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Uma noite eu tive um sonho:

Sonhei que estava andando na praia com o Senhor, e através do céu, passavam cenas da
minha vida. Para cada cena que se passava, percebi que eram deixados dois pares de pegadas
na areia; Um era meu e o outro era do Senhor. Quando a tltima cena da minha vida passou
diante de nds, olhei para tras, para as pegadas na areia, e notei que muitas vezes, no caminho
da vida, havia apenas um par de pegadas na areia. Notei também que isto aconteceu nos
momentos mais dificeis e angustiosos do meu viver. Isso aborreceu-me deveras.

Entdo perguntei ao Senhor:

- Senhor, Tu me disseste que, uma vez que resolvesse Te seguir, Tu andarias sempre comigo,
em todo o meu caminho, mas notei que durante as maiores tribulagdes do meu viver, havia
apenas um par de pegadas na areia. Nao compreendo porque nas horas em que mais
necessitava de Ti, Tu me deixastes...

O Senhor respondeu:

- Meu precioso filho, eu te amo, e jamais te deixaria nas horas de tua prova e de teu
sofrimento. Quando vistes na areia apenas um par de pegadas, foi exatamente ai, que eu te
carreguei nos Bragos.

(atribuido a Mary Stevenson)



RESUMO

Introducdo: A exposicdo cronica a diferentes tipos de dieta altera o metabolismo
hipotaldmico e mesolimbico, podendo causar alteracdes no comportamento alimentar do
individuo. O BDNF, fator de crescimento neuronal, pode atuar na modulagdo do
comportamento alimentar tanto em vias hedonicas quanto homeostaticas. O objetivo do
estudo foi investigar como o BDNF atua na modula¢do do comportamento alimentar em vias
homeostaticas e hedonicas em ratas fémeas com diferentes perfis metabolicos. Materiais e
métodos: Ratas Wistar fémeas adultas randomizadas por peso foram divididas em: dieta
controle (C) contendo 22% de proteina e 4% de lipidios; dieta hipoproteica (LP) 8% de
proteina ou dieta hiperlipidica (HF) 45% de lipidios, ad libitum, por 5 semanas, sendo o
consumo medido a cada 72 horas e o peso semanalmente. O trabalho foi dividido em duas
partes. Na primeira parte, apds as 5 semanas de dieta os animais ficaram em jejum por 4 horas
e foram expostos ao alimento doce (Froot Loops®), previamente pesado, por 1 hora, a fim de
verificar o consumo de alimento palatdvel em ratas com diferentes perfis metabolicos.
Imediatamente apds coletou-se sangue e cérebro, assim como, o peso da gordura abdominal
foi mensurado. Na segunda parte do estudo, apds as 5 semanas de dieta, os animais ficaram
durante 7 dias no BioDAQ®, um sistema computadorizado de andlise do comportamento
alimentar, para avaliar o consumo da dieta habitual em ratas com diferentes perfis
metabolicos. O consumo foi mensurado através de mordidas (diferenca de 0,1 g na balanga) e
refeigdes (conjunto de por¢des por um tempo igual ou menor a 15 min, por¢des sdo mordidas
ininterruptas). No dia 10 foi realizado o teste de preferéncia alimentar no qual o animal
poderia escolher entre a dieta habitual (dieta que eles receberam por 5 semanas) ou a dieta
hipersacaridica (HP) (contendo 34% lipidios, 30,2% carboidratos, 14% proteinas, 20%
sacarose), com duracdo de 20 horas. Apoés 1 semana, foi coletado sangue, cérebro e
mensurada a gordura abdominal. Foi realizado western blotting para tirosina hidroxilase (TH)
e fosfo- tirosina hidroxilase (pTH) no nicleo accumbens, STAT3 e fosfo-STAT3 (pSTAT3)
no hipotdlamo. Adicionalmente, foi mensurado BDNF no soro, no nucleo do trato solitario
(NTS), area tegmentar ventral (VTA) e glicemia no soro. Resultados: Nas 5 semanas de
tratamento, em relagdo ao ganho de peso dos animais ndo houve diferengas significativas
entre os grupos, ndo houve interagcdo, apenas apresentaram efeito do tempo (p< 0,001). A
gordura abdominal foi maior nas ratas HF (p= 0,002) e LP (p= 0,023) em relacdo aos
controles. Os animais que receberam dieta HF comeram menos gramas de Froot Loops® do
que os animais controle (p= 0,003). Durante a habituacdo ao BioDAQ® nao houve diferenca
significativa no consumo de dieta entre os grupos. Na analise do comportamento alimentar no
BioDAQ®, comparando os grupos controle versus hiperlidica (C x HF), animais HF tiveram
o tamanho da refei¢do (g) (p=0,049), nimero de porgdes (p= p< 0,001), tamanho da refeicao
ciclo escuro (p= 0,002), nuimero de porg¢des ciclo escuro (p < 0,001) menor do que os
controles e tamanho da por¢ao ciclo escuro (p=0,006) maior do que os controles. Na analise
do comportamento alimentar, comparando os grupos controle versus hipoproteica (C x LP)
foram encontradas diferengas significativas nos seguintes parametros: média do tamanho da
por¢do (g) (p= 0,004), média do tamanho da por¢do no ciclo claro (g) (p= 0,042), média do
tamanho da refei¢do no ciclo escuro (g) (p= 0,035), média do tamanho da por¢do no ciclo
escuro (g) (p= 0,006). Em todos os pardmetros os animais LP tiveram uma média maior do
que os animais controle. No teste de preferéncia alimentar, os animais HF apresentaram uma
média inferior aos animais controle nos seguintes pardmetros: consumo de dieta
hipersacaridica (Kcal) (p= 0,034), nimero de refei¢des de dieta hipersacaridica (p= 0,016),
numero de por¢des de dieta hipersacaridica (p= 0,001). Os animais HF apresentaram médias
superiores aos animais C em relacdo ao tamanho da por¢do de dieta hipersacaridica (g) (p=
0,023), PMI (intervalo entre refei¢cdes) total de dieta hipersacaridica (p= 0,022), saciedade



total de dieta hipersacaridica (p= 0,008). Durante o teste de preferéncia alimentar
comparando-se controle versus hipoproteica (C x LP), os animais (LP) apresentaram o
consumo de dieta hipersacaridica (kcal) (p= 0,030) e o nimero de porgdes de dieta
hipersacaridica (p= 0,003) menor que os animais controles. Os animais LP apresentaram
saciedade total de dieta hipersacaridica (p= 0,046) maior do que os controles. Nao houve
diferencas significativas nos niveis de glicemia no soro entre os grupos. Os animais HF
apresentaram as médias de pSTAT3 maior do que os controles (p= 0,013) e fosfo-tirosina
hidroxilase menor do que os controles (p= 0,05). Os animais LP apresentaram STAT3 menor
do que os animais controle (p= 0,035) e tiveram resultados de BDNF proximos da
significancia (p=0,053), tendo apresentado uma média inferior aos animais controle.
Conclusées: A exposicao aos diferentes tipos de dieta muda os padrdes de alimentacdo bem
como a estrutura corpdrea. Tanto animais expostos a dieta HF quanto a LP apresentam
alteragcdes compativeis com um estado de pré-resisténcia a leptina. O BDNF parece modular
as vias homeostéticas e hedonicas do comportamento alimentar, no entanto mais estudos sdo
necessarios para entendermos melhor esses mecanismos.

Palavras-chave: comportamento alimentar, dopamina, tirosina hidroxilase, BDNF.



ABSTRACT

Introduction: The chronic exposure to different types of diet modifies the hypothalamic and
mesolimbic metabolism, what can lead to changes in the individual feeding behavior. BDNF,
a neuronal growing factor, can act modulating feeding behavior in hedonic as well as in
homeostatic pathways. The aim of this study was to investigate how BDNF acts modulating
feeding behavior regarding hedonic and homeostatic pathways in female rats with different
metabolic profiles. Materials and methods: Female adult Wistar rats randomized by weight
were divided in: control diet (C) with 22% of protein and 4% of lipids; low-protein diet (LP)
with 8% of protein or high fat diet (HF) with 45% of lipids, ad libitum, for 5 weeks, with the
diet consumption verified every 72 hours and the weight verified weekly. The study was
divided in two parts. In the first part, after 5 weeks receiving diet, animals were submitted to 4
hours of fasting and then were exposed to sweet food (Froot Loops®), previously weighted,
for 1 hour to verify the palatable food consumption in rats with different metabolic profiles.
Immediately after, blood and brain were collected and the abdominal fat weight was verified.
In the second part of the study, after 5 weeks receiving diet, the animals were submitted to the
BioDAQ®, a computer system of feeding behavior analyses, to evaluate the habitual diet
consumption in rats with different metabolic profiles for 7 days. The consumption was
measured through bites (0.1g of difference in the scale) and meals (a group of portions for a
period of time less or equal than 15min, portions are uninterrupted bites). On day 10 the food
preference test was done and the animals could choose between the habitual diet (the one they
have received for 5 weeks) and the high sucrose palatable diet (HP) (with 34% of lipids,
30.2% of carbohydrates, 14% of protein, 20% of sucrose) for a period of 20 hours. After one
week, blood and brain were collected and abdominal fat was measured. Western blotting was
used to verify the content of tyrosine hydroxylase (TH) and phospho-tyrosine hydroxylase
(pTH) in the nucleus accumbens, STAT3 and phospho-STAT3 (pSTAT3) in the
hypothalamus. Additionally, BDNF was measured in the serum, in the solitary tract nucleus
(NTS) and in the ventral tegmental area (VTA) and glycemia was also verified. Results:
Considering the 5 weeks of treatment regarding animals weight gain there was no significant
difference between groups and no interaction, only an effect of time (p<0.001). Abdominal fat
was higher in HF (p=0.002) and LP (p=0.023) rats comparing to controls. Animals that
received HF diet ate less grams of Froot Loops® than controls (p=0.003). During the
habituation to the BioDAQ® no significant difference was seen in the consumption of the diet
between the groups. When analyzing feeding behavior in the BioDAQ®, comparing control
against high fat groups (C x HF), HF animals had a decrease in the size of the meal (g)
(p=0.049), number of portion (p<0.001), meal size in the dark phase (p=0.002), number of
portions in the dark phase (p<0.001) compared to controls while the size of the portion in the
dark phase (p=0.006) was bigger than controls. Analyzing feeding behavior comparing
control against low-protein groups (C x LP) a significant difference was observed in the
following parameters: average of the size of the portion (g) (p=0.004), average of the size of
the portion in the light phase (g) (p=0.042), average of the size of the meal in the dark phase
(g) (p=0.035), average of the size of the portion in the dark phase (g) (p=0.006). LP animals
showed a higher average than controls in all parameters. In the food preference test, HF
animals showed a lower average than controls in the following parameters: consumption of
high sucrose palatable diet (Kcal) (p=0.034), number of meals of high sucrose palatable diet
(p=0.016), number of portions of high sucrose palatable diet (p=0.001). HF animals showed
higher averages than controls regarding the size of the portion of the high sucrose palatable
diet (g) (p=0.023), total PMI (post interval meal) of high sucrose palatable diet (p=0.022) and
total satiety of high sucrose palatable diet (p=0.008). In the food preference test comparing
controls against low-protein groups (C x LP), LP animals showed a lower consumption of



