores e vias de 

sinalização é pouco conclusivo e divergente, pois estudos demonstram que a CART pode 

exercer efeito orexígeno sob determinadas condições (Schneeberger, Gomis et al. 2014). 

Neurônios NPY / AgRP e POMC no ARC são responsáveis por receber, coordenar e 

responder a mudanças no estado metabólico são considerados "de primeira ordem" no 

controle de ingestão de alimentos (Stark, Ashley et al. 2013). Neurônios do núcleo arqueado 

fazem contato direto com a periferia no controle da saciedade, já os neurônios de "segunda 

ordem" localizam-se nos núcleos hipotalâmicos como, LH, PVN e VMN (Acosta, Abu 

Dayyeh et al. 2014). Estes circuitos de neurônios de "segunda ordem" interagem entre esses 

núcleos regulando eventos catabólicos ou anabólicos gerados no organismo (Pandit, de Jong 

et al. 2011). PVN além de receber inervações no ARC também recebe do NTS regulando 

circuitos da fome e da saciedade no encéfalo posterior (Rui 2013). PVN expressa elevados 

níveis de receptores MC4R, portanto tem sido considerado importante local para inibir a 

sinalização deste receptor na ingestão de alimentos, e torna-se reduzida após administração 

local de agonistas MC4R (Morton, Meek et al. 2014). DMN contém um grande número de 

neurônios NPY, recebe projeções principalmente do ARC e envia para o PVN e LH, 

expressão aumentada de NPY no DMN é associada à hiperfagia e obesidade induzida por 

dieta em ratos (Simpson, Martin et al. 2009).  O VMN recebe projeções de NPY / AgRP e os 

neurônios POMC / CART (Pandit, de Jong et al. 2011). Finalmente, o LH contém neurônios 

que secretam neuropeptídeos orexígenos, o hormônio concentrador de melanina (MCH, do 

inglês melanin-concentrating hormone) e a orexina (OX) (Yu e Kim 2012). Orexinas são dois 

peptídeos neuroendócrinos derivadas do mesmo gene, designadas orexina A e B, e agem 

sobre dois receptores acoplados à proteína G denominados, orexina 1 (OX1R) e orexina 2 

(OX2R), respectivamente, com afinidade seletiva (Harrold, Dovey et al. 2012). Neurônios 

orexina do LH projetam para várias áreas do encéfalo que estimulam a ingesta alimentar  

(Suzuki, Jayasena et al. 2012).  
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Figura 1. Controle central e periférico do apetite. PVN: núcleo paraventricular (do inglês paraventricular 

nucleous); DMN: núcleo dorso medial (do ing lês dorsomedial nucleous); LH: hipotálamo lateral (do inglês 

lateral hypothalamus); VMN: núcleo ventro medial (do inglês ventromedial nucleous); ARC: núcleo arqueado 

(do inglês arcuate nucleous); MCR: receptor de melanocortina (do inglês melanocortin receptor); POMC: pró-

opiomelanocortina; α-MSH: hormônio estimulante de melanócito-α; CART: transcrito relacionado a cocaína e 

a anfetamina: PYY: polipeptídio YY; NPY: neuropeptídio Y; AgRP: peptídeo relacionado a gene agouty; 

CCK: colecistoquinina; GLP-1: peptídio semelhante ao glucagon; PP: polipeptídio pancreático (Fonte: com 

autorização de Macedo, 2015, p.19)  

 

 

É importante salientar que fatores periféricos como peptídeos e hormônios são liberados 

para regular o consumo alimentar sendo responsáveis pela sinalização  desta regulação, como 

descrito na Tabela 1. Leptina é um hormônio derivado de tecido adiposo na proporção da 

massa de gordura, é responsável pelo equilíbrio energético, diminuição do apetite e ingesta 

alimentar. No entanto, obesidade tem sido associada à resistência à leptina, pois mesmo com 

elevadas concentrações de leptina não ocorre diminuição do apetite (Culbert, Racine et al. 

2016). Há várias isoformas de receptores da leptina (LEPR, do inglês leptin receptor), no 

entanto, a forma longa (LEPRb) é essencial para as ações deste hormônio, mutações nesta 

isoforma são relacionadas a obesidade grave (Wasim, Awan et al. 2016). LEPRb é altamente 

expresso em vários núcleos hipotalâmicos e em outras regiões do sistema nervoso central 

(SNC). Leptina, simultaneamente, diminui atividade de neurônios que liberam NPY / AgRP e  

aumenta atividade de neurônios POMC (Kim, Leyva et al. 2014). Os efeitos da leptina sobre o 

gasto energético e peso ponderal parece depender de vias de sinalização da Janus quinase 

(JAK / STAT do inglês, Janus kinase/signal transducer and activator of transcription) 

transdutor de sinal/ativador de transcrição. Já o efeito agudo da leptina e o comportamento 
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alimentar controlados via insulina pode necessitar da via de sinalização fosfoinositídeo 3-

quinase (PI3K do inglês, phosphatidylinositol-3-OH kinase) (Morton e Schwartz 2011).  

Insulina é outro hormônio secretado pela célula β pancreática que age nos neurônios  

hipotalâmicos localizados principalmente na ARC, para reduzir o consumo energético 

(Sobrino Crespo, Perianes Cachero et al. 2014). Associada tradicionalmente ao metabolismo 

de glicose, seu efeito anorexígeno ocorre provavelmente por meio de mecanismos de 

sinalização semelhante à leptina. A insulina liga-se a receptores INSR (do inglês insulin 

receptor) e ativa o seu subtrato (IRS, do inglês insulin receptor substrate) regulando 

homeostase da glicose e peso ponderal (Varela e Horvath 2012).  

Grelina, liberada principalmente no estômago, é um  importante marcador  de 

estimulação do apetite, liga-se ao receptor secretagogo do hormônio de crescimento (GHSR, 

do inglês growth hormone secretagogue receptor). Os níveis circulantes de grelina são 

elevados em condições de jejum, mas reduzidos rapidamente após o consumo de alimentos. 

As administrações de grelina exógena em roedores e humanos promove ingestão de alimentos 

e ganho ponderal (Faulconbridge e Hayes 2011). Hormônios pancreáticos e intestinais 

também tem um papel importante no controle alimentar, promovendo comunicação 

bidirecional com o encéfalo.   

O polipeptídio pancreático (PP) é liberado após consumo alimentar pelo pâncreas 

endócrino via controle vagal, tem afinidade preferencialmente por receptores Y4, inibindo 

esvaziamento gástrico e reduzindo apetite (Bewick 2012). Já o peptídeo YY (PYY) é liberado 

das células L intestinais, seus níveis são baixos no jejum e sobem após uma refeição em 

proporção ao consumo de energia. No ARC, PYY liga-se preferencialmente a receptores Y2 

reduzindo a ingestão de alimentos (Hussain e Bloom 2013). O peptídeo semelhante ao 

glucagon-1 (GLP-1) é também libertado de células L do intestino, cosecretado com PYY, 

atuando sobre o receptor de GLP-1 (GLP1R). Assim como os níveis de PYY, os níveis de 

GLP-1 também são elevados após uma refeição e são baixos no jejum atuando sobre o 

aumento da secreção de insulina induzido após ingestão de glicose (Suzuki, Jayasena et al. 

2011).  

Colecistoquinina (CCK) é um hormônio secretado no período pós-prandial pelas 

células I do intestino delgado decorrente do aumento de proteína e de gordura ligando-se aos 

receptores de CCK1 e CCK2 (Buhmann, le Roux et al. 2014). Os efeitos do CCK na  

saciedade podem ser aumentados pela leptina atuando especialmente no ARC (Blevins e 

Baskin 2010).  
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Oxintomodulina (OXM) e o GLP-1 são considerados membros da família do pré-

proglucagon, sendo liberados de células L do intestino. Enquanto a oximodulina  reduz à 

ingestão e aumenta o gasto energético, o GLP-1 retarda o esvaziamento gástrico e 

aumentando a sensação de saciedade. O efeito anorexígeno da OXM é predominantemente via 

GLP-1R e  ARC (Sam, Troke et al. 2012).  

 

Tabela 1. Hormônios e peptideos no controle alimentar  

 PEPTÍDEOS/ 

HORMÔNIOS 

LOCAL DE MAIOR 

SECREÇÃO 

RECEPTOR AÇÃO NA 

INGESTAO 

C
O

N
T

R
O

L
E

 

H
IP

O
T

A
L

Â
M

I
C

O
 

NPY  ARC  Y1-Y5 Induz 

AgRP ARC MC3/MC4R Induz 

POMC (α-MSH) ARC  MC3/MC4R Inibe 

CART ARC  --- Inibe 

OREXINA LH OX1R/OX2R Induz 

C
O

N
T

R
O

L
E

 P
E

R
IF

É
R

I
C

O
 

LEPTINA  Tecido adiposo LEPRb Inibe 

INSULINA Células β do pâncreas IRs  Inibe 

GRELINA  Estômago GhRS Induz 

PP Pâncreas Y4 Inibe 

PYY Células L do intestino Y2 Inibe 

GLP-1 Células L do intestino GLP-1R Inibe 

CCK  Células I do intestino CCK1 e CCK2 Inibe 

OXM Células L do intestino GLP-1R Inibe 

 

NPY: neuropeptídeo Y, AgRP: proteína relacionada à agouti, POMC: pro -ópio-melanocortina, α-MSH: 

hormônio estimulante de alfa-melanócito, CART: peptídeo relacionado à cocaína e à anfetamina ,GLP -1: 

peptídeo semelhante a glucagon-1, CCK: colecistoquinina, OXM: oxintomodulina, PP: polipéptido pancreático , 

PYY: peptídeo YY,  ARC: nucleo arqueado, LH: hipotálamo lateral (fonte: elaborado pelo autor). 

 

 Na obesidade todas essas moléculas são afetadas, por exemplo, o aumento de tecido 

adiposo resulta em níveis mais elevados de leptina gerando resistência à leptina (Farr, Li et al. 

2016). Retardo do esvaziamento gástrico é comum em obesos devido à diminuição da 

secreção de CCK e dos níveis de GLP-1 e PYY, contribuindo para a fome (Naslund e 

Hellstrom 2007). Dietas ricas em açúcar e gorduras também contribuem para desequilíbrio da 
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homeostase, produzindo um perfil nos peptídeos hipotalâmicos semelhante ao observado em 

animais privados de alimento, induzindo consumo alimentar excessivo (Tulloch, Murray et al. 

2015). Com base na complexidade do controle alimentar e sua relação com sobrepeso e 

obesidade muitos outros fatores relacionados ao que se pode chamar de "obesidade 

metabólica" poderiam ser citados (Yu, Vasselli et al. 2015).  Sendo necessário o 

desenvolvimento de estudos que busquem uma melhor compreensão da relação entre SNC e 

peptídeos orexígenos/anorexígenos no desenvolvimento da obesidade.  

 

1.3 MARCADORES BIOQUÍMICOS 

 

1.3.1 O papel do BDNF no controle alimentar 

  

 O fator neurotrófico derivado do encefálo (BDNF, do inglês brain-derived 

neurotrophic factor) é membro da família das neurotrofinas responsável por desempenhar 

papel fundamental no desenvolvimento neuronal, atuando na diferenciação, manutenção e 

sobrevivência celular (Lebrun, Bariohay et al. 2006, Lu, Christian et al. 2008). Evidências 

recentemente sugerem que o BDNF também participa da regulação do metabolismo 

energético (Wang, Godar et al. 2010). A família das neurotrofinas são compostas por 4 

peptídeos,   fator de crescimento do nervo (NGF, do inglês nerve growth factor),  BDNF, 

neurotrofina-3 (NT-3) e neurotrofina-4/5 (NT-4 / 5). Essas neurotrofinas têm alta afinidade 

por receptores específicos da classe conhecida como tirosina-quinases (trk do inglês, 

 tyrosine receptor kinase), o NGF medeia os seus efeitos por meio de trkA, o BDNF ou NT-

4/5 por meio de trkB, enquanto o NT-3 atua principalmente em trkC (Skaper 2012, Obianyo e 

Ye 2013). A forma biologicamente ativa do BDNF interage com alta afinidade em seu 

receptores trkB (Noble, Billington et al. 2011), ao ligar-se ao receptor específico ativa três 

cascatas de sinalização: proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK, do inglês mitogen 

activated protein kinases); fosfolipase Cy (PLCy do inglês, phospholypase Cy);  e PI3K 

(Numakawa, Adachi et al. 2013), sendo sua ação decorrente da  combinação destas vias. 

Outro receptor que é alvo de todas as neurotrofinas é o receptor de pan-neurotrofina 

(p75NTR, do inglês neurotrophin receptor p75) que tem como uma de suas ações a regulação 

da resposta a receptores trk (Foltran e Diaz 2016).  

 O BDNF e o receptor trkB são expressos em vários núcleos hipotalâmicos  

responsáveis pela regulação do apetite, como o LH, DMN, PVN e VMN. No entanto, BDNF 

tem maior expressão no VMN, sendo altamente sensível ao status energético (Rios 2013), 
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porém não é expresso no ARC. No estado de jejum, o BDNF tem sua expressão inibida no 

VMN. Por outro lado, no estado alimentado, a disponibilidade de nutrientes, como a glicose 

induz um aumento rápido da expressão de BDNF (Cordeira e Rios 2011). Estudos 

camundongos heterozigoto nocaute (BDNF+/), isto é, com deficiência no gene do BDNF 

sugerem que o BDNF desempenhe um papel crucial no controle da ingesta alimentar, mas não 

na regulação do gasto energético (Rios 2013). Ainda, mutações no gene do BDNF ou em seu 

receptor levam à obesidade grave em camundongos, o que tem sido corroborado por estudos 

em humanos, que associam obesidade a variações no gene do BDNF (Liao, An et al. 2012). A 

deleção total do gene, camundongos homozigoto nocaute (BDNF-/-) é relacionada à alta taxa 

de mortalidade após o nascimento, porém uma eliminação parcial do gene (BDNF +/-) não 

leva à morte, mas a hiperfagia e a um significante aumento do ganho de peso no início da 

idade adulta (Waterhouse e Xu 2013). Infusões de BDNF no PVN resultam na supressão do 

apetite, aumento do gasto energético e bloqueio da ingestão alimentar induzida pelo NPY. Da 

mesma forma, a infusão de BDNF no VMN e complexo dorsal vagal (CDV) conduz a 

redução da ingesta energética e perda de peso (Fargali, Sadahiro et al. 2012). No entanto, 

redução na expressão de BDNF pós-natal em neurônios do VMN e DMN contribui para 

hiperfagia e obesidade em ratos (Schwartz e Mobbs 2012). Outro dado importante demonstra 

que animais com privação alimentar reduzem a expressão de BDNF no VMN, que é revertida 

pela administração de um agonista MC3/4R. Isto confirma a hipótese de que a expressão de 

BDNF no VMN é controlada pela sinalização de MC4R, além de pelo estado nutricional (Xu, 

Goulding et al. 2003). O BDNF atua modulando neuropeptídeos orexígenos e anorexígenos 

nos núcleos do hipotálamo, inibindo vias orexígenas e impedindo elevações na expressão do 

NPY induzida pelo jejum no ARC. Por outro lado, a sinalização de NPY no hipotálamo induz 

a diminuição da expressão do BDNF (Rios 2013). Além disso, o VMN, principal local de 

expressão do BDNF, recebe conexões de neurônios NPY/AgRP e POMC/CART, portanto o 

BDNF pode exercer efeito modulador orexígeno e anorexígeno sobre estas vias (Pandit, de 

Jong et al. 2011). O BDNF e seu receptor também são expressos em neurônios 

serotoninérgicos, envolvidos na sinalização do neurotransmissores 5-hidroxitriptamina (5-HT) 

(Ooi, Kennedy et al. 2012). Evidências demonstram que o uso de inibidores seletivos de 

recaptação de 5-HT (ISRS), aumentam os níveis de BDNF em animais (Rogoz, Skuza et al. 

2008) e humanos (Yoshimura, Mitoma et al. 2007), sugerindo o seu envolvimento na 

atividade terapêutica de fármacos antidepressivos, que apresentam, como efeito secundário, a 

supressão do apetite . Corroborando estes dados, a deficiência de genes do BDNF induz 

alterações em neurônios de 5-HT no hipotálamo, hipocampo e no córtex frontal revelando 
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importante papel da serotonina na obesidade e transtornos alimentares (Rosas-Vargas, 

Martinez-Ezquerro et al. 2011).  

 Além do importante papel central na regulação da ingestão alimentar, sinais 

periféricos como a leptina, PP, CCK, entre outros, influenciam a ação do BDNF. A 

administração periférica de leptina aumenta níveis de RNAm de BDNF no  VMN.  

Comprometimento na sinalização do BDNF impede que circuitos neurais não transmitam o 

sinal anorexígeno enviado pela leptina, induzindo resistência à leptina e obesidade (Vanevski 

e Xu 2013). Os mecanismos pelo quais a leptina interage com o BDNF ainda não estão 

totalmente esclarecidos. Uma das hipóteses é que a interação BDNF/receptor (LepRb) gere 

uma cascata de sinalização que induza a expressão de BDNF no VMN. Outra possibilidade é 

que a produção de leptina mediada por α-MCH no ARC aumente a expressão de BDNF no 

VMN pelo MC4R (Rosas-Vargas, Martinez-Ezquerro et al. 2011). Já o peptídeo anorexígeno 

CCK aumenta a liberação de BDNF tanto no CDV como no VMN, enquanto o  PP  induzà 

expressão de BDNF no VMN (Rios 2013). 

 

1.3.2 Obesidade e o perfil inflamatório  

 

 A obesidade caracterizada pelo excesso de tecido adiposo é considerada uma 

inflamação sistêmica crônica de baixo grau. A origem desta inflamação e os mecanismos 

moleculares subjacentes que explicam a sua ocorrência não são totalmente compreendidos 

(Rodriguez-Hernandez, Simental-Mendia et al. 2013). Estudo utilizando um modelo animal 

de obesidade induzida por dieta hipercalórica propõe que a obesidade seria uma doença 

inflamatória crônica iniciada no tecido adiposo relacionada à resistência à insulina (Xu, 

Barnes et al. 2003). 

 Identificado como principal órgão secretor, o tecido adiposo branco (TAB), um 

subtipo do tecido adiposo, é responsável por secretar substâncias com funções metabólicas 

ativas, como homeostase energética, resposta inflamatória e sensibilidade insulínica. 

Associação do metabolismo energético com sistema imune parece envolver uma complexa 

rede de mediadores derivados do sistema imunológico e dos adipócitos (Tilg e Moschen 

2006). Evidências sugerem que citocinas inflamatórias desempenham um importante papel na 

obesidade e na resistência à insulina (Rodriguez-Hernandez, Simental-Mendia et al. 2013). 

Neste contexto, a obesidade induz inflamação crônica não apenas a partir do tecido adiposo, 

mas também do fígado, músculo esquelético e pâncreas e ainda pode causar um desequilíbrio 

da flora intestinal (Lackey e Olefsky 2016). O tecido adiposo induz a liberação de ácidos 
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graxos livres. Na obesidade, o pâncreas  está associado a secreção de IL-1β e diminuição da 

secreção de insulina; No fígado estimula a produção de citocinas pro-inflamatórias, levando à 

esteatose, e no músculo esquelético leva à resitência de insulina (Kershaw e Flier 2004, 

Gregor e Hotamisligil 2011) Figura 2. A participação do tecido adiposo visceral na 

inflamação e obesidade está associadao a indução da liberação de citocinas que estão 

envolvidas no processo de regulação do metabolismo e ingestão alimentar. Um possível 

mecanismo da indução do processo inflamatório pela obesidade pode ser a hipóxia resultante 

do aumento do tecido adiposo, liberando adipocinas e dando início ao processo inflamatório   

pela secreção de citocinas pró- inflamatórias. 