high sucrose palatable diet (Kcal) (p=0.030) and a lower number of portions of high sucrose
palatable diet (p=0.003) than control animals. LP animals showed total satiety of high sucrose
palatable diet (p=0.046) bigger than controls. There was no significant difference in the
glycemia levels between groups. HF animals had pSTAT3 averages higher than controls
(p=0.013) and phospho-tyrosine hydroxylase lower than controls (p=0.05). LP animals
showed STAT3 lower than control animals (p=0.035) and had BDNF results close to the
significance (p=0.053), showing a lower average than control animals. Conclusion: The
exposure to different types of diets changes the feeding patterns as well as the body structure.
Animals exposed to HF diet as well as those exposed to LP diet showed changes related to a
leptin pre-resistant state. BDNF seems to modulate homeostatic and hedonic feeding behavior
pathways, however more studies are necessary to a better understanding of the mechanisms.

Keywords: feeding behavior, dopamine, tyrosine hydroxylase, BDNF.
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1 INTRODUCAO

1.1 Obesidade: uma questio de saude publica

Nas tultimas décadas houve um significante aumento nos niveis de obesidade na
populagdo mundial, comecando a substituir em nimeros as doengas infecciosas e a
desnutricdo. A obesidade esta associada com diabetes mellitus, doenca coronariana, certos
tipos de cancer e transtornos do sono (KOPELMAN, 2000). A obesidade ¢ definida pelo
indice de massa corporal - IMC (peso dividido pelo quadrado da altura), de 30 ou mais
(KOPELMAN, 2000).

A epidemia global de obesidade resulta de uma combinacdo de susceptibilidade
genética, maior disponibilidade de alimentos ricos em energia e diminuigdo da exigéncia de
atividade fisica na sociedade moderna (KOPELMAN, 2000). A obesidade ndo deve mais ser
considerada simplesmente como um problema estético que afeta certos individuos, mas uma
epidemia que ameaga globalmente o bem-estar (KOPELMAN, 2000). A dieta rica em
gordura ¢ um dos principais responsaveis pela epidemia da obesidade (PEREIRA-LANCHA
et al., 2010), assim como o sedentarismo. Os avangos tecnoldgicos, tais como utensilios
domésticos automatizados, a internet, € 0 maior acesso a essas inovagdes contribuiram para o
aumento do sedentarismo (JAMES, 2008). Desde a década de 90 a industria alimenticia tem
desenvolvido mais alimentos prontos e ricos em lipidios, sal, acucares e acidos graxos. Essas
mudancgas foram feitas de acordo com as preferéncias da sociedade ocidental (JAMES, 2008).
Refeigdes regulares deram lugar a lanches. Isto por sua vez, significa que o sistema
regulatorio cerebral tem um maior esfor¢o para limitar o consumo, ndo mais tentando operar
com base em 3 ou 4 refeicdes regulares por dia, mas tentando ir contra a incessante pressao
sobre as pessoas em comprar produtos prontos, com forte marketing, atraentes € com imediata
gratificacdo. Além do mais, o alto preco de frutas e verduras desencoraja o seu consumo
(JAMES, 2008) facilitando o consumo de alimentos nao tao saudaveis.

Diferentes tipos de dieta podem induzir a obesidade. Estudos demonstram que dieta
rica em gordura diminui os niveis de leptina, reduzindo a saciedade e levando a hiperfagia,
com conseqiiente ganho de peso (AINSLIE et al., 2000; SURWIT et al., 1995). Em um
trabalho de LOMBA et al. (2010), animais que receberam dietas ricas em gordura
comparados com controles apresentaram aumento do peso corporal, adiposidade e tolerancia a

glicose diminuida, propondo que a dieta hiperlipidica produz sobrepeso independente do total
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de energia consumida. Este autor sugere ainda que a dieta hiperlipidica poderia induzir
mudangas epigenéticas relacionadas a alteragdes metabdlicas (LOMBA et al., 2010).

O consumo de diversos alimentos hiperpalataveis simultaneamente pode levar a
hiperfagia e desenvolvimento de obesidade (ROLLS et al., 1982), podendo o mesmo estar
relacionado a fatores hedonicos. Hé estudos relacionando a obesidade ndo a superalimentagao
e sim a padrdes de alimentacdo alterados; por exemplo, ratos que receberam dieta
hiperlipidica apresentaram aumento de peso corporal e adiposidade, maior quantidade de
calorias ingeridas/refei¢cdo, menor nimero de refei¢cdes por dia, consumindo maior quantidade
em gramas/minuto (FURNES et al., 2009). Ou seja, animais expostos a dieta rica em gordura
comem menos vezes por dia e em maior quantidade. Individuos obesos e/ou com transtornos
alimentares podem apresentar esse tipo de comportamento.

Individuos obesos comparados a individuos com IMC normal mostraram aumento da
ativagdo de circuitos de recompensa (ROTHEMUND et al., 2007). Estudos mostram a relagao
entre aumento da sensibilidade a recompensa e aumento de peso em humanos, sendo assim a
sensibilidade a recompensa um fator de risco a obesidade (DAVIS et al., 2004). Sugere-se que
os baixos niveis do receptor D2 nas regides mesolimbicas de obesos poderia predispor estes
sujeitos a abuso de drogas (ou comida) como uma maneira de compensar a ativagdo
diminuida dos sistemas de recompensa (VOLKOW et al., 1999). Mulheres obesas apresentam
mais anedonia do que mulheres com sobrepeso (DAVIS et al., 2004). O estriado dorsal ¢
menos reativo a recompensa a comida em obesos por esta reduzida densidade de receptores
D2 e comprometida sinalizacdo de dopamina, o que leva os individuos a hiperfagia como
forma de compensar o déficit da recompensa (STICE et al., 2008). Os receptores D2 regulam
a responsividade estriatal ao alimento palatavel e a sua sinalizagdo diminuida pode induzir o
ganho de peso (KENNY, 2011).

Um estudo mostrou que ratos propensos a obesidade que receberam dieta rica em
gordura durante 3 semanas apresentaram um sistema dopaminérgico accumbal menos sensivel
a sinais fisioldgicos especificos relacionados a ingestdo de gordura, tais como elevados niveis
circulantes de triglicerideos, que atuam sobre a atividade do sistema dopaminérgico (RADA
et al., 2010). Este achado demonstra que o desenvolvimento da obesidade ¢ associado com a
disfun¢do da transmissdo dopaminérgica mesoestriatal, mais proeminente nos receptores D2
no estriado, e a sinalizagdo deficiente de receptores D2 contribui para a emergéncia do déficit
da recompensa durante o desenvolvimento de obesidade em ratos (KENNY, 2011).

Por outro lado dietas hipoproteicas também podem levar a obesidade. Usualmente

relacionam-se dietas hiperlipidicas e de cafeteria ao desenvolvimento da obesidade (LOMBA
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et al., 2010; MACEDO et al., 2012). No entanto, o alimento pobre em proteina também pode
influenciar no aumento de peso. Em humanos, dietas hipoproteicas podem levar a obesidade
e hiperfagia (DULLO; JACQUET, 1999), sendo que o aumento da quantidade de comida
consumida ¢ uma maneira de compensar o déficit nutricional desse tipo de dieta.

A exposicdo cronica a dietas pobres em proteinas pode levar a um déficit de
aminoacidos e a desregulagdo na neurotransmissdo do sistema nervoso central (YOUNG,
1996). Podemos citar como exemplo a dieta pobre em triptofano (aminoacido precursor da
serotonina), que pode desencadear no individuo sintomas depressivos (YOUNG et al., 1985;
VAN der DOES, 2001). Um estudo mostrou que animais que receberam dieta hipoproteica
(4% proteina) durante 11 dias apresentaram aumento da exploragdo no labirinto em cruz
elevado e aumento de norepinefrina no estriado (LIEBERMAN et al., 2005). A dieta
hipoproteica em geral leva a hiperfagia (APARECIDA de FRANCA et al., 2009) e aumento
da adiposidade (WHITE et al., 2000, WHITE et al., 1994) isso ¢ um mecanismo adaptativo

para tentar suprir a falta energética.

1.1.2 Vulnerabilidade do sexo feminino a obesidade

Um dos fatores relacionados a vulnerabilidade do sexo feminino a obesidade ¢ a
ciclicidade hormonal. Enquanto o aumento plasmatico nos niveis de estradiol diminui a
ingesta alimentar e aumenta o exercicio voluntario levando a perda de peso corporal (WADE,
1972; GEARY 2001), ratas submetidas a ovariectomia apresentam o aumento do tamanho da
refei¢do e diminuicao da freqiiéncia da mesma (GEARY, 2001).