 

 

Figura 2. Figura representativa da relação entre obesidade e inflamação em diversos órgãos e tecidos 

(fonte: elaborado pelo autor)  
 

  As principais citocinas pró- inflamatórias envolvidas na obesidade são o TNF -α, IL-6 

e IL-1β secretadas principalmente pelo tecido adiposo (Rodriguez-Hernandez, Simental-

Mendia et al. 2013). TNF-α,  responsável por desempenhar um papel central na inflamação é 

a primeira citocina pró-inflamatória relacionada com a resistência à insulina associada à 

obesidade (Tzanavari, Giannogonas et al. 2010). Embora a expressão de TNF-α no TAB não 

seja significativa, sua secreção é modificada pela obesidade (Antuna-Puente, Feve et al. 

2008). Níveis circulantes de TNF- α  aumentam com obesidade e diminuem com perda de 

peso. TNF- α promove secreção de IL-6, outra citocina pró-inflamatória e reduz de 

adiponectina (Rodriguez-Hernandez, Simental-Mendia et al. 2013). Ausência de TNF-α ou 

seus receptores protege parcialmente a indução da obesidade por resistência insulínica (Uysal, 

http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Proinflammatory_cytokine


 

24 

 

Wiesbrock et al. 1997) e melhora a sensibilidade à insulina em animais nocautes (Cooke, 

Connaughton et al. 2016).  

 TNF-α, juntamente com IL-6, inibem o substrato da via de sinalização dos receptores 

de insulina (Ueki, Kondo et al. 2004). IL-6 desempenha um importante papel no controle do 

apetite, além de ser expressa no tecido adiposo é expressa também em núcleos do 

hipotálamo responsáveis pelo controle alimentar (Stenlof, Wernstedt et al. 2003).  Os níveis 

séricos de IL-6, são elevados em pacientes com obesidade e resistência à insulina. O 

mecanismo exato pelo qual a própria IL-6 contribui para a resistência à insulina não é claro, 

embora a desregulação da sinalização de IL-6 contribua  para causar obesidade (Naugler e 

Karin 2008).  

 Adicionalmente, IL-1β, formada a partir do seu precursor pro-IL-1β, é ativada pelo 

complexo de proteínas chamado inflamassoma e está associada à resposta pro- inflamatória na 

obesidade (Rodriguez-Hernandez, Simental-Mendia et al. 2013). Considerada a citocina 

inflamatória mais potente, IL-1β  está envolvida em muitas doenças inflamatórias, além de 

diminuir o transporte de glicose por meio da inibição da expressão de receptor de insulina. 

Animais nocaute para o receptor de IL-1β  não desenvolvem intolerância à glicose induzida 

por dieta hipercalórica (Cooke, Connaughton et al. 2016). 

 Citocinas anti- inflamatórias, tais como IL-10, atuam no tecido adiposo de obesos e na 

resistência à insulina (Fujisaka, Usui et al. 2009).  IL-10 é uma citocina que tem semelhanças 

estruturais e funcionais com a leptina.  Em um estudo recente, a IL-10 regula positivamente 

neurônios POMC no ARC e melhora a hiperfagia, obesidade e diabetes causada pela 

deficiência de leptina (Nakata, Yamamoto et al. 2016). A adiponectina induz a expressão de 

IL-10 em macrófagos humanos e apresenta efeitos anti-aterogênicos mediados pela IL-10 

(Volp, Alfenas Rde et al. 2008). A IL-10 pode exercer importante ação anti- inflamatória no 

sistema nervoso central. Infusão de IL-10 diretamente no hipotálamo  reduziu a ingestão de 

alimentos em animais obesos e aumentou a sensibilidade à leptina e insulina nos neurônios 

dessa região (Ropelle, Flores et al. 2010). 

 

 1.4 ESTIMULAÇÃO TRANSCRANIANA POR CORRENTE CONTÍNUA E 

COMPORTAMENTO ALIMENTAR 

 

 Técnicas de estimulação cerebral não invasiva alteraram a atividade neural por meio 

da aplicação de agentes magnéticos e elétricos. Entre essas técnicas destacam-se a 

estimulação magnética transcraniana (EMT) que utiliza campos magnéticos e a estimulação 

http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Interleukin_10
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transcraniana por corrente contínua (ETCC) que modula atividade neuronal empregando 

campos elétricos (Johnson, Lim et al. 2013).  

 ETCC é uma técnica de neuromodulação que utiliza correntes elétricas fracas e 

contínuas no tecido neuronal através do couro cabeludo, induzindo alterações na 

excitabilidade cortical de acordo com os parâmetros de estimulação (Fregni e Pascual-Leone 

2007). Uma corrente de 0,5-2 mA é aplicado durante um período de 10-20 minutos, utilizado 

eletrodos embebidos em solução salina. O efeito da ETCC é determinado pela posição dos 

eletrodos, a estimulação anódica provoca a polarização de neurônios (aumenta a excitação), 

enquanto a estimulação catódica hiperpolariza os neurônios (diminui a excitação) (Rosen, 

Ramkumar et al. 2009). Quando a ETCC é aplicada em superfícies maiores, como o córtex 

cerebral humano, a corrente passa do cátodo, polarizado negativamente, para o ânodo, 

polarizado positivamente (Johnson, Lim et al. 2013), já em encéfalos menores como o de 

roedores esta estimulação é considerada bimodal (Cioato, Medeiros et al. 2016, Macedo, de 

Oliveira et al. 2016) Figura 3. ETCC é considerada uma técnica segura apresentando baixo 

risco, sem efeitos adversos graves ou lesões irreversíveis, mesmo com aplicações repetidas 

(Bikson, Grossman et al. 2016). Os efeitos da ETCC são observados também em áreas 

subcorticais interconectadas e não apenas em áreas corticais situadas abaixo dos eletrodos 

(Polania, Paulus et al. 2012). Além disso, estudos de nosso grupo de pesquisa com ratos 

demonstraram efeitos do tratamento ETCC na hiperalgesia induzida por modelos de estresse 

crônico (Spezia Adachi, Caumo et al. 2012), em modelo de dor neuropática (Cioato, Medeiros 

et al. 2016), na inflamação crônica (Laste, Caumo et al. 2012) e no craving desencadeado por 

alimento altamente palatável (Macedo, de Oliveira et al. 2016). 

   

 

Figura 3. Representação da aplicação de ETCC e m humanos e ratos . Estimulação transcraniana por corrente 

contínua (ETCC). A. ETCC anódica no córtex humano; B. ETCC anódica em córtex de rato.  ETCC utiliza um 

ânodo e um cátodo ligado a uma fonte de corrente contínua (Fonte: A. elaborada pelo autor; B. com autorização 

(Macedo, de Oliveira et al. 2016).  

 

A B 

http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Hyperalgesia
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 Tratamento com ETCC tem sido empregado em várias patologias como a dor crônica 

(Antal, Terney et al. 2010) e transtornos neuropsiquiátricos como epilepsia (Liebetanz, 

Klinker et al. 2006) e depressão (Boggio, Bermpohl et al. 2007). Recentemente tem sido 

aplicada com sucesso no tratamento de alterações no comportamento alimentar, com principal 

alvo o córtex pré-frontal dorso lateral (CPFDL), uma região que está diretamente relacionada 

com funções cognitivas e a tomada de decisão. O mecanismo de ação da ETCC nestas 

situações pode estar relacionado a modulação do sistema de recompensa e ao comportamento  

de adição (Val-Laillet, Aarts et al. 2015). Os efeitos da ETCC não são totalmente 

compreendidos na diminuição do craving por alimentos (Macedo, de Oliveira et al. 2016) ou 

por substâncias de abuso, porém sugere-se que o CPFDL possa estar envolvido pelo 

envolvimento desta área cortical em transtornos alimentares como bulimia e anorexia nervosa 

(Sauvaget, Trojak et al. 2015). 

 Estudos com humanos saudáveis demonstraram que ETCC anódica (ânodo 

direita/cátodo esquerda) no CPFDL suprimiu o desejo por alimentos (Fregni, Orsati et al. 

2008, Goldman, Borckardt et al. 2011, Kekic, McClelland et al. 2014) e  em participantes com 

excesso de peso a ETCC no CPFDL associada a exercícios aeróbicos diminui a sensação de 

apetite, (Montenegro, Okano et al. 2012). Já um estudo mais longo, 8 dias de ETCC foi capaz 

de reduzir  14% do consumo de calorias em comparação com a estimulação sham (Jauch-

Chara, Kistenmacher et al. 2014). 

 Consistentes com resultados em humanos um estudo de nosso grupo de pesquisa, 

utilizando estimulação bimodal cortical reduziu o consumo de alimentos palatáveis 24 horas 

após a última sessão de ETCC em ratos (Macedo, de Oliveira et al. 2016) demonstrando o 

efeito da ETCC sobre o craving por alimentos palatáveis.   

 ETCC aplicada ao CPFDL pode exercer efeitos sobre o sistema de recompensa 

modulando vias dopaminérgicas e melhorarando o controle cognitivo (Sauvaget, Trojak et al. 

2015). O emprego ETCC em humanos ou em modelos animais tem auxiliado no controle 

alimentar, no entanto os mecanismos envolvidos na neuromodulação exercidos pela ETCC 

carecem de elucidação. Considerando a importância de um melhor entendimento dos efeitos 

da ETCC em alterações alimentares e mecanismos moleculares em regiões corticais, assim 

como marcadores bioquímicos reforçam a necessidade de estudos em modelos animais. 

 

 

 

 

http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Eating_disorders
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar o efeito da exposição à estimulação transcraniana por corrente contínua em 

ratos submetidos à modelo de obesidade.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS:  

 

- verificar o ganho de peso ao longo do tempo (delta de peso) e índice de Lee; 

- avaliar o peso relativo do fígado e do tecido adiposo visceral; 

- avaliar a atividade locomotora (teste de campo aberto) e o comportamento do tipo ansioso 

(teste do labirinto em cruz elevado); 

- avaliar o comportamento alimentar (teste do alimento palatável); 

- mensurar os níveis de BDNF em córtex cerebral; 

- mensurar os níveis de TNF-α, IL-10, IL-1β em córtex cerebral. 
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ABSTRACT 

 

Background: Obesity is a multifactorial disease associated to metabolic dysfunction and 
chronic disease development, such as diabetes and cardiovascular disorders. The prevention 
and treatment of obesity are often unsatisfactory. The transcranial direct-current stimulation 

(tDCS) is a brain stimulation noninvasive technique promising as adjuvant in the treatment of 
eating disorders such as obesity.  

 

Objective/Hypothesis: We evaluated the tDCS effects on locomotor and exploratory 

activities and the anxiety- like and feeding behaviors, and BDNF, IL-10, IL-1β and TNF-α 
levels in cerebral cortex of obese rats.  

 

Methods : After 40 days of hypercaloric diet and before exposure to tDCS treatment, rats were 

exposed to the open field (OF) to assess the locomotor and exploratory activities and anxiety-
like behaviors were assessed by elevated plus maze (EPM). The experimental groups were 

submitted to active or sham treatment tDCS for eight consecutive days. Twenty-four hours 
after the last session ETCC the animals were again exposure to EPM and OF tests. In the next 
day, a palatable food consumption test (PFT) was performed at baseline and on treatment 

completion (24 h after the last tDCS session) under fasting and feeding conditions.  24 hours 
after PFT, the rats were killed. The level of BDNF, IL-10, IL-1β, and TNF-α in the cerebral 

cortex were determined by ELISA test.  
 

Results: The animals that received hypercaloric diet submitted to bicephalic tDCS treatment 
presented reduction in the obesity parameters (Lee index and visceral adipose tissue weight), 

and decreased food craving. In addition, bicephalic tDCS decreases the cerebral cortex levels 
of IL-1β and TNF-α in the animal submitted to hypercaloric diet. The exposure to 
hypercaloric diet induced an increase in the exploratory activity demonstrating an anxiolytic 

effect. This effect is reversed by bicephalic tDCS treatment.  
 

Conclusions: These results demonstrated that bicephalic tDCS can modulate biometric 
parameters and inflammatory, as well as feeding behavior and anxiety in rats subjected to the 

consumption of hypercaloric diet, corroborating human studies.  
 

 
Keywords : BDNF; cytokines; feeding behavior; hypercaloric diet; obesity.   
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INTRODUCTION  

 

Currently millions of people die from the consequences of overweight, and obesity 

worldwide and its prevention and treatment are unsatisfactory [1]. Metabolic changes 

resulting from overweight or obesity contribute to the co-morbidities development such as 

heart diseases, hypertension, liver and pancreas disease [2, 3]. These comorbidities can be 

linked to low-grade inflammation found on obesity, with a significant expression of pro-

inflammatory cytokines such as tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) and interleukin 6 (IL-6), 

and a reduction of anti- inflammatory cytokines, such as interleukin 10 (IL-10) [4]. In 

addition, obesity has also been associated with emotional disorders in humans and rodents [5, 

6]. Studies show that rising obesity rates are closely related to the dramatic increase in the 

consumption of highly palatable and caloric foods [7, 8]. 

In this regard, the cafeteria diet has been widely used to induce obesity in rodents. 

This diet has a high content of sugar and fat is rich in highly palatable foods,  it induces 

hyperphagia, leads to increased body weight, and alters metabolic factors [6, 9-11]. On other 

hand, consumption of palatable foods, which are highly obesogenic, reduces anxiety and 

stress response [12, 13]. These effects can trigger a search behavior for this type of food like 

addition [8, 14]. In rodents, the cafeteria diet contributes directly to adipose tissue and liver 

inflammation [10]. Release of inflammatory cytokines resulting from obesity can change the 

permeability of the blood-brain barrier by modifying the brain homeostasis, triggering 

neurodegenerative diseases and neuroinflammation. While these inflammatory mediators  

expressed in the central nervous system (CNS) may modulate energetic metabolism and food 

intake [15]. 

Other important mediator related to energy metabolism and the control of food intake 

is the brain-derived neurotrophic factor (BDNF), a neurotrophin involved in synaptic 

plasticity [6, 16, 17]. Mutations in genes encoding the BDNF receptor tyrosine kinase 

receptor (TrkB) lead to hyperphagia and obesity, and while the central infusion of BDNF in 

rodents leads to increased satiety and reduction of the weight gain [18]. Low levels of BDNF 

were associated to hypothalamic α2δ thrombospondin-1 receptor dysfunction; this receptor is 

required for normal function of BDNF in rats. The dysfunction of this receptor appears to 

contribute to increased food intake and weight gain, suggesting a central mechanism 

mediating the inhibitory effects of BDNF [19].  

 The transcranial direct current stimulation (tDCS) is a non- invasive neuromodulator 

technique, which has been investigated in the control of abuse substance [20-23], and food 
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intake [8, 24]. These tDCS effects can be directly related cortical areas linked to decision-

making [25]. The prefrontal dorsolateral cortex (DLPFC) is responsible for mediating the 

decision-making behavior involved the mechanism of food reward [24]. Thus, binge eating 

triggers neuroendocrine changes very similar to the addition of abuse drugs. Obese patients 

undergoing bariatric surgery may have a relapse and behavioral recovery of similar weight to 

the behavior observed in addicted individuals [26]. The tDCS application uses a low and 

continuous current that alters the excitability cortical, promoting depolarization (anodal) or 

hyperpolarization (catodal) membrane [27, 28]. Human studies have shown that applying 

tDCS (direct anode / cathode left) in the DLPFC reduces the food craving in the healthy 

individuals [24, 29]. In addition, previous study of our research group showed decrease the 

craving for food in rats, confirming previous data with humans [8]. Thus, considering that 

there is little information about the brain mechanisms involved the effects of tDCS on food 

consumption, the aim of this study was to evaluate the effects of tDCS on obesity in the 

biometric, behavioral and neurochemical parameters of rats. The behavioral parameters 

evaluated were exploratory and locomotor activities, anxiety- like behavioral and behavior 

preference for sweet food. The neurochemical parameters evaluated were brain-derived 

neurotrophic factor (BDNF), IL-10, interleukin 1 beta (IL-1β) and TNF-α levels in cerebral 

cortex. 

 

METHODS 

 

Animals 

 

In this study were used 40 naïve adult male Wistar rats (60 days old; weighing 200–

250 g). Rats were randomized by weight and housed in polypropylene home ca ges (49 cm × 

34 cm × 16 cm). The animals were maintained on a standard 12-h light/dark cycle (lights on 

at 7:00 a.m. and lights-off at 7:00 p.m.), in a temperature-controlled environment (22 ± 2 °C), 

with access to water and chow ad libitum (hypercaloric diet and/or standard chow diet).  All 

experiments and procedures were approved by the Institutional Committee for Animal Care 

and Use (GPPG-HCPA protocol No. 110455). The procedures for the scientific animals use 

were realized conformed to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals 8th edn. 

2011, and law 11.794 (Brazil). The experimental protocol complied with the ethical and 

methodological standards of the ARRIVE guidelines [30]. The experiment used the number 

of animals necessary to produce reliable scientific data.  
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Experimental Design 

 

The rats were divided in three or four animals per cage and acclimated to the 

maintenance room for one week before the experiment began.  After the acclimation period, 

the animals were randomly selected for weight and length measurements and subsequently 

allocated into four groups (n = 10/group): standard diet plus sham tDCS treatment (SDS), 

standard diet plus tDCS treatment (SDT), hypercaloric diet plus sham tDCS treatment 

(HDS), hypercaloric diet plus tDCS treatment (HDT). The animals were weighed weekly for 

all experimental time. Before exposure to bicephalic tDCS treatment, the rats were exposed 

to the open-field apparatus (OF) and elevated plus-maze (EPM) to locomotor and 

exploratory activities and anxiety- like behavior evaluations, respectively. Subsequently, the 

experimental groups received active or sham tDCS treatment for 20 minutes for day for eight 

consecutive days. OF and EPM tests were repeated 24 hours after the last tDCS session. In 

the next day, the animals were exposure to two test sessions palatable food (PFT). The rats 

were killed 24 hours after the PFT (Figure 1).  

 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

Insert Figure 1 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

Blinding 

 

To control for possible measurement bias, a number of steps were taken. The hair of 

all animals were shaved in the area of electrode placement. In addition, the researchers 

responsible for the behavioral ratings were blinded to the numbers assigned to the test boxes, 

which was done by a third researcher. Therefore, it was impossible for the investigators to 

distinguish the groups receiving active tDCS treatment from the sham and control groups. 

Two researchers conducted the behavioral tests. Three researchers analyzed the results; 

importantly, these evaluators were unaware of the experimental protocol. Thus, it is believed 

that were eliminated the possibilities of influence on behavior results.  

  

 

 

 

http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Elevated_plus_maze
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Experimental diets 

 

The standard rat chow (Nuvilab CR-1, NUVITAL®, Curitiba, PR, Brazil) provided an 

energy content of 2.93 kcal/g (information provided by the manufacturer), and is composed of 

55% carbohydrates, 22% protein, 4.5% lipids, and other constituents (fiber and vitamins) and 

the hypercaloric diet (cafeteria diet) totaled 4.186 kcal/g and 0.42 kcal/mL (calculated based 

on information provided by the manufacturer on the package label) consists of approximately 

60% carbohydrates, 20% lipids, 15% protein, and 5% other constituents (sodium, calcium, 

vitamins, preservatives, minerals, etc.). The hypercaloric diet was chosen because it mimics 

modern patterns of human food consumption and has been used successfully in experimental 

studies to induce obesity in lean animals [31, 32]. This particular diet was adapted from the 

hypercaloric diet or Western diet previously described by Estadella et al. [31]. Foods included 

in the hypercaloric diet were crackers, sausages, snack foods, wafers, condensed milk and 

soda. The experimental diet was replaced daily with fresh food, as was the standard diet. 

Animals exposed to the hypercaloric diet also had access to standard food and water.  

 

Transcranial direct current stimulation (tDCS) 

 

After 5 weeks of diet hypercaloric, the animals in the real treatment groups underwent 

a 20 min diary of bicephalic tDCS every afternoon for 8 days, as described by Macedo et al. 

[8]. The electrodes were then positioned, fixed to the head with surgical tape (Micropore™) 

and covered with a protective mesh to prevent removal. A constant direct current of 0.5 mA 

was delivered from a battery- powered stimulator using electrocardiogram electrodes with 

conductive adhesive hydrogel. The rats’ heads were shaved for firmer adherence and the 

electrodes were trimmed to 1.5 cm2 for better fit. The electrodes were placed on the scalp to 

emulate the tDCS method used in human food craving studies [24]. The treatment target was 

the DLPFC, because modulation of this area has been shown to reduce both smoking and food 

craving [33, 34]; moreover, other studies suggest that DLPFC activity is associated with food 

craving [35]. The center of the anodal electrode was placed on the right DLPFC and the 

cathode on the left side DLPFC [8] (Fig. 2), to mimic the anodal placement in human studies 

in which stimulating the DLPFC modifies food craving. According to an earlier animal safety 

study [36], a current density higher than 142.9 A/m2 is associated with brain lesions. 