As mais prevalentes formas de distarbios alimentares sdo caracterizadas pela
compulsdo alimentar, que ¢ o consumo de uma grande quantidade de alimento dentro de um
curto periodo e a perda de controle da ingesta alimentar durante o episédio (KLUMP et al.,
2011). A compulsdo alimentar é a principal caracteristica da bulimia, transtorno alimentar
caracterizado por periodos de compulsdo alimentar seguidos por comportamentos nao
saudaveis para perda de peso rapido como induzir vomito, uso de laxantes, abuso de cafeina,
uso de cocaina e/ou dietas inadequadas (WALSH, 2011). Disturbios alimentares (como a
bulimia) s3o mais prevalentes em mulheres do que homens (JOHNSON et al., 2001).
Hormonios ovarianos estdo entre os principais candidatos a mediadores neurobiologicos da
sindrome da bulimia em mulheres (KLUMP et al., 2011).

A constituigdo corpdrea do homem ¢ diferente da mulher, ou seja, o corpo feminino

tem maior percentual de gordura. Conseqilientemente, produz e libera maior quantidade de



19

leptina (WABISCH et al., 2001). Em contraste, homens tém mais desenvolvimento de
adiposidade abdominal, que ¢ associado com o aumento de comorbidades (NOOKAEW et al.,
2013). Os niveis de leptina sdo sexo-especificos, aumentando na mulher a partir da
puberdade, devido ao aumento da adiposidade corporal nesse periodo (WABISCH et al.,
2001). Durante a gestacdo, os niveis de leptina também aumentam vertiginosamente,
chegando até mesmo a duplicar, no entanto no poés-parto ha uma queda abrupta dos mesmos
levando a uma dessensibilizagdo dos receptores (RUMP et al., 2001), fato que poderia
explicar a dificuldade da perda de peso no pos-parto. A resisténcia a leptina durante a
gravidez ¢ um mecanismo fisioldégico que proporciona aumento de reservas de energia para

atender a alta demanda do desenvolvimento fetal ¢ a lactagdo (GRATTAN et al, 2007).

1.2 Regulacio do comportamento alimentar

Comportamentos motivados sdo impulsos que nos levam a realizar certos ajustes
corporais ou comportamentais, visando a perpetuacao da espécie e a homeostase (LENT,
2010). Esses comportamentos envolvem 2 tipos de agdes, os comportamentos apetitivos € os
comportamentos consumatorios. Os comportamentos apetitivos sdo atos preparatorios para a
satisfacdo da necessidade motivante. Os comportamentos consumatérios sio a realizacdo da
satisfacdo final. No caso do comportamento alimentar, por exemplo, a busca pelo alimento
caracteriza o comportamento apetitivo, € o ato de comer seria o comportamento consumatorio
(LENT, 2010).

O comportamento alimentar ¢ um comportamento motivado essencial a sobrevivéncia,
envolvendo diversos e complexos mecanismos de regulagdo. Nos podemos dividir o ato da
alimentacdo em 3 fases: Fase cefalica: A visdo e o aroma disparam processos fisioldégicos que
antecipam a chegada do alimento. O sistema parassimpatico e a divisdo entérica do sistema
nervoso autonomo sio ativados, causando a secrecdo de saliva na boca e de suco gastrico no
estomago; Fase gastrica: ¢ quando o alimento ¢ ingerido. Fase de substrato: ¢ a fase onde o
alimento ¢ digerido e os nutrientes come¢am a ser absorvidos e chegam a corrente sanguinea
(BEAR et al., 2002). Em cada uma dessas fases ha mecanismos especificos que atuam na
regulacdo do comportamento alimentar.

O comportamento alimentar humano ¢ regulado por duas vias: a homeostatica e a
hedonica (HARROLD et al., 2012), a desregulagdo delas pode levar a distarbios e patologias.
O controle homeostatico do apetite ¢ mediado pela necessidade biologica de manutengdo

corporal dos depodsitos de reservas energéticas (HARROLD et al., 2012). Por outro lado, o
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controle hedonico do apetite ¢ mediado pelo prazer e sensacdo de recompensa envolvida no
consumo de alimentos palataveis.

Gordon Kennedy, em 1952, prop0s a teoria lipostatica postulando que o organismo
monitora a quantidade de gordura corporal e preserva as reservas energéticas contra
perturbagdes (tendéncia a manter o peso inicial), com o objetivo de manter a homeostase. Isso
¢ um dos fatores que poderia explicar o porqué temos tanta dificuldade em perder peso,

enquanto nosso organismo “luta” para manter o peso inicial (KENNEDY, 1952).

1.2.1 Regulacio periférica do comportamento alimentar

Ha fatores periféricos envolvidos na regulagdo do comportamento alimentar, eles
tipicamente sdo liberados como conseqiiéncia da ingesta alimentar (HARROLD et al., 2012).

Abordaremos a seguir os principais fatores periféricos.

1.2.1.1 Sinais de saciedade

Entre os fatores periféricos de regulagdo do comportamento alimentar estdo os sinais
de saciedade (HARROLD et al., 2012, YOUNG, 2012). Os sinais de saciedade sdo gerados
no trato gastrointestinal durante uma refei¢do, e regulam a ingestdo alimentar induzindo a
sensa¢do de plenitude. Depois da entrada no lumen gastrointestinal, os nutrientes provocam a
secrecao de varios peptideos, além de estimular a atividade vagal e vias simpaticas aferentes
para o nucleo do trato solitario (NTS), no tronco cerebral, que fornecem informagdes sobre
propriedades dos nutrientes (WOODS, 2004). O ntcleo do trato solitdrio (NTS) expressa os
receptores de POMC e leptina, o que sugere que essa area cerebral, assim como o nucleo
arqueado (ARC), ¢ capaz de integrar sinais periféricos de saciedade e de adiposidade com a
informacdo hipotalamica (SCHWARTZ et al., 2000). Estes mesmos peptideos também
alcancam o rombencéfalo através da corrente sanguinea e interagem com os receptores locais.
Os mais importantes sinais de saciedade sdo a colecistocinina (CCK), bombesina, glucagon,
peptideo semelhante ao glucagon tipos 1 e 2, apolipoproteina A-IV, amilina, somatostatina,
enterostatina, e peptideo YY (3-36) (PYY336) (VALASSI et al., 2008). O NTS também tem
receptores de serotonina 5-HT3 (5-hidroxitriptamina), monoamina relacionada ao controle do
humor. A serotonina no NTS medial participa do controle do tamanho da refei¢ao e medeia a
acdo da colecistocinina (CCK), induzindo supressdo da ingestdo alimentar (HAYES;

COVASA, 2006).
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1.2.1.2 Sinais de fome

A fase cefilica do controle do apetite se refere a respostas fisiologicas iniciadas pela
visdo ou cheiro da comida. Essa fase antecipatdria prepara o sistema digestivo para comegar a
refeicdo. Respostas da fase cefilica ocorrem na boca (secrecdo antecipada da saliva),
estobmago e intestino. O contato principalmente quimico, por exemplo, o gosto, e também
estimulo fisico, ex: sentir o alimento na boca (oleosidade, viscosidade) através de receptores
na mucosa do nariz e boca, transmite sinais para o cérebro através de fibras aferentes
primdrias olfativas, gustativas e pares cranianos (1,5 7, 9 e 10) (HARROLD et al., 2012).

Tem sido proposto que alteragdes na glicemia sanguinea poderiam fornecer um sinal
para o inicio de uma nova refei¢do. Deteccdo de glicose ocorre centralmente em diferentes
locais do rombencéfalo ao hipotalamo (LEVIN, 2002). Estes areas do cérebro, juntamente
com sensores de glicose periféricos, representam uma rede que controla a disponibilidade da
glicose. A disponibilidade de glicose influencia a expressdo e metabolismo de varios
neuropeptideos orexigenos e anorexigenos (LEVIN, 2006; HARROLD et al., 2012).

A reducdo da disponibilidade de glicose, ou o aumento da grelina circulante leva ao
aumento no nucleo arqueado (ARC) de liberacdo de neuropeptideo Y (NPY) que inibe a
proopiomelanocortina (POMC). O hormoénio estimulante da tiredide (TSH) e o hormoénio
liberador de corticotropina (CRH) estimulam a secre¢do de hipocretina/orexina e hormdnio
concentrador de melanina (MCH) do hipotalamo lateral para aumentar a ingestdo alimentar e
reduzir a taxa metabolica. O nucleo arqueado (ARC) € um 6rgdo circunventricular, responde a
uma grande variedade de hormdnios, e parece orquestrar as respostas do cérebro as mudancas
de demanda energética (CONE et al., 2001).

A grelina é um horménio que sinaliza a fome. E um horménio periférico secretado
pelas células oxinticas do estdmago (VASSALI et al., 2008). Este o unico hormoénio
(conhecido até o momento) que estimula o comportamento alimentar (HARROLD et al.,
2012). Os receptores de grelina (GHS-R1a) estdo localizados nos neur6nios NPY e o
hormonio liberador do hormonio do crescimento (GHRH) (VASSALI et al., 2008). O efeito
orexigénico da grelina ¢ talvez explicado pela estimulagdo de neurénios NPY no nucleo
arqueado (HARROLD et al., 2012). Um estudo mostrou que a administracdo de grelina
central induz aumento da atividade locomotora, da liberacdo de dopamina no nucleo
accumbens, sugerindo que a grelina poderia ativar o sistema dopaminérgico mesoaccumbal,
sistema associado a recompensa e comportamentos motivados (JERLHAG et al., 2006).

Surpreendentemente, a dieta hiperlipidica pode inibir a hiperfagia causada pela liberacdo da
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grelina (GARDINER et al., 2010), esses achados mostram a grande influéncia que a dieta tem

sobre 0 metabolismo do individuo.

1.2.1.3 Sinais de adiposidade

Sinais de adiposidade de acordo com Woods (2004) sdo hormonios secretados no
sangue em propor¢do direta a quantidade de gordura corporal armazenada. Os mais
conhecidos sinais de adiposidade sdo a insulina e a leptina.