Considering this threshold, our stimulation parameters resulted in a current density of 33.4 

A/m2. For sham stimulation, the electrodes were placed and fixed in the same positio n as for 

http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Dorsolateral_prefrontal_cortex
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0195666316301039#fig2
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actual stimulation; however, the stimulator remained in the “off” position throughout the 

procedure [8].   In order to deliver the current, animals had to be immobilized with the use of 

a cloth for the total time of stimulation. This protocol, such as the intensity and period of 

stimulation are in accordance with studies in our group where presented behavioral and 

neurochemical effects in rats [37-40]. 

 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

Insert Figure 2 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

Weight parameters 

 

The animals were weighed weekly, and the weight delta was defined as the difference 

between final and baseline weights. At the end of the experiment, the naso-anal length (cm) of 

the animals was measured to determine the Lee index. This index, which was adapted from 

Bernardis and Cols, corresponds to the ratio between the cube root of the body weight (g) and 

the naso-anal length (cm) of the animals multiplied by 1000 [41].  

 

Open-field test 

 

To assess the locomotor and exploratory activities, the open field test was carried out; 

the apparatus was a varnished wooden cage (60 × 40 × 50 cm) with a front glass wall. The 

linoleum floor was divided by black lines in twelve 13 × 13 cm square. Each trial began 

immediately after the animals were placed in the left rear corner and allowed to explore 

surroundings for 5 min [42, 43]. After the end of each trial, the box was cleaned with 70% 

alcohol, and then water to remove any animal scent. Three measures were evaluated during 

the test: (1) the total number of crossings, (2) number of occurrences of rearing behavior (i.e., 

vertical activity) and (3) latency to leave the first quadrant (in seconds). The number of line 

crossings (all paws crossing the boundary a marked-out area adjacent) was taken as a measure 

of locomotor activity [44]. The latency to exit the first quadrant was considered as an anxiety-

like behavior [45]. The amount of time that the animals dedicated to education (standing on 

hind legs) [46] was used to evaluate exploratory activity [43, 47].  
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Elevated plus-maze test 

 

The elevated plus maze test was used mainly to assess anxiety- like behaviors. The 

elevated plus maze apparatus consisted of two closed arms (50 × 40 × 10 cm), which 

extended from a common central platform (10 × 10 cm) and elevated 50 cm above the floor. 

The animal was placed in the EPM central area facing one of the open arms. During a 5-min 

session, the following behavioral measures were recorded: (1) number of non-protected head-

dipping movements (NPHD); (2) total time spent in the open arms (TOA), (3) total time spent 

in the closed arms (TCA) and (4) number of open arm entries (EOA). Non-protected head-

dipping movements were considered to occur when the animal dipped its head over the sides 

of the maze while in an open arm. In the EPM, entering a new area was counted when all four 

paws crossed into the new arm or the central area [47]. After each test, the apparatus was 

cleaned to remove any scent from the previously tested rat.  

 

Palatable food consumption test 

 

All animals had access to palatable food for five days for 3 min to an adaptive process 

to new diet. For this purpose, the rats were placed on an illuminated rectangular box (40 × 15 

× 20 cm) with floors and wooden walls and a roof glass, and 10 Froot Loops (Kellogg's®-

pellets wheat and corn starch, and sucrose) were placed at one end of the box. Forty-eight 

hours after the learning period all animals were subjected to two test sessions of 3 minutes in 

the same rectangular box, when the number of ingested beads was recorded. To one of the test 

sessions, the rats were fasted for 22 hours prior to behavioral task (post-fasting test), while for 

the other they were fed ad libitum (post- feeding test). A protocol so that when the pellets were 

partially consumed (for example, 1/3 or 1/4) this fraction was counted been established [8, 

48]. 

 

Tissue collection 

 

The animals were killed by decapitation 24 hours after the completion of the test 

palatable food. The cortex was removed and frozen at - 80 ° C for subsequent analysis. The 

relative weight of the liver and visceral adipose tissue were dissected manually and were 

weighed using a semi-analytical balance. The data were expressed as grams of tissue per 100 

g of body weight (weight tissue/body weight × 100).  
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Biochemical assays 

 

 BDNF of IL-10, IL-1β and TNF-α levels were determined by ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay test) sandwich using monoclonal antibodies specific for IL-1β, IL-10, 

TNF-α and BDNF (R & D Systems, Minneapolis, USA). Total protein was measured by 

Bradford method using bovine serum albumin as standard.  

 

Statistical analysis 

 

Normality was verified for all variables using the Shapiro–Wilk test and parametric 

test and nonparametric were used to analyze data with or without normal distribution. The 

weight delta, Lee index, tissue weight, cytokines and BDNF concentration were analyzed with 

using one-way ANOVA followed by Student Newman-Keuls test post hoc correction for 

multiple comparisons. Data from OF and EPM tests did not show normal dis tribution and 

were analyzed using the Kruskal–Wallis test followed by the post hoc Dunn's test analysis for 

the analysis pre-treatment and post-treatment individually to compare pre-treatment and post-

treatment was used the Wilcoxon test. Palatable food consumption it was analyzed using the 

Kruskal–Wallis test.  Data are expressed as mean ± standard error of the mean (S.E.M.) 

(parametric data) or median ± interquartile range (nonparametric data). Statistical significance 

was defined for P<0.05. The data were analyzed statistically using the SPSS software version 

20 (SPSS Inc., Chicago, IL). 

 

RESULTS 

 

Assessment of the weight parameters: delta weight and Lee index 

 

The animals that consumed the hypercaloric diet presented an increase in the delta 

weight (HDS and HDT groups) and Lee index (HDS group), confirming the obesity induction 

(one-way ANOVA, F(3,36)= 7.48, P <0.05; Figure 3- panel A; F(3,36)= 4.61, P <0.05; Figure 3-  

panel B, respectively).  These results demonstrated that the bicephalic tDCS treatment  

revertes the Lee index increase, become the HDT group similar to groups that received 

standard diet.  

 

 



 

38 

 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

Insert Figure 3 - Panel A and Panel B 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

Assessment of the relative tissue weights: liver, visceral adipose tissue  

 

An increase in the relative liver weight was observed in hypercaloric diet groups (one-

way ANOVA, F(3,36)= 5.98, P <0.05; Figure 4 – panel A). The hypercaloric diet increased of 

visceral adipose tissue weight in sham animals (HDS) (one-way ANOVA, F(3,23)= 5.89, P 

<0.05; Figure 4 – panel B), and  this effect was reverted by bicephalic tDCS exposure.  

 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

Insert Figure 4 - Panel A and Panel B 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

Effect of tDCS on locomotor and exploratory activities and anxiety- like behavioral 

parameters 

 

The OF test showed no significant difference between the groups before and after 

applying tDCS in total number of crossings, number of rearing behavior and latency to leave 

the first quadrant (Kruskal–Wallis test, pre-treatment: χ2= 2.27, χ2= 5.57 and χ2= 5.13, 

respectively, P >0.05 and post-treatment: χ2= 2.91, χ2= 6.31 and χ2= 1.65, respectively, P 

>0.05; see supplementary material Table 3). But, when comparing intra group pre and post 

tDCS treatment, there is significant difference in total number of crossings;  the animals fed 

standard diet (SDS and SDT) had a decrease in the number of rearing (Wilcoxon test, Z= -

2.80 and Z= -2.39, respectively, P <0.05; Table 1), and the active tDCS group (SDT) 

presented a decrease in latency to leave the first quadrant (Wilcoxon test, Z= -2.69, P <0.05;  

Table 1). The last effect also was observed in the HD groups (HDS and HDT) (Wilcoxon test, 

Z= -2.61 and Z= -2.81, respectively, P <0.05; Table 1). The test EPM showed no significant 

difference between the groups before treatment with tDCS in the NPHD, TOA, TCA and 

EOA parameters (Kruskal–Wallis test, pre-treatment: χ2= 2.98, χ2= 4.45, χ2= 2.77 and χ2= 

3.41, respectively, P >0.05; see supplementary material Table 4). However, in the post-

treatment analysis HDS group showed increased NPHD and decreased TCA compared to 

SDS group (Kruskal–Wallis test, post-treatment: χ2= 11.04, χ2= 8.76, respectively, p <0.05; 
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see supplementary material Table 4), suggesting anxiolytic effect of the hypercaloric diet. 

There were not significant differences for TOA and EOA between groups (Kruskal–Wallis 

test, χ2= 5.55, χ2= 3.77, respectively, P >0.05; see supplementary material). However, 

comparing pre and post tDCS treatment, the HDS group presented an increased NPHD, TOA, 

EOA, and decreased TCA (Wilcoxon test, Z= -2.11, Z= -2.80, Z= -2.56 and Z= -2.19, 

respectively, P <0.05; Table 2), but this effect was not observed in group active tDCS (HDT) 

(Wilcoxon test, P>0.05 for all, Table 2). 

 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

Table 1 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

Table 2  

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

Effect of tDCS on palatable food test 

 

In the PFT test, the bicephalic tDCS treatment did not alter food consumption in the 

first phase of the test (post- feed) (Kruskal–Wallis test, χ2= 3.54, P >0.05; Figure 5- Panel A), 

but there is decrease in the consumption in the second phase of the test (after fasting) HD 

group (HDT) (Kruskal–Wallis test, χ2= 8.87, P <0.05; Figure 5- panel B) in relation the sham 

treatment (HDS). 