A insulina ¢ secretada pelas células pancredticas f em respostas ao aumento de
glicose. Entretanto, a insulina basal na auséncia de niveis elevados de glicose, bem como o
aumento da insulina acima do basal durante as refei¢des, ¢ diretamente proporcional ao total
de gordura corporal ou adiposidade (BAGDADE et al., 1967; POLANSKY et al., 1988).
Individuos obesos apresentam maiores niveis de insulina basal e em resposta ao alimento
comparado a individuos magros (POLANSKY et al., 1988). Receptores de insulina e leptina
sdo expressos pelos neurdnios envolvidos no balango energético, a administracdo de ambos os
hormonios diretamente no cérebro diminui o a ingesta alimentar (SCHWARTZ et al., 2000),
ou seja, ambos sdo considerados hormonios anoréticos liberados durante o estado poOs-
prandial.

A leptina ¢ secretada pelos adipdcitos em proporcao direta a quantidade de gordura
corporal armazenada. A leptina sinaliza o nucleo arqueado (ARC) a modular o balango
energético e crescimento (WOODS ef al., 1998). A ativagdo destes neurdnios leva a redugdo
da atividade de neurdnios NPY/AgPR e ativacdo de neuronios POMC. Conseqiientemente o
a-hormonio estimulador de melanocito (a-MSH) se liga a receptores de melanocortina 3 e 4
(MC 3 e 4 respectivamente) em células do horménio concentrador de melanina (MCH) no
hipotalamo lateral para reduzir a ingestdo alimentar e com o horménio estimulante da tiredide
(TSH) e o hormoénio liberador da corticotropina (CRH) no nucleo paraventricular, aumentam

o gasto energético (ABIZAID; HORVATH, 2008).

1.2.2 Regulacao central do comportamento alimentar

1.2.2.1 Hipotalamo e o controle homeostatico do apetite
O hipotalamo ¢ o centro integrador dos comportamentos motivados; em relacdo ao
comportamento alimentar, esta estrutura ¢ responsavel pela homeostasia organica e

manutengdo do peso corporal (WILLIAMS et al., 2000). O hipotalamo 1€, interpreta e integra
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uma gama de sinais que descreve o estado nutricional do animal e seu ambiente externo,
fazendo ajustes apropriados na ingestdo alimentar, gasto de energia e metabolismo como
resultado das informagdes recebidas (WILLIAMS et al., 2000). Em mamiferos, o hipotadlamo
se divide em mais de 40 areas e nilicleos histologicamente distintos e muitos deles podem ser
divididos ainda em subnticleos. Entre eles estao:

O nucleo arqueado do hipotdlamo (ARC) esté localizado na base do terceiro ventriculo
bilateralmente e imediatamente acima da eminéncia mediana. A eminéncia mediana ¢ um dos
orgdos circunventriculares, regides do sistema nervoso central que recebem sinais quimicos e
fisico-quimicos do organismo que orientam a sua fun¢do (LENT, 2010); nessas regides a
barreira hematoencefalica ¢ permedvel. O ARC contém populagdes de neurdnios que
expressam o gene do neuropeptideo Y (NPY) juntamente com o peptideo relacionado ao gene
cutia (AgRP) e os neurdnios que expressam o gene da proopiomelanocortina (POMC); a
clivagem do mesmo forma o peptideo anorético a-hormoénio estimulador de melanécito (o-
MSH) (WILLIAMS et al., 2000; ABIZAID; HORVATH, 2008). A POMC atua sobre os
receptores MC 3 e 4 presentes em varios niicleos hipotaldmicos, reduzindo o consumo
alimentar e gasto de energia de um modo semelhante a leptina (BOSTON et al., 1997). Os
neurdnios POMC sintetizam um segundo peptideo anorético, o peptideo relacionado a cocaina
e anfetamina (CART) (ELIAS et al., 2001). O ARC contém densa concentracdo de neurdnios
sensiveis a leptina, sendo aceito como regido chave do balango energético (ABIZAID;
HORVATH, 2008). O neuropeptideo Y (NPY) estd implicado na manutencdo do peso
corporal e balango energético (ABIZAID; HORVATH, 2008), sendo produzido no nucleo
arqueado (ARC) e liberado no nticleo paraventricular (PVN). Quando administrado
intraventricularmente, o NPY estimula o comportamento alimentar (BILLINGTON et al.,
1991), sendo um peptideo orexigénico. Os neurénios NPY produzem também um segundo
peptideo orexigénico, o peptideo relacionado ao gene cutia (AgRP), antagonista endégeno dos
receptores MC3 e 4 (OLLMANN et al., 1997). Neurdnios NPY também expressam o acido vy
aminobutirico (GABA), neurotransmissor inibitério (PU et al., 1999). O GABA inibe a
POMC e a CART estimulando o comportamento alimentar (PU et al., 1999, ABIZAID;
HORVATH, 2008).

Ha também o nucleo paraventricular (PVN), um local onde estdo situadas numerosas
vias neuronais implicadas no balango energético, incluindo principalmente projecdes de
neurénios NPY do nuacleo arqueado do hipotadlamo (ARC) e outras proje¢des contendo

orexinas. Lesdes do nutcleo ventromedial (VHM) ou do nucleo paraventricular (PVN)
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produzem uma sindrome de hiperfagia e obesidade, mas ndo ¢ inteiramente claro se as
sindromes sdo devido ao dano aos neurdnios ou as fibras que passam por essas regioes.

O nucleo ventromedial (VHM) foi identificado como alvo importante da leptina, onde
ela atua inibindo a alimentagdo, estimulando o gasto de energia e causando perda de peso
(WILLIAMS et al., 2000; SATOH et al., 1997).

O hipotalamo dorsomedial (DHM), tem extensivas conexdes com outros nucleos
hipotaldmicos mediais e o hipotdlamo lateral, e acredita-se que tenha um papel integrador no
processamento de informagdes a partir de populagdes neuronais desses sitios (ELMQUIST et
al., 1998).

O hipotdlamo lateral (LHA) tem uma menor densidade de corpos celulares,
expressando o hormonio concentrador de melanina (MCH) e as orexinas (hipocretinas).
Também contém numerosos sistemas de fibras que se projetam para, e sdo originadas de
estruturas do tronco cerebral responsaveis por varias fungdes viscerais, discrimina¢do do
paladar e distensdo gastrica (nicleo do trato solitario e nucleo parabraquial) (BERNARDIS;
BELLINGER, 1996; WILLIAMS et al., 2000). O hipotalamo lateral (LHA) foi classicamente
denominado “centro da fome”, abrangendo neurdnios e terminais contendo peptideos
orexigénicos, e também neurdnios sensiveis a glicose que sdo estimulados pela hipoglicemia
(principalmente pelas vias ascendentes do tronco cerebral), sendo crucial na mediacdo da
hiperfagia acentuada pela hipoglicemia (BERNARDIS; BELLINGER, 1996; WILLIAMS et
al., 2000). Por sua vez, o hipotdlamo ventromedial (VHM) era conhecido como “centro da
saciedade”, sendo que durante muitas décadas a hipotese dualista (centro da fome x centro da
saciedade) foi dominante. No entanto, com o passar do tempo, os estudos evidenciaram outros
mecanismos envolvidos na regulagdo do comportamento alimentar (ABIZAID; HORVATH,
2008). A parte perifornical do hipotdlamo lateral (LHA) envolve o feixe longitudinal de fibras
do fornix, contendo alta densidade de receptores NPY (WILLIAMS et al., 2000). As
hipocretinas/orexinas se projetam para o nucleo arqueado (ARC), fazendo sinapse com as
células NPY/AgRP, acredita-se que este circuito tenha um papel importante na ingestdo de

alimentos induzida pela hipocretina/ orexina (HORVARTH et al., 1999).
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1.2.2.2 Controle hedénico do apetite

Palatabilidade e prazer sdo sem duvida o mais poderoso motivador da ingestdo
alimentar, a natureza do alimento compensador parece ser capaz de substituir o controle
homeostatico, agindo como um estimulo mesmo na auséncia de déficit de energia
(HARROLD et al., 2012). O sistema endocanabinoide, os opidides (HARROLD et al., 2012)
e o sistema mesolimbico (VOLKOW et al., 2011) estdo envolvidos no controle hedonico do
apetite. Em animais, antagonistas opidides parecem reduzir seletivamente a ingestdo de
alimentos hiperpalataveis (COOPER, 1983). Os endocanabindides possivelmente medeiam o
desejo e o prazer pelos alimentos hiperpalatdiveis (HARROLD et al., 2012). A via
mesolimbica ¢ composta por neurdnios dopaminérgicos na area tegmentar ventral (VTA) com
projecdes para o nucleo accumbens (NAC) e cortex pré-frontal (mPFC) (CORDEIRA; RIOS,
2011). Este circuito neural esta envolvido com os efeitos comportamentais de drogas de abuso
€ recompensas naturais, tais como alimentos, o que provoca liberagdo de dopamina em alvos
mesolimbicos (CORDEIRA; RIOS, 2011). Outras proje¢des dopaminérgicas também estao
implicadas, incluindo o estriado dorsal (caudado e putdmen), cortex (orbitofrontal — OFC, giro
cingulado - ACC), regides limbicas (hipocampo e amigdala) e hipotalamo lateral (VOLKOW
et al., 2011). Aferéncias glutamatérgicas a neurdénios dopaminérgicos de regides envolvidas
com percepcdo sensorial (insula ou cortex gustativo primario), homeostase (hipotdlamo),
recompensa (nucleo accumbens), emoc¢do (amigdala e hipocampo), multimodal (cortex
orbitofrontal — OFC) modulam sua atividade em resposta a recompensa € respostas
condicionadas a comida (GEISLER, 2008).