 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

Insert Figure 5 - Panel A and Panel B 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

Effect of tDCS on central BDNF, IL-10, IL-1β and TNF-α levels  

 

 There is decreased of BDNF levels in the HD group (HDS and HDT) compared to 

standard diet groups (SDS and SDT) (one-way ANOVA, F(3,36)= 10.96, P <0.05; Figure 6 – 

Panel A). IL-10 levels decreased in the hypercaloric diet groups (one-way ANOVA, F(3,35)= 

7.89, P <0.05; Figure 6 – Panel B). However,  The pro- inflammatory cytokines levels (IL-1β 

and TNF-α) decreased in HDT group (one-way ANOVA, F(3,36)= 3.62 and F(3,35)= 5.91, 
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respectively, P <0.05; Figure 6- Panel C and D) compared to the other groups suggesting 

effect of tDCS state dependent, since the reduction occurs only in animals receiving 

hypercaloric diet and became obese.  

 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

Insert Figure 6 - Panel A, B, C, and D 

--------------------------------------------------------------------------------------- 

 

DISCUSSION 

 

In this study we showed that bicephalic tDCS treatment reverses the increase in the 

Lee Index and relative visceral adipose tissue weight and it reduces post-fasting intake of 

palatable food of the animals that received hypercaloric diet. In addition, bicephalic tDCS 

treatment induced to decrease latency to leave the first quadrant in animals receiving a 

standard diet. Moreover, the animals exposured to hypercaloric diet exposure presented a 

decrease in the levels of BDNF and IL-10, and the association with bicephalic tDCS treatment 

decreased IL-1β and TNF-α levels in cerebral cortex. Then, we can suggest that effect of 

tDCS treatment has animal state specific effect in the biometrics, behavior and inflammatory 

mediators, since its effects are different according to diet type the animals were submitted. 

It is important highlight that for tDCS technique to be applied without the use of 

anesthetics is necessary submitted the animal to restraint. Thus, aimed to avoid the restraint 

stress bias in our study, we insert in the SHAM group, which the animals were restrained 

during 20 minutes, the electrodes were positioned on the head, but the stimulator was turned 

off. In this way, before exposure to bicephalic tDCS treatment, the groups were exposure to 

behavior apparatus and all groups were homogeneous in relation to behavior parameters.  

Comparing pre and post bicephalic tDCS treatment (intra group), the hypercaloric diet 

groups presented an increase in the EOA and NPHD in the EPM. These results can be 

indicated an anxiolytic- like effect of hypercaloric diet, that was reverted by tDCS treatment. 

In addition, the restraint exposure decreases the time latency to leave the first quadrant in the 

open field test in these animals; however the tDCS treatment is not able to reverse this effect.  

After tDCS treatment, in the inter group comparations, the animal exposure to restraint 

and standard diet showed a decrease in the rearing in the open field test, and this effect was 

not reverted by active tDCS treatment.  Hypercaloric diet exposure increased NPHD and 

reduces TCA compared to standard diet groups, corroborating the anxiolytic effect already 
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observed in the intra group’s analyses. These results suggest that hypercaloric diet may be 

attenuating the restraint stress effect required to tDCS technique application. It is known that 

acute or chronic stress can cause changes in food control [49], and palatable foods may 

decrease the stress response of rats [50]. Recent study from our research group showed that 

exposure to chronic stress increases the anxiety-like behavior and this effect is reversed by 

hypercaloric diet consumption [51, 52].   

Stress, combined with overeating and sedentarism, can lead to overweight, and 

abdominal obesity, which is related to higher waist-to-hip-ratio and body mass index (BMI). 

In addition, previous study showed a relationship between energetic supply of the brain and 

body weight regulation [53]. Human’s study suggests that tDCS can modulate brain energy in 

the DLPFC, reducing body weight [54]. In this study, bicephalic tDCS treatment revertes the 

increase of Lee index and the visceral adipose tissue weight induced by hypercaloric diet. 

Thus, these data demonstrate that tDCS is able to reduce obesity parameters. In this way, 

tDCS can be a non-pharmacology tool in metabolic diseases treatment.  

In addition, a diet high in fat and sugar can trigger an irresistible motivation for 

consumption known as "food craving". Recent study from our research group showed that 

tDCS reduces palatable foods craving in rats [8] corroborating humans’ study [24, 26]. In 

present study, the bicephalic tDCS decreases food intake after fasting (HD group) in relation 

the sham treatment (HDS). The molecular mechanisms by which repeated tDCS reduces the 

food craving is not established. It is known that the consumption of highly palatable foods can 

trigger binge eating, similar to compulsive drug mechanisms [55]. These highly palatable 

foods high in sugars activate the reward system, modified eating behavior [56, 57]. The 

DLPFC, an important area of the brain responsible for motivation and decision-making, has 

been investigated in the treatment for addiction and compulsion. Studies have shown that 

DLPFC plays an important role in taste [58-60]. In addition, the repeated application of tDCS 

in DLPFC reduces the food craving [24, 34], the consumption of alcohol [61], the nicotine 

and smoking craving [62]. The tDCS modulates dopaminergic pathways by cortical 

stimulation [63], and palatable food intake acts way mesolimbic dopamine system that has an 

important role in reward circuits [64]. 

Obesity results in a low-grade inflammatory state with increased fat, particularly 

visceral fat, which contributes to metabolic and body weight controls. This low-grade 

inflammatory state also produces effects in other regions, such as the liver, pancreas, and 

brain [65]. Previous studies describe some metabolic changes induced by obesity and  brain 

sensitivity to these changes [66-68]. Corroborated previous studies, the present study showed  
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that hypercaloric diet intake is associated with decrease in the BDNF levels in the cerebral 

cortex [69, 70]. In addition, we showed that hypercaloric diet exposure also reduces IL-10 

cortical levels. BDNF is a neurotrophin responsible for cell survival, and synaptic plasticity 

[71, 72], and IL-10 may play an important anti- inflammatory action in the central nervous 

system [73]. It has been demonstrated that IL-10 hypothalamic infusion inhibits inflammatory 

action in this brain region of obese rats, contributing with caloric intake decreased and control 

of energy balance [74]. Our data corrobated previous studies that showed that in the obesity 

process ocurrs a decrease of anti- inflammatory, but we are able to show an increase of pro-

inflammatory interleukins [75, 76]. Hypercaloric diet does not increase pro-inflammatory 

interleukin central levels; it can be explained due adaptative process to maintain the CNS 

homeostasis. In addition, it is possible that these effects were related to diet type and exposure 

time. Interestingly it was observed that the tDCS decreased IL-1β and TNF-α levels in the HD 

groups em relation to SD groups. The role of TNF-α is complex, has pleiotropic effects and 

may have positive and negative effects on the brain [15]. Highlight that bicephalic tDCS 

decrease pro- inflammatory interleukins levels the only in altered state, as obesity. The 

mechanisms by which the tDCS exerts its effects are not fully understood.  

It is important to highlight that, this study has some limitations, including difficulty 

employment of tDCS technique due to the small size of the rat head that contributed to the 

designation of "treatment tDCS bicephalic", as well as the lack of evaluation of other 

structures involved in feeding behavior and the reward system. Future studies, based on 

results obtained in this work, will include the evaluation of specific brain structures, including 

the frontal cortex, brainstem, striatum and nucleus accumbens. Such as, it will be to evaluate 

the dopamine central levels and receptors expression that are directly related to the reward 

system. 

This study demonstrates that bicephalic tDCS treatment is effective in reducing the 

food craving in obese animals after fasting, as demonstrated in animals [6] and humans 

studies [24]. In addition, it reverts the increased Lee index and the weight of visceral adipose 

tissue in these animals. Furthermore, it was found that exposure to hypercaloric diet decreases 

BDNF and IL-10 in the cortex. On the other hand, bicephalic tDCS treatment reduces IL-1β 

levels and TNF-α in the cortex. Exposure to hypercaloric diet induced anxiolytic effect that 

was reversed by treatment with tDCS. Therefore, exposure to repeated treatment with tDCS 

appears to act in pathways related to eating behavior modulating changes neuroplastic obesity 

features. The mechanism by which the tDCS inhibits the fod craving in animals and humans, 
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probably involving neurobiological processes linked with reward and motivation decision-

making [77].  

 

CONCLUSION 

 

In conclusion, the present study demonstrates that bicephalic tDCS can modulate 

biometric and inflammatory parameters, as well as feeding and like-anxiety behaviors in rats 

submitted to hypercaloric diet intake, corroborating human studies. In addition, these data 

provides a better understanding of the effects of tDCS in the prevention or treatment of 

obesity and food craving. In this way, tDCS can be a non-pharmacology tool in metabolic 

diseases treatment. 
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Legends 

 

Figure 1: Experimental Design. Wk: week. OF: open field test. EPM: elevated plus maze test. 

PFT: palatable food test. tDCS: transcranial direct current stimulation.† : euthanasia   

 

Figure 2: tDCS model. The center of the anodal electrode was placed on the right prefrontal 

dorsolateral cortex (DLPFC) and the cathode on the left side DLPFC. 

 

Figure 3: Assessment of weight parameters - Delta weight and Lee Index.  Data expressed as 

mean ± SEM.  (SDS) standard diet plus sham tDCS treatment; (SDT) standard diet plus tDCS 

treatment; (HDS) hypercaloric diet plus sham tDCS treatment; (HDT) hypercaloric diet plus 

tDCS treatment.  

Panel A. Delta weight (n=10 per group).  

* significant difference from SDS and SDT groups (one-way ANOVA/ SNK, P <0.05). 

Panel B. Lee Index (n=10 per group).  

* significant difference from other groups (one-way ANOVA/ SNK, P <0.05). 

 

Figure 4: Assessment of the relative tissue weights. Data expressed as mean ± SEM. (SDS) 

standard diet plus sham tDCS treatment; (SDT) standard diet plus tDCS treatment; (HDS) 

hypercaloric diet plus sham tDCS treatment; (HDT) hypercaloric diet plus tDCS treatment. 

Panel A. Relative weight liver (n=10 per group).  

* significant difference from SDS and SDT groups (one-way ANOVA/ SNK, P <0.05). 

Panel B. Relative weight adipose tissue (n=6-9 per group). 

* significant difference from other groups (one-way ANOVA/ SNK, P <0.05). 

 

Figure 5: Palatable food consumption test. Data expressed as median ± interquartile range 

(n=10 per group). (SDS) standard diet plus sham tDCS treatment; (SDT) standard diet plus 

tDCS treatment; (HDS) hypercaloric diet plus sham tDCS treatment; (HDT) hypercaloric diet 

plus tDCS treatment. 

Panel A. Post-feeding. There was no significant difference between groups (Kruskal–Wallis 

test, P >0.05). 

Panel B. Post-fasting.  

* significant difference from HDS group (Kruskal–Wallis test, P >0.05) 
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Figure 6: BDNF, IL-10, IL-1β and TNF-α levels in cerebral cortex. Data expressed as 

mean ± SEM. (SDS) standard diet plus sham tDCS treatment; (SDT) standard diet plus tDCS 

treatment; (HDS) hypercaloric diet plus sham tDCS treatment; (HDT) hypercaloric diet plus 

tDCS treatment. 

Panel A. BDNF levels (n= 10 per group).  

* significant difference from SDS and SDT groups (one-way ANOVA/ SNK, P <0.05). 

Panel B. IL-10 levels (n= 9-10 per group). 

* significant difference from SDS and SDT groups (one-way ANOVA/ SNK, P <0.05). 

Panel C. IL-1β levels (n= 10 per group). 

* significant difference from SDS, SDT and HDS groups (one-way ANOVA/ SNK, P <0.05). 

Panel D. TNF-α levels (n= 9-10 per group). 

* significant difference from SDS, SDT and HDS groups (one-way ANOVA/ SNK, P <0.05). 

 

Table 1. Open field test. Data expressed as median ± interquartile range (n=10 per group). 

(SDS) standard diet plus sham tDCS treatment; (SDT) standard diet plus tDCS treatment; 

(HDS) hypercaloric diet plus sham tDCS treatment; (HDT) hypercaloric diet plus tDCS 

treatment. (Pre) pre tDCS; (Post) post tDCS ; Crossing and rearing presented in absolute 

numbers, and latency, in seconds.  

* significant difference from pre treatment (Wilcoxon test, P <0.05).  

 

Table 2. Elevated  plus maze test. Data expressed as median ± interquartile range (n= 9-10 per 

group). (SDS) standard diet plus sham tDCS treatment; (SDT) standard diet plus tDCS 

treatment; (HDS) hypercaloric diet plus sham tDCS treatment; (HDT) hypercaloric diet plus 

tDCS treatment; (NPHD) non-protected head-dipping movements; (EOA) entries into open 

arms; (TOA) time on open arms; (Pre) pre tDCS; (Post) post tDCS ; (TCA) time on closed 

arms. NPHD and EOA  presented in absolute numbers, and TOA and TCA, in seconds. 

* significant difference from pre treatment (Wilcoxon test, P <0.05) 
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Supplemental Materials 

 

Table 3. Open field test. Data expressed as median ± interquartile range (n=10 per group). 

(SDS) standard diet plus sham tDCS treatment; (SDT) standard diet plus tDCS treatment; 

(HDS) hypercaloric diet plus sham tDCS treatment; (HDT) hypercaloric diet plus tDCS 

treatment; Crossing and rearing presented in absolute numbers, and latency, in seconds.  

 

There was no significant difference from pre and post treatment between groups (Kruskal-

Wallis test, P >0.05). 

 

Table 4. Elevated plus maze test. Data expressed as median ± interquartile range (n= 9-10 per 

group). (SDS) standard diet plus sham tDCS treatment; (SDT) standard diet plus tDCS 

treatment; (HDS) hypercaloric diet plus sham tDCS treatment; (HDT) hypercaloric diet plus 

tDCS treatment; (NPHD) non-protected head-dipping movements; (EOA) entries into open 

arms; (TOA) time on open arms; (TCA) time on closed arms; (Pre) pre tDCS; NPHD and 

EOA  presented in absolute numbers, and TOA and TCA, in seconds. 

 

* significant difference in relation to group SDS (Kruskal-Wallis test, P <0.05). 
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Figures 

 

Figure 1: Experimental Design   

 

 

Figure 2: tDCS model 

 

 

Figure 3. Delta weight and Lee Index 

PANEL A  
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PANEL B  

 

 

Figure 4. Relative weight liver and adipose tissue 

PANEL A 
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PANEL B 

 

 

Figure 5: Palatable Food Test 

PANEL A 
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PANEL B 

 

 

Figure 6:  BDNF, IL-10, IL-1β and TNF-α levels in cerebral cortex 

Panel A 
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PANEL B 
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PANEL D 

 



 

59 

 

 

Table 1. Open Field Test 

 Crossing  

Pre 

Crossing  

Post 

Rearing  

Pre 

Rearing  

Post 

Latency  

Pre 

Latency  

Post 

       SDS 70.50±36.25 59.00±64.75 23.50±13.25 17.00±10.75
*  

6.00±11.00    2.50±4.50 

SDT 78.50±43.00 79.00±34.25 24.50±11.25 13.50±13.25
*  

     7.50±4.00 2.50±1.00
* 

HDS 85.50±49.75 65.50±64.25 19.00±6.50 15.50±13.50 4.50±5.25 2.50±3.25
* 

HDT 88.50±22.00 89.50±55.00 24.00±9.25  25.50±24.25   10.50±12.50 3.00±6.75
*
 

 

 

Table 2. Elevated Plus Maze Test 

                          NPHD 

Pre 

NPHD 

Post 

EOA 

Pre 

EOA 

Post 

              

SDS 1.00±4.00 0.00±1.00 10.50±23.00 3.00±44.50 

SDT 3.00±6.50 2.00±4.50 36.00±53.00 32.00±40.50 

HDS 0.00±3.50 3.00±3.25
* 

0.00±34.75 40.00±48.50
*
 

HDT 2.50±6.75 2.00±4.25 14.00±48.75 22.50±25.00 

 

 

Table 2. Elevated Plus Maze Test continuation 

 TOA 

Pre 

TOA 

Post 

TCA 

Pre 

TCA 

Post 

         

  SDS 1.50±3.25 0.50±4.00 269.00±85.00 267.50±35.00 

SDT 2.00±3.00 2.00±1.00 222.00±46.50 255.00±77.50 

HDS 0.00±2.00 2.00±2.00
* 

274.00±65.75 232.50±60.25
*
 

HDT 1.00±3.00 1.50±1.25 258.00±63.25 259.50±45.75 
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Supplemental Materials 

Table 3 . Open Field test  

PRE TREATMENT   POST TREATMENT  

 CROSSING REARING LATENCY   CROSSING REARING LATENCY 

SDS 70.50±36.25 23.50±13.25 6.00±11.00   59.00±64.75 17.00±10.75 2.50±4.50 

SDT 78.50±43.00 24.50±11.25 7.50±4.00   79.00±34.25 13.50±13.25 2.50±1.00 

HDS 85.50±49.75 19.00±6.50 4.50±5.25   65.50±64.25 15.50±13.50 2.50±3.25 

HDT 88.50±22.00 24.00±9.25 10.50±12.50   89.50±55.00 25.50±24.25 3.00±.6.75 

 

 

 

Table 4. Plus Maze test 

PRE TREATMENT POST TREATMENT  

   NPHD   EOA    TOA        TCA  NPHD EOA TOA TCA 

SDS 1.00±4.00 1.50±3.25 10.50±23.00 269.00±85.00  0.00±1.00 0.50±4.00 3.00±44.50 267.50±35.00 

SDT 3.00±6.50 2.00±3.00 36.00±53.00 222.00±46.50  2.00±4.50 2.00±1.00 32.00±40.50 255.00±77.50 

HDS 0.00±3.50 0.00±2.00 0.00±34.75 274.00±65.75  3.00±3.25
* 

2.00±2.00 40.00±48.50 232.50±60.25
* 

HDT 2.50±6.75 1.00±3.00 14.00±48.75 258.00±63.25  2.00±4.25 1,50±1.25 22.50±25.00 259.50±45.75 
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4 DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos nesta dissertação mostram que o tratamento com ETCC 

bicefálico reduziu o consumo de alimento palatável (Froot Loops Kellogg's®) após 22 horas 

de jejum nos animais tratados com a dieta hipercalórica. Adicionalmente reverteu, nestes 

animais, o aumento no índice de Lee, que corresponde ao índice de massa corporal (IMC) em 

humanos e o aumento do tecido adiposo, ambos os parâmetros clássicos de obesidade. Em 

animais alimentados com dieta padrão o tratamento repetido com ETCC bicefálico reduziu a 

latência para saída do primeiro quadrante no teste de campo aberto. Além disso, exposição à 

dieta hipercalórica diminuiu os níveis de BDNF e IL-10 em córtex cerebral, enquanto o 

tratamento com ETCC bicefálico diminui os níveis de IL-1β e TNF-α nesta estrutura. Baseado 

nestes resultados pode sugerir que o tratamento com ETCC bicefálico induz, nestes 

mediadores inflamatórios, um efeito estado dependente, uma vez que não foram observadas 

alterações nestes parâmetros nos animais submetidos à dieta padrão.  

É importante salientar que a técnica de ETCC, desenvolvida por nosso grupo de 

pesquisa, é aplicada sem o uso de anestésicos, sendo necessário que o animal seja  contido. 

Portanto com o objetivo de evitar viés de estresse gerado por esta contenção foi inserido um 

grupo SHAM no estudo envolvendo somente a contenção e colocação dos eletrodos, no 

entanto sem ligá-los. Precedendo o tratamento com ETCC bicefálico, os grupos foram 

submetidos aos testes comportamentais que demonstraram homogeneidade entre os grupos 

em relação aos parâmetros avaliados. Após o tratamento com ETCC bicefálico, exposição do 

animal a dieta padrão induziu diminuição no comportamento de rearing no teste de campo 

aberto, efeito este não revertido pela ETCC ativa. Comparando pré e pós-tratamento com 

ETCC bicefálico, os grupos expostos à dieta hipercalórica mostraram aumento no tempo de 

entrada nos braços abertos e NPHD no labirinto em cruz elevado. É importante salientar que 

este efeito ansiolítico induzido pela dieta hipercalórica foi revertido pela ETCC bicefálica 

sugerindo um restabelecimento da homeostase.  