A alimentagdo hedodnica tipicamente envolve o consumo de energia densa, alimentos
altamente palataveis e tem sido associada a via dopaminérgica mesolimbica, um regulador de
comportamentos motivados e busca por recompensa (CORDEIRA et al., 2010). O “querer” e
o “gostar” sdo dois estados envolvidos no comportamento alimentar hedonico (BERRIDGE,
2009). O “querer” ¢ a motivagdo para algo, o impulso ou desejo de obter algo. O “gostar” ¢ o
componente heddnico do prazer. As vezes, buscamos coisas sem necessariamente sentirmos
prazer ao obté-las (LENT, 2010). O sistema dopaminérgico estriatal ¢ predominantemente
implicado (embora ndo exclusivamente) no “querer”, os sistemas opiodide e canabindide sdo
predominantemente (embora ndo exclusivamente) implicados no “gostar” (VOLKOW et al.,
2011).

Estudos de imagem identificaram quatro principais circuitos encefélicos relevantes na

neurobiologia do abuso de drogas, vicio e obesidade: 1) recompensa/sali€ncia; 2) motivagao;
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3) aprendizado/condicionamento; 4) controle inibitoério/ regulagdo emocional/ fungdo
executiva (VOLKOW et al., 2008a). Foi proposto um modelo de obesidade que postula que
durante a exposicdo ao reforcador ou para os sinais condicionados para o reforco, a
recompensa esperada (processada pelo circuito de memoria) resulta em superativagdo dos
circuitos de recompensa e motivagdo, enquanto diminui a atividade no circuito de controle
cognitivo. Isto contribui para a incapacidade para inibir a busca e consumo da droga (nos
adictos) ou a comida (nos obesos), apesar da tentativa de fazé-lo. Os circuitos neurais
controlados pela dopamina interagem um com o outro, € a interrup¢do de um circuito pode ser
contraposto pela atividade do outro, o que explicaria por que um individuo pode ser menos
capaz de exercer o controle sobre o seu comportamento em relacdo ao uso de drogas ou a
comida, mais do que em outros tipos de comportamento (VOLKOW et al., 2008a).

Como dito anteriormente, estudos mostraram a diminui¢do da sinaliza¢do de dopamina
em regides estriatais em obesos (GEIGER et al., 2009; WANG et al., 2001). A diminui¢ao da
quantidade de receptores D2 tem sido relacionada a compulsdo alimentar em ratos obesos
(JOHNSON; KENNY, 2010) e a diminuigdo da atividade metabdlica no cortex orbitofrontal
(OFC) e giro cingulado (ACC) em humanos obesos (VOLKOW et al., 2008b). Além disso, a
diminuicdo da atividade da dopamina no VTA resulta em um dramdatico aumento no consumo
de alimento hiperlipidico em camundongos (CORDEIRA et al., 2010). A hipoatividade da via
dopaminérgica mesolimbica tem sido sugerida como causa da sindrome da deficiéncia da
recompensa, que se manifesta com a superperalimentagdo compensatoria (CORDEIRA;
RIOS, 2011). Individuos obesos, quando comparados a individuos magros, experimentaram
menos ativagdo dos circuitos de recompensa do consumo real do alimento (recompensa
consumatdria), enquanto mostraram maior ativagao de regides corticais somatossensoriais que
processam a palatabilidade quando antecipam o consumo (STICE et al., 2008a). Ou seja, ha
uma desregulacdo nos mecanismos de recompensa entre o que € realmente ingerido e o que ¢
esperado. Um aumento da atividade das regides relacionadas a palatabilidade poderia levar
individuos obesos & superalimentacdo ou uso de outros reforgadores naturais, enquanto a
ativacdo dopaminérgica reduzida pelo consumo real de alimentos poderia levar ao
superconsumo como uma maneira de compensar a fraca sinalizacdo de dopamina (STICE et
al., 2008b). E proposto que situagdes nas quais existe uma incompatibilidade entre a
recompensa esperada e a recompensa obtida promovem compulsdo alimentar como uma
tentativa de atingir o nivel esperado de recompensa. (VOLKOW et al., 2011).

Mecanismos neuronais que regulam a recompensa/hedonia e o metabolismo

energético modulam o comportamento alimentar. Sinais periféricos que regulam sinais da
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fome homeostatica parecem aumentar a sensibilidade de regides limbicas ao estimulo da
comida quando eles sdo orexigenos (grelina) e diminuem a sensibilidade a ativagdo quando
eles sdo anorexigenos (leptina e insulina). A desregulagdo entre os mecanismos homeostaticos
e hedonicos pode levar a superalimentagdo a contribuir para o desenvolvimento da obesidade
(VOLKOW et al., 2011).

Existem evidéncias que a obesidade estd associada a disfungdes cognitivas, assim
como desregulacdo nas fungdes executivas, atengdo e memodria (VOLKOW et al., 2011).
Impulsividade, déficit de atencdo e hiperatividade sdo fatores de risco para a obesidade
(DAVIS, 2009). Sujeitos impulsivos apresentam tomada de decisdo pouco adequada. Existem
muitas similaridades entre superalimentacdo e abuso de drogas, ambos ativam os mesmos
sistemas de recompensa. Individuos adictos em drogas usam-na como automedica¢do para
impulsionar um sistema de recompensa lento ou hipo-funcional, essa desregulacdo ¢
conhecida como sindrome da recompensa deficiente. Os mesmos mecanismos acontecem na
superalimentacdo. O polimorfismo Ankyrincontaining kinase 1 (ANKK1), gene vizinho a
d2r2, esta associado com essa deficiéncia. Ndo se sabe como este marcador influencia a
expressio de d2rd2 ou se o gene ANKKI1 ¢ biologicamente ligado a fungdo d2rd2. E sugerido
que individuos com alelo Taql A+ (genotipos A1/Al e A1/A2) tém uma reducdo no niimero
de receptores D2, diminuindo a sinaliza¢do de dopamina com conseqiiente hipo-resposta a
recompensa (DAVIS, 2009). Alzheimer e outras deméncias também contribuem para a
vulnerabilidade a obesidade (VOLKOW et al., 2011). O papel da dopamina no controle
inibitério ¢ bem reconhecido e a sua perturbagdo pode contribuir para distirbios
comportamentais de descontrole, tais como a obesidade. Uma correlagdo negativa entre IMC
e o receptor D2 estriatal foi relatada em obesos (WANG et al., 2001), bem como em

individuos com sobrepeso (HALTIA et al., 2007).

1.2.2.3 O papel da leptina e do BDNF na regulacio do comportamento alimentar

A leptina, produto do gene ob, ¢ produzida principalmente no tecido adiposo, esta
presente no plasma, e chega ao cérebro via corrente sanguinea. Ela é produzida também em
outros locais como o tecido adiposo marrom, epitélio gastrico, osteoblastos, epitélio mamario,
placenta, figado, coragdo, células dos foliculos capilares; ¢ provavel que em alguns dessas
regides o alvo seja local, ou seja, pardcrino e nao endocrino (SOUSA et al., 2009). A leptina,

a longo prazo, controla a adiposidade e regula alteracdes metabdlicas em resposta a mudangas
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nutricionais (VASSALI et al., 2008). Os receptores de leptina sdo encontrados na forma longa
(OB-R1) e curta (OB-Rs). A forma longa ¢ encontrada em vérias regides do cérebro e a forma
curta nos demais tecidos (adiposo, géstrico, gdnadas, placenta...).

A ativagdo do receptor ObRb pela leptina e a conseqiiente transcricdo gé€nica pode
ocorrer por trés cascatas de sinaliza¢do, que incluem a ativagdo do JAK2/STAT3, a ERK/
MAP quinase e a fosfoinositol 3-cinase (PI3K) (SAHU, 2004). A acdo da leptina no seu
receptor associado ao JAK2 fosforila o STAT3 intracelular que, por sua vez, ird atuar como
um fator de transcricdo de diversos genes, incluindo o gene supressor da sinalizacdo de
citocinas-3 (SOCS3), que produz uma proteina intracelular que impede a ativagdo adicional
da ObRb (SAHU, 2004). O papel fundamental dos STAT3 como um fator de transcricdo que
medeia os efeitos da leptina no balango energético tem se destacado recentemente pela
geracdo de camundongos com dele¢cdes em diferentes sitios para a fosforilagio de STAT3,
tornando os animais com sinalizacdo STAT3 deficiente. Esses camundongos sdo gravemente
obesos e resistentes a insulina, e mostram alta expressdo da NPY/AgRP e expressdo
diminuida de POMC no ARC (GAO et al., 2004; BATES et al., 2003). A resisténcia central a
leptina pode ocorrer devido a hiperleptinemia, um extenso periodo de exposi¢ao hipotalamica
a altos niveis desse hormonio pode levar ao desenvolvimento de resisténcia central a leptina
(SAHU, 2004).

O fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) ¢ um membro da familia das
neurotrofinas, juntamente com o fator do crescimento nervoso (NGF), neurotrofina-3,
neurotrofina-4. E expresso durante o desenvolvimento e em sinapses excitatorias em
neuronios imaturos. Inicialmente, foi identificado como um fator de crescimento auxiliando a
sobrevivéncia de neuronios sensoriais (CORDEIRA; RIOS, 2011). O BDNF e seu receptor
TrkB (receptor tirosina quinase B) medeiam a sobrevivéncia neuronal, diferenciacdo e
plasticidade e promovem saciedade através de mecanismos centrais (CORDEIRA et al.,
2010).

O BDNF influencia na alimentagdo heddnica; seu receptor TrkB ¢ expresso em células
dopaminérgicas do VTA, cortex pré-frontal (mPFC) e em neurdnios GABAérgicos de
projecdo no NAC (FREEMAN et al., 2003) sugerindo que, nessas regides, o BDNF possa
atuar nos mecanismos de recompensa. Estudos farmacologicos mostram que a deplecao de
BDNF no VTA leva a defeitos na transmissdo dopaminérgica e aumento do consumo de dieta
hiperlipidica e aumento do peso corporal (CORDEIRA ef al., 2010). O efeito dieta-especifico
de delecdo de BDNF no VTA pela exposi¢do cronica a dieta rica em gordura sugere que a

sinalizacdo de BDNF no sistema mesolimbico ¢ essencial para a regulagdo heddnica, mas ndo
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para a regulacdo homeostatica do comportamento alimentar. Os mecanismos que levam a
reducdo da secrecdo de dopamina no mesolimbico em animais mutantes (deficientes em
BDNF) ainda n3o sdo claros (CORDEIRA; RIOS, 2011). O BDNF poderia atuar pré-
sinapticamente modulando a producdo de dopamina em células do VTA, e a expressdo de
BDNF e TrkB no VTA pode ser influenciada pelo consumo de dieta hiperlipidica
(CORDEIRA et al., 2010; CORDEIRA; RIOS, 2011). A via dopaminérgica mesolimbica tem
sido relacionada a desordens alimentares envolvendo compulsdo alimentar, o BDNF ¢ um
modulador critico dessa via (CORDEIRA; RIOS, 2011). Interessantemente, o polimorfismo
funcional Bdnf Val66Met tem sido relacionado a suscetibilidade de obesidade em humanos
(SKLEDAR et al., 2012, BECKERS et al., 2008, OOI et al., 2012).

O BDNF ¢ sintetizado em varias areas do hipotalamo incluindo o hipotdlamo
ventromedial (VMH), hipotdlamo dorsomedial, hipotdlamo lateral e nicleo paraventricular
(PVN); além disso, o TrkB ¢ amplamente expresso em todo o hipotadlamo (OOI et al., 2012).
Nao ¢ claro o papel do BDNF em todas as areas hipotaldmicas, parecendo modular os
mecanismos homeostaticos. O BDNF tem um papel critico no controle alimentar
homeostatico, mas ndo ¢ essencial na regulacdo do gasto energético, uma vez que ha outros
mecanismos envolvidos nessa regulacio (CORDEIRA; RIOS, 2011).

Virios estudos mostram o papel do BDNF no controle do comportamento alimentar
(revisado em CORDEIRA; RIOS, 2011). Camundongos com dele¢do de BDNF apresentaram
aumento dramatico do peso corporal (80- 150%), aumento dos niveis de ansiedade,
hiperleptinemia, hiperinsulinemia, hiperglicemia, hipercolesterolemia (RIOS et al., 2001). A
injecdo aguda de BDNF intracerebroventricular (ICV) no hipotdlamo ventromedial reduz o
peso corporal e diminui o consumo de racdo padrdo. A administracdo cronica de BDNF
intracerebroventricular (ICV) no hipotdlamo ventromedial reduz o peso corporal e
adiposidade dos grupos de animais que receberam dieta hiperlipidica (GODAR et al., 2011).
Animais mutantes (deficientes em BDNF) apresentam hiperfagia, com o aumento do nimero
de refeigdes, mas ndo o tamanho das mesmas (FOX; BYERLY, 2004). A infusdo central de
BDNF em ratos resulta em supressdo do apetite e perda de peso ou atenuacdo do ganho de
peso (PELLEYMOUNTER et al., 1995). Animais heterozigotos nocaute com redugdo do
BDNF disponivel apresentam hiperfagia e obesidade (FOX; BYERLY, 2004, LYONS et al.,
1999). Infusdao de BDNF no complexo dorsal vagal (DVC), uma area do rombencéfalo que
recebe varios sinais de estado energético e atua através dos nervos vagais aferentes resulta na

diminuicdo da ingestdo calodrica e perda de peso (BARIOHAY et al., 2009).
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Pesquisas com humanos mostraram a importdncia do BDNF na regulagdo do
comportamento alimentar. Foi relatada a existéncia de correlagdo positiva entre os niveis de
BDNEF e indice de massa corporal (IMC), sugerindo que mudangas na concentracdo de BDNF
circulante s3o secunddrias a desregulacdo do balango energético (SUWA et al., 2006). No
entanto, a restricdo calérica em individuos com sobrepeso foi significativamente associada
com reducdo de IMC e aumento dos niveis séricos de BDNF, indicando uma correlagdo
negativa entre BDNF e peso corporal (ARAYA ef al., 2008). Vérios estudos tém mostrado a
ligacdo do polimorfismo funcional Bdnf Val66Met a suscetibilidade de obesidade em
humanos (SKLEDAR et al., 2012, BECKERS et al., 2008, OOI et al., 2012). Varios
polimorfismos de BDNF tém sido identificados em humanos. Uma variante funcional que tem
atraido interesse considerdvel ¢ o polimorfismo Bdnf Val66Met, caracterizado pela
substitui¢do de uma valina (Val) por uma metionina (Met) no cédon 66, diminuindo o
transporte intracelular e a secre¢do atividade-dependente do BDNF (CHEN et al., 2006). Ha
varios estudos relacionando o alelo Met ao possivel papel do BDNF em diversos transtornos
psiquidtricos, incluindo transtornos de humor (SEARS et al., 2011) e de ansiedade (MOLLE
et al., 2012), distarbios psicoticos (BUCKLEY ef al., 2011) e distirbios alimentares
(MONTELEONE et al., 2006; RIBASES et al., 2004).

Ooi et al (2012) propdem um modelo de superalimentacdo e obesidade baseado no
BDNF. O polimorfismo Bdnf Val66Met diminui a atividade do BDNF, o que poderia
influenciar o comportamento alimentar de duas formas: a primeira ¢ a via direta, relacionada
ao papel especifico do BDNF como mediador do controle do consumo alimentar em areas
ricas em receptores de BDNF, incluindo o hipotdlamo e o rombencéfalo. A baixa atividade de
BDNF nestas areas ¢ relacionada a diminui¢do da promocdo de saciedade e efeitos
hipoglicemiantes embotados/diminuidos em varios centros cerebrais envolvendo a regulacao
do balango energético; a segunda via seria indireta, na qual se consideraria o papel do BDNF
atuando sobre os sistemas monoaminérgicos (serotonina e dopamina). Os baixos niveis de
BDNF nessas areas poderiam influenciar na atividade de serotonina e dopamina, diminuindo
os niveis das mesmas. Essas monoaminas tém o papel relevante a véarios comportamentos
relacionados a ingesta alimentar, tais como impulsividade, humor, ansiedade e recompensa.
Essa via pode explicar a superalimentagdo e obesidade relacionadas a distarbios psiquiatricos,
incluindo transtorno de humor, transtorno do déficit de ateng¢do, e/ou compulsdo alimentar
(OOl et al., 2012).

O hipocampo, uma importante area ligada a memoria e aprendizagem, tem sido

relacionado ao aprendizado da inibicdo de comportamentos apetitivos (TRACY et al., 2001).
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Sugere-se que a expressdo diminuida de BDNF no hipocampo poderia resultar em um menor
controle inibitério da ingesta de dieta hiperlipidica, aumentando o risco para o
desenvolvimento de obesidade (OOl et al., 2012).

O BDNF parece ter um papel também no controle glicémico. A administragdo de
glicose resulta em aumento da expressdo génica de BDNF e transcrigdo de TrkB no
hipotalamo ventromedial (VMH) do rato, enquanto os niveis de expressdo génica de BDNF
diminuem com o jejum no hipotdlamo ventromedial (VMH) e nticleo do trato solitario, uma
area do rombencéfalo que recebe informagdes aferentes do paladar assim como sinais de
aferéncias viscerais (UNGER et al., 2007).

Conforme revisado em Cordeira e Rios (2011), o complexo vagal dorsal (DVC) ¢
localizado no tronco cerebral caudal e compreende a area postrema, o nucleo do trato solitario
(NTS) e o nucleo dorsal motor do vago. Tal como o hipotalamo, ele integra os sinais do
estado de energia provenientes da periferia transmitidos vias aferéncias vagais, incluindo o
peptideo anorexigénico gastrointestinal colecistocinina (CCK). O DCV tem uma alta
densidade de receptores MC4 e ¢ um importante sitio de sinalizacdo de melacortina. Além
disso, corpos celulares e fibras contendo BDNF estdao presentes no ntcleo do trato solitdrio
(NTS) e area postrema (CONNER et al., 1997). Os niveis da proteina BDNF no complexo
vagal dorsal (DVC) estao reduzidos no jejum e aumentam com a realimentacdo (BARIOHAY
et al., 2005). A estimulacio do receptor MC4 e administracdo sistémica de leptina e
colecistocinina (CCK) elevam os niveis protéicos de BDNF no complexo vagal dorsal (DVC)
(BARIOHAY et al., 2005). A infusdo de BDNF no complexo vagal dorsal (DVC) promove a
reducdo de ingestao alimentar e peso corporal (BARIOHAY et al., 2005). Dados da literatura
sugerem que BDNF facilita os efeitos supressores de apetite da melanocortina no complexo
vagal dorsal (DVC). Portanto o complexo vagal dorsal (DVC) ¢ um importante alvo para a
acdo de BDNF, facilitando seu efeito inibitério sobre o comportamento alimentar
(CORDEIRA; RIOS, 2011).

O BDNF interage com a leptina, modulando a sinalizagdo da melanocortina e levando
a reducdo da ingestdo (SPAETH et al., 2012). Leptina aumenta a expressio de BDNF no
complexo vagal dorsal (DVC) (SPAETH et al., 2012). BDNF e TrkB modulam o balango
energético no nucleo do trato solitario contribuindo na mediacdo dos efeitos inibitorios da
leptina no rombencéfalo (SPAETH et al., 2012). A inje¢ao intraventricular de BDNF leva os
animais a perda de peso, diminui¢do do tamanho da refei¢do, mas ndo do niimero de refei¢des

(SPAETH et al., 2012).
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2 HIPOTESE

A exposi¢do as dietas hipoproteica ou hiperlipidica pode alterar o perfil metabdlico,
afetando o comportamento alimentar (homeostatico) e o consumo de alimento palatavel
(hedodnico) possivelmente por modulagdo diferencial do BDNF sobre sistemas envolvidos na

regulacdo destes comportamentos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral: Verificar o efeito de diferentes dietas sobre a modulagdo do

comportamento alimentar em vias homeostaticas e hedonicas em ratas fémeas.