A contenção ao que o animal foi submetido diminuiu a latência para deixar o primeiro 

quadrante no teste de campo aberto, e este efeito não foi revertido pelo tratamento com ETCC 

bicefálico. Quando analisamos os dados de EPM comparando os grupos após exposição ao 

tratamento repetido com ETCC bicefálica, observamos que exposição à dieta hipercalórica 

aumentou NPHD e reduziu TCA em comparação com os grupos de dieta padrão sugerindo 

um efeito ansiolítico induzido pela dieta hipercalórica. Estes resultados podem sugerir que a 

dieta hipercalórica atenua o efeito da imobilização necessária para aplicação técnica ETCC 
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considerado um modelo de estresse por restrição. Classicamente a exposição a estresse 

repetido é relacionado a efeito ansiogênico, no entanto neste estudo não temos um grupo 

controle que nos possibilitasse determinar este efeito em relação ao animal sham exposto a 

dieta padrão.   Situações de exposição a estresse são complexas, exposição a estresse agudo 

ou crônico podem causar alterações no controle alimentar (Dallman, la Fleur et al. 2004). 

Sabe-se que os alimentos palatáveis podem diminuir a resposta a estresse (Pecoraro, Reyes et 

al. 2004). Estudo recente do nosso grupo de pesquisa mostrou que exposição a estresse 

crônico aumentou comportamento do tipo ansioso e este efeito foi revertido pelo consumo de 

dieta hipercalórica (Krolow, Noschang et al. 2010, Oliveira, Oliveira et al. 2015). 

Estresse combinado ao sedentarismo pode levar a excesso de peso e obesidade 

abdominal associada a maior relação cintura-quadril e o índice de massa corporal (IMC). 

Além disso, um estudo anterior mostrou relação entre o aporte energético encefálico e 

regulação do peso corporal (Schmoller, Hass et al. 2010).  Estudo com humanos sugeriu que 

ETCC pode modular a energia do cérebro no DLPFC, reduzindo o peso corporal (Jauch-

Chara, Kistenmacher et al. 2014). Em nosso estudo o aumento no índice de Lee e no peso do 

tecido adiposo visceral, ambos induzidos por dieta hipercalórica foram revertidos pelo 

tratamento com ETCC bicefálico. Este efeito não foi observado no peso relativo do fígado.  

Considerados em conjunto, estes dados sugerem que tratamento com ETCC bicefálico reduz 

os parâmetros de obesidade. Desta forma, ETCC pode ser uma alternativa  não farmacológica  

no tratamento de doenças metabólicas como a obesidade.  

Dietas ricas em gordura e açúcares (palatable food) podem provocar uma motivação 

irresistível para consumo conhecido como craving. Um estudo recentemente publicado por 

nosso grupo de pesquisa mostrou que tratamento com ETCC bicefálico reduziu o craving por 

alimento palatável (Macedo, de Oliveira et al. 2016) corroborando estudos prévios com 

humanos (Fregni, Orsati et al. 2008, Goldman, Borckardt et al. 2011).  

O presente estudo reforça os achados anteriores mostrando que tratamento com ETCC 

bicefálico diminuiu a ingestão de alimento palatável após jejum nos animais alimentados com 

dieta hipercalórica em relação ao tratamento SHAM (Macedo, de Oliveira et al. 2016). Os 

mecanismos moleculares pelos quais o tratamento com ETCC bicefálico reduz o craving por 

alimentos palatáveis não estão completamente estabelecidos. Sabe-se que o consumo por este 

tipo de alimento pode desencadear compulsão alimentar, semelhante aos mecanismos 

envolvidos no processo de adição por drogas de abuso (Gosnell 2000). Estes alimentos 

altamente palatáveis, ricos em açúcares, podem ativar o sistema de recompensa, modificando 

o comportamento alimentar (Pelchat 2002, Dalton, Blundell et al. 2013). Alem disto é sabido 
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que a ingestão de alimentos palatáveis ativa sistema mesolímbico dopaminérgico envolvido 

nos circuitos de recompensa (Nicola 2016). DLPFC, importante área do encéfalo responsável 

pela motivação e tomada de decisão, tem sido investigado no tratamento de comportamentos 

de vício e compulsão. Estudos têm mostrado que DLPFC desempenha um importante papel 

no paladar (Brody, Mandelkern et al. 2002, Wilson, Sayette et al. 2004, McBride, Barrett et 

al. 2006). Além disso, tratamento com ETCC no DLPFC reduz o craving por alimentos 

palatáveis (Uher, Yoganathan et al. 2005, Fregni, Orsati et al. 2008), pelo álcool (Boggio, 

Liguori et al. 2009) e pela nicotina (Amiaz, Levy et al. 2009). Prévio estudo demonstrou que a 

aplicação cortical de ETCC modulou vias dopaminérgicas (Nitsche, Lampe et al. 2006).  

A obesidade resulta em um estado inflamatório de baixo grau com aumento do tecido 

adiposo, especialmente do tecido adiposo visceral, participa no controle metabólico e do peso 

corporal. Este nível inflamatório de baixo grau produz efeitos em outras regiões, como o 

fígado, pâncreas e cérebro (Gregor e Hotamisligil 2011). Tem sido descritas alterações 

metabólicas induzidas pela obesidade e a sensibilidade do cérebro a essas alterações (Kanoski, 

Meisel et al. 2007, Lopez, Tovar et al. 2007, Velloso and Schwartz 2011). Nesta dissertação 

demonstramos que o consumo de dieta hipercalórica está associada com diminuição dos 

níveis de BDNF (Franco-Robles e Lopez 2016, Meireles, Rodriguez-Alcala et al. 2016)  e de 

IL-10 em córtex cerebral. BDNF é uma neurotrofina responsável pela sobrevivência e 

plasticidade sináptica (Bekinschtein, Cammarota et al. 2014, Leal, Comprido et al. 2014) e 

IL-10 desempenha importante ação anti- inflamatória no SNC (Valdearcos, Xu et al. 2015). 

Infusão de IL-10 de diretamente no hipotálamo inibe a ação inflamatória nesta região do 

cérebro de ratos obesos, contribuindo para a diminuição de ingesta calórica e melhora no 

controle do balanço energético (Ropelle, Flores et al. 2010). Nossos dados corroboram dados 

da literatura que demonstram que no processo de obesidade, ocorre aumento de interleucinas 

pró-inflamatórias e diminuição de interleucinas anti- inflamatórias  (Arslan, Erdur et al. 2010, 

Galic, Oakhill et al. 2010). No entanto, nesta dissertação não foi observado aumento nos 

niveis centrais de interleucinas pró- inflamatórias, isto pode ser decorrente de um processo 

adaptativo para manter a homeostase do SNC. Além disto, é possivel sugerir que aqueles 

parâmetros estejam relacionados com o tipo de dieta e tempo de exposição a dieta. É 

importante salientar que o tratamento com ETCC bicefálico diminuiu níveis IL-1β e de TNF-

alfa nos animais tratados com dieta hipercalórica. O papel do TNF-α é complexo, tem efeitos 

pleiotrópicos e pode ter efeitos positivos ou negativos no cérebro (Parimisetty, Dorsemans et 

al. 2016). O tratamento com ETCC bicefálico diminuiu os níveis de interleucinas pró-
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inflamatórias apenas nos animais obesos, o que demonstra que e os mecanismos da ETCC são 

estado dependente. 

Os mecanismos pelos quais tratamento com ETCC bicefálico exerce os seus efeitos 

não são completamente compreendidos. Nosso estudo mostra que a dieta de hipercalórica 

desempenha importante papel em parâmetros bioquímicos e comportamentais envolvidas na 

compulsão alimentar. Além disso, o tratamento com ETCC bicefálico foi capaz de alterar 

estes circuitos neurais e um efeito modulador nestas vias. Os nossos resultados suportam a 

hipótese de que  o tratamento com ETCC bicefálico é eficaz na redução da compulsão por 

alimentos palatáveis, já demonstrado em estudo prévio com ratos (Macedo et al. 2016) e com 

humanos (Fregni, Orsati et al. 2008). O mecanismo pelo qual o ETCC inibe o “food craving” , 

provavelmente envolva processos neurobiológicos associados a tomada de decisão, processos 

motivacionais e sistema de recompensa (Wang, Yang et al. 2006). 

 

CONCLUSÃO 

 

 Os resultados obtidos nesta dissertação demonstram que o tratamento com ETCC 

bicefálica reduz a compulsão por alimento palatável em ratos obesos após o jejum e reverte o 

aumento do Índice de Lee e do peso do tecido adiposo visceral nestes animais. Além disso, 

verificou-se que a obesidade altera parâmetros de neuroplasticidade e neuroinflamatórios 

(diminui níveis corticais de BDNF e IL-10). Por outro lado, o tratamento com ETCC 

bicefálica diminui os níveis de IL-1β e TNF-α em córtex de animais obesos. A exposição à 

dieta hipercalórica teve efeito ansiolítico que foi revertido pelo tratamento com ETCC.  

Portanto, a exposição a tratamento repetido com ETCC parece atuar em vias envolvidas em 

comportamento alimentar modulando alterações neuroplásticas características da obesidade.  

É importante salientar que este estudo apresenta algumas limitações, entre elas a 

dificuldade do emprego da técnica devido às pequenas dimensões da cabeça do rato que 

contribuiu para designação de “tratamento com ETCC bicefálico” e não ter sido avaliadas 

outras estruturas envolvidas com comportamento alimentar e sistema de recompensa. Desta  

forma são consideradas como perspectivas, a partir dos resultados obtidos nesta dissertação, a 

avaliação de estruturas específicas do encéfalo, incluindo córtex frontal, tronco cerebral, 

estriado e núcleo accumbens. Assim como a avaliação de níveis de dopamina e a expressão de 

seus receptores diretamente relacionados ao sistema de recompensa.  

 O presente estudo fornece uma melhor compreensão dos efeitos da ETCC na 

prevenção ou tratamento da obesidade e na compulsão por alimentos palatáveis. No entanto, 
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são necessários mais estudos para investigar os sistemas de neurotransmissores envolvidos no 

comportamento alimentar, com ênfase para os sistemas opioidérgico, dopaminérgico, 

glutamatérgico e gabaérgico.  
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Aprovação da Comissão de Ética no Uso de animais  

O projeto 11-0455 aprovado pela CEUA/HCPA é um projeto guarda-chuva que 

abrangeu uma tese de doutorado e esta dissertação de mestrado.  

 

 