3.2 Objetivos especificos:

1. Comparar o efeito da exposi¢do cronica a 3 diferentes tipos de dietas (hipoproteica,
hiperlipidica e controle) sobre o comportamento alimentar, metabolismo e resisténcia
central & leptina;

2. Analisar o consumo basal destas 3 dietas, assim como o consumo agudo do alimento

palatavel, através de um sistema computadorizado de mensuragdo episddica (BioDAQ®);

Avaliar a adiposidade através da mensuracdo da gordura abdominal total;

Avaliar a os niveis de STAT e pSTAT no hipotalamo apds esta exposi¢ao;

Avaliar os niveis de TH e pTH no nucleo accumbens apds esta exposicao;

S

Avaliar a os niveis de BDNF no nucleo do trato solitario (NTS), area tegmentar ventral

(VTA) e soro destes animais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Método geral

4.1.1 Animais experimentais e exposicio cronica as dietas

O local onde foi realizado o estudo foi a Unidade de Experimentagdo Animal do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (UEA-HCPA). Ratas fémeas foram selecionadas ao
acaso, sendo provenientes da Fundagao Estadual de Producao e Pesquisa em Saude (FEPPS).
Elas permaneceram, individualmente, em caixas-moradia, confeccionadas em Plexiglas,
medindo 65 x 25 x 15 cm, com assoalho recoberto de maravalha e foram mantidas em um
ambiente controlado: ciclo normal claro/escuro de 12 horas, temperatura de 22 + 2°C,
limpeza das caixas uma vez por semana, racao padrao e dgua ad libitum por pelo menos 14
dias, antes de qualquer procedimento experimental. Apds esse periodo (aos 90 dias de vida),
as ratas foram randomizadas pelo peso corporal, mantidas individualmente e passaram a
receber: 1) dieta controle contendo 22% de proteina e 4% de lipidios ou 2) dieta
hipoproteica contendo 8% de proteina ou 3) dieta hiperlipidica contendo 45% de lipidios
(PragSolugdes Biociéncias). As ratas receberam as dietas ad /libitum durante 5 semanas,
sendo o consumo medido nas primeiras 24 horas de exposicdo e a cada 72 horas. O peso
corporal foi medido semanalmente. Para os testes de preferéncia alimentar foi usada uma
dieta hipersacaridica contendo 34% lipidios, 14% proteina, 30,2% carboidrato (sendo 20%
em sacarose) (PragSolu¢des Biociéncias) e o Froot Loops® (Kellogg’s). O estudo foi
dividido em duas partes. Na primeira parte, os animais foram divididos em grupos, sendo
cada grupo exposto a cada uma das 3 dietas durante 5 semanas (inducdo de alteragdes
metabdlicas pela dieta); apds este periodo, todos os animais foram expostos agudamente ao
alimento doce (avaliagdo de consumo de doce em grupos com diferentes perfis metabolicos)
e logo apds houve a morte por decapitacao (coleta de tecidos apds provocagdo aguda com
alimento doce). Na segunda parte do estudo, cada um dos 3 grupos foi exposto a sua
respectiva dieta durante 5 semanas, sendo em seguida colocados por 1 semana no BioDAQ®
para avaliagdo do consumo basal de cada uma das dietas; posteriormente houve um teste de
preferéncia alimentar (dieta versus alimento hiperpalatdvel por 20h) e uma semana apds ao

teste esses animais foram mortos por decapitacdo para coleta de tecidos.
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Desenho Experimental

Exposi¢do

. lhFroot [==p Morte por
Inicio dietas Loops® decapitagdo

Randomizagao Hiperlipidica BioDAQ® -
Hipoproteica 7 dias

Controle ¢

BioDAQ® -

Diat0- = e
teste HP prta¢

Figura 1: Desenho experimental do estudo.

4.1.2 Coleta de sangue e dissecacdo de estruturas e tecidos

Os animais foram decapitados em periodos diferentes. Na primeira parte do estudo,
eles foram mortos logo apds o consumo agudo de alimento doce (1h de exposi¢do ao Froot
Loops®). Na segunda parte do estudo, os animais foram decapitados uma semana apds o
teste de preferéncia alimentar (apds 4 horas de jejum). Apds a decapitagdo o sangue do tronco
foi coletado em tubos. As amostras sanguineas foram centrifugadas a 4000 RPM por 10
minutos a 4°C, o soro foi separado em aliquotas e armazenado a - 20°C para a posterior
analise. Apds a decapitagdo, o cérebro, figado e musculo foram rapidamente removidos e
congelados, através de imersdo no isopentano, e armazenados a -80°C. Posteriormente, os
cérebros foram descongelados até -20°C e foram realizados punches das areas cerebrais de
interesse (area tegmentar ventral, nicleo accumbens, hipotidlamo (mediobasal), nicleo do

trato solitario). O tamanho dos punches foi de 500 um (e, dependendo da estrutura, se tirou
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de 1 a 3 punches). Os cortes e punches foram realizados manualmente, com o auxilio de um
atlas da estrutura cerebral do rato (PAXINOS; WATSON, 2007).

As duas porg¢des da gordura abdominal (retroperitoneal e gonadal) foram dissecadas e
pesadas utilizando uma balanca da marca Marte® com precisdao de 0,01g. Os resultados
foram utilizados como parametro de obesidade abdominal (da SILVA BENETTI et al., 2007,
2010).

4.1.3 Rotinas/normas de seguranca e descarte dos rejeitos

Os pesquisadores fizeram uso de jaleco, luvas, toucas e propés durante a permanéncia
na Unidade de Experimentacdo Animal, onde o projeto foi desenvolvido. Da mesma forma,
utilizaram os equipamentos de prote¢do individual (EPI) visando a seguranca do pesquisador
nos laboratorios, respeitando as normas de seguranga vigentes.

O manuseio e o descarte de solventes e reagentes foram realizados conforme as
rotinas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). O descarte dos animais também
seguiu a rotina do HCPA: apds a morte dos animais por decapitagcdo, as carcacas foram
acondicionadas em sacos plasticos de cor branca, proprios para descarte, e armazenadas em
freezer a —18°C. Em seguida o material foi encaminhado ao Biotério Central da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) para processamento de acordo com o procedimento

local.

4.2 Experimentos comportamentais

4.2.1 Teste de exposicao aguda ao alimento doce - exposicdo 1 hora ao Froot Loops®

Na primeira parte do estudo, os animais ao término das cinco semanas de exposigao as
dietas, foram habituadas ao alimento doce/hiperpalatavel (Froot Loops®) durante 4 dias na
caixa moradia, recebendo 4 unidades por dia sem restri¢cdo alimentar.

No dia da exposi¢do aguda, as ratas foram mantidas em jejum durante 4 horas apos o
inicio do ciclo claro, recebendo agua ad libitum. Em seguida foram expostas ao alimento
doce, previamente pesado, por 1 hora. O consumo foi medido imediatamente ao fim de 1h,

assim como o peso corporal, e as ratas foram decapitadas imediatamente apds esta exposi¢ao.
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4.2.2 Consumo episddico

Para avaliacdo do consumo episddico, os grupos de animais que receberam cada uma
das dietas por 5 semanas tiveram o consumo destas dietas mensurado através de um sistema
computadorizado de mensuracdo episdédica (BioDAQ® Food intake monitoring system,
Research Diets), que consiste em balancas conectadas a comedouros (recipiente onde fica
armazenada a rac¢do) acopladas a caixa moradia ligada a uma central de dados e finalmente a
um computador periférico. As caixas moradia eram transparentes (as ratas haviam sido
habituadas a este tipo de caixa antes da exposi¢do ao BioDAQ®), contendo cada uma 2
comedouros conectados. As ratas permaneceram individualmente nesse sistema durante 7
dias, cada grupo recebendo a sua respectiva dieta nos dois comedouros. No dia 10, um dos
comedouros foi repleto com dieta hipersacaridica (HP) para realizacdo do teste de preferéncia
alimentar, que durou 20 horas. Uma semana apos o teste de preferéncia alimentar houve a
decapitacdo para coleta de tecidos. Para a analise dos resultados, o periodo do dia 1 ao dia 3
foi considerado como habituacdo ao BioDAQ®, e o periodo do dia 4 ao 7 foi considerado
como a andlise propriamente dita do comportamento alimentar no BioDAQ®. O BioDAQ®
registra a cada segundo varia¢des de peso na balanga (acuracia 0,01 grama) sendo o consumo
calculado através de um computador periférico. Cada vez que havia uma variagdo na balanca
igual ou maior do que 0,1 gramas com um intervalo entre o consumo igual ou inferior a 5
segundos era considerado um “bout”, ou por¢io. A porcao ¢ a menor unidade de alimentagdo
quantificada, sendo definida como mordidas ininterruptas, ou com um intervalo inferior a 5
segundos entre elas. Um grupo de porgdes precedido e sucedido de um intervalo igual ou
maior que 15 minutos, ¢ definido como uma refeicdo. Os dados mensurados no BioDAQ®
foram posteriormente exportados para o Microsoft EXCEL (Microsoft®) onde foram feitas as
andlises. Os filtros usados no BioDAQ® para a habituacdo e a andlise do comportamento
alimentar foram reset period: none (para o teste de preferéncia), time of day 2 (para analisar
os diferentes ciclos, tanto do teste de preferéncia alimentar quanto do BioDAQ® basal, com a
hora de inicio 07:00); bout filter: 4 (max) e 0,00 (min) include e 0,1 (max) e -0,1 (min)
exclude; mean filter: 900 (IMI em segundos) € 0,1 (min); hora de inicio e fim das andlises: 7
horas (para analises da habituagdo e andlise do comportamento alimentar) ou de acordo com o
periodo de interesse. Para tabulacdo dos dados foram utilizadas as tabelas PSC total (dados
gerais), meals (para analisar o intervalo entre refeicdes — post meal interval), group period
average (mostra os animais divididos por grupo, de acordo com as balangas de interesse).

Para o calculo do post meal interval, nimero de porc¢des, nimero de refeigoes e saciedade
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durante a habituacdo e andlise do BioDAQ®, foi feito um calculo (Microsoft EXCEL —
Microsoft, contando com o suporte técnico da Research Diets) que permitiu que as duas
balangas se combinassem temporalmente, se tornando teoricamente uma Unica balanca,

permitindo a andlise desses resultados. Diariamente foi feita a manutencdo e limpeza do

sistema, onde era reposta a respectiva ragdo (KOWALSKI et al., 2004).
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Figura 2: Dados do consumo dos animais processados pela central do BioDAQ® e abertos no
computador com o programa Data Viewer.
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Figura 3: Esquema ilustrando a diferenga entre refeicdes (meals) e porgoes (bouts) do BioDAQ®.

Figura 4: Vista do BioDAQ®. Cada caixa em que o animal se encontra esta conectada a uma central

(A) que envia as informagdes diretamente ao computador (B).
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Figura 5: Vista do BioDaq®. Balangas e comedouros conectados a caixa moradia.

Figura 6: Vista do BioDAQ®. Teste de preferéncia alimentar — dieta hipersacaridica. No primeiro
comedouro ficava a dieta que eles receberam durante as 5 semanas, no segundo comedouro ficava a

dieta hipersacaridica.
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4.3 Analises bioquimicas

As analises bioquimicas foram realizadas no Laboratorio de Neurobiologia do Estresse
(Departamento de Bioquimica UFRGS), Laboratério de Pediatria Translacional (Hospital de
Clinicas de Porto Alegre) e Laboratorio de Psiquiatria Molecular (Hospital de Clinicas de

Porto Alegre).

4.3.1 Medidas periféricas

4.3.1.1 Medida da glicemia no soro

Os niveis de glicose no soro foram mensurados através de método enzimatico
colorimétrico, kit Glicemia Enzimatica Wiener lab. Utilizamos o soro, pipetamos 5 pL de
amostra. Para a curva padrdo utilizamos o padrdo standard: 5 pL/ 10 pL (P5 e P10). No
branco pipetamos apenas 290 pL de reativo de trabalho. Pipetamos 290uL reativo de trabalho
em todos os poc¢os, homogeinizamos. Incubamos por 5 min a 37°C. Foi feita a leitura do

resultado com o espectrofotometro a 505 nm.

4.3.1.2 Quantificacio de BDNF por ELISA no soro e estruturas

Os niveis séricos de BDNF no soro foram analisados usando o Kit comercial
ChemiKine TM BDNF Sandwich ELISA (Millipore, USA), conforme orientacdes do
fabricante. Resumidamente, as amostras de soro foram inicialmente diluidas 1:50 com tampao
de dilui¢do, seguido de incubagdo por 12 horas em placas de 96 pogos previamente
sensibilizadas com anticorpo anti-BDNF humano. J4 as amostras de tecido foram inicialmente
homogeinizadas com tampao PBS, adicionando coquetel de inibidores de protease (Sigma-
Aldrich, cat: P8340). Cada pedaco de tecido foi homogeneizado em 250uL. de tampao com
micropistilos, seguido de centrifugacdo por 3000 RPM por 10min e coleta do sobrenadante. O
sobrenadante foi diluido 1:2 com tampdo de diluigdo. As mesmas placas foi adicionada
uma curva padrdo com dilui¢des seriadas 1:2 de BDNF com valores de 7,8 a 500 pg/ml. Ao
término da incubacdo, as placas foram lavadas quatro vezes com tampao de lavagem, seguido
da adi¢ao de 100 pL de anticorpo monoclonal de camundongo anti-BDNF humano biotinilado
diluido 1:1000 em tampao de dilui¢do e incubagdo por 3 horas a temperatura ambiente. Apds

uma segunda lavagem, 100 pL de estreptavidina conjugada a peroxidase (HRP) diluida
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1:1000 foram adicionados aos pogos, seguido de incubacdo a temperatura ambiente por 1h.
Apds uma nova lavagem, adi¢ao do substrato e solucdo de parada da reacdo colorimétrica, a
quantidade de BDNF foi determinada por espectrofotometria a 450nm. A curva padrdo
representou uma relagdo direta entre a densidade 6ptica (OD) e a concentragdo de BDNF. Os
niveis proteicos totais nas amostras de tecido, para os quais os valores de BDNF foram
posteriormente corrigidos, foram medidos pelo método de Bradford, utilizando albumina

sérica bovina como padrdo. (ELFVING et al, 2009).

4.3.2 Medidas centrais

4.3.2.1 Western blotting

O material que foi quantificado foi extraido através de “punches” (Paxinos; Watson,
2007). A proteina foi quantificada através de método colorimétrico (Pierce* BCA* Protein
Assay, cat: 23225, Thermo Scientific) sendo feita a leitura do resultado com o
espectrofotometro a 592nm. Apds foi realizada a extragdo citosodlica, as amostras incubadas
com LDS e DTT a 95 °C por 3min. As amostras ja processadas foram pipetadas nos pogos do
gel NUPAGE 4-12% bis-tris gel (Bis-Tris-HCl buffer (pH 6.4), Acrylamide, Bis-acrylamide,
APS, Ultrapure water) (INVITROGEN, cat: NP0323BOX) em um dos pocos foi pipetado o
marcador de proteina (Magic Mark XP western protein standard 20-220 Kda, INVITROGEN,
cat: LC5602) foi colocado na cuba de eletroforese um tampao de corrida (NUPAGE MES
SOS running buffer 20x, INVITROGEN, cat: np002) e ao mesmo foi adicionado um
antioxidante (Nupage antioxidant, INVITROGEN, cat: np005). A cuba de eletroforese foi
conectada a uma fonte de eletroforese, a corrida foi 1:30h, 120V, 100mA. Apos a corrida
abrimos o recipiente no qual estava o gel, colocamos o mesmo juntamente com esponjas
embebidas em tampao de tranferéncia (NUPAGE transfer buffer 20 x, INVITROGEN, cat:
np006) dentro de um compartimento de transferéncia. Colocamos seqiiencialmente as
esponjas, o papel filtro, o gel, a membrana (hybond-C Amersham biosciences nitrocelulose
0,4 micron 30 cm x 3 m roll, GE heathcare, cat: RPN303C), o papel filtro, esponjas, fechamos
o compartimento e colocamos dentro da cuba de transferéncia. Foi colocado na cuba de
transferéncia o tampao de transferéncia e adicionado o antioxidante, a corrida foi 1:30h, 30V,
400mA. Apos a transferéncia foi colocado Ponceau solution (Sigma-Aldrich, cat: P7170-1L)
na membrana para ver se as proteinas foram transferidas. A membrana foi incubada em ar

ambiente por 1 hora com leite em po desnatado + TBS-T, para bloquear a mesma, esse
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processo impede que ocorram interagdes ndo especificas entre a membrana e o anticorpo
usado para a deteccdo da proteina alvo. A membrana ficou em incubagdo “overnight” na
camara fria com o anticorpo primario, no dia seguinte foi incubada por 2 horas com o
anticorpo secundario. O anticorpo secundario se liga no primdrio. Mais comumente, uma
peroxidase — ligada secundariamente ¢ usada em conjuncdo com um agente
quimiluminescente, ¢ a reagdo produz fluorescéncia proporcionalmente a quantidade de
proteina. Apds esse processo foi realizada a revelacdo na cdmara escura, foi colocado na
membrana ECL (ECL western blotting analysis system, GE heathcare, cat: RNP 2106) e a
mesma foi exposta ao filme fotografico (KODAK). Para se obter a quantificagdo de uma
proteina padrdo, a membrana posteriormente foi incubada com uma proteina (a-tubulina, peso
molecular: 50 KDa, Sigma-Aldrich, cat: T6074) em “overnight” na camara fria, no dia
seguinte incubada com o seu respectivo anticorpo secundéario (AmershamECL Anti-Mouse
IgG,GE heathcare, cat: NA 931) e revelada. A quantidade de proteina ¢ calculada através do
software Image J® (SRINIVASAN; DUNN, 2011; KURIEN; HAL SCOFIELD, 2006;
CORDEIRA et al., 2010). Para dosagem de tirosina hidroxilase (TH) e fosfo-tirosina
hidroxilase (pTH) no nticleo accumbens foi utilizada concentragdo protéica de 20 pg, foram
usados os anticorpos primarios: TH (1:5000) (anti-tyrosine hydroxilase, peso molecular: 60
KDa, Sigma-Aldrich, cat: T2928), pTH (1:500) (anti-phospho tyrosine hydroxilase, peso
molecular: 60 KDa, INVITROGEN, cat: 368600) e tubulina (1:500) (a-tubulina, Sigma, cat:
T6074). Os anticorpos secundarios: anti-mouse (1:2000) (Amersham ECL Anti-Mouse IgG,
GE heathcare, cat: NA 931), anti-rabbit (1:2000) (Amersham ECL Anti-Rabbit IgG, GE
heathcare, cat: NA 934). Para a dosagem de STAT3 e fosfo-STAT3 (pSTAT3) no hipotalamo
foi utilizada a concentracdo protéica de 70 pg, foram usados os anticorpos primarios: STAT
(1:1000) (STATS3 antibody, peso molecular: 79,86 KDa, Cell Signaling, cat: #9132), pSTAT3
(1:1000) (phospho-STAT?3 antibody, peso molecular: 79,86 KDa, Cell Signaling, cat: #9145)
e tubulina (entre 1:2000 e 1:4000 para o STAT3 e 1:1500 pSTAT3) (o-tubulina, peso
molecular: 50 KDa, Sigma, cat: T6074). Os anticorpos secundarios: anti-mouse (1:2000)
(Amersham ECL Anti-Mouse IgG, GE heathcare, cat: NA 931), anti-rabbit (1:2000)
(Amersham ECL Anti-Rabbit IgG, GE heathcare, cat: NA 934).

4.4 Consideracoes éticas

Todos os procedimentos ja foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre (GPPG), projeto ntimero 10-0523.
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O projeto esta em adequagdo com as normas e diretrizes vigentes de acordo com a Lei
11.794/08 (BRASIL, 2008) que regula o uso de animais em pesquisas cientificas. Os
procedimentos propostos por esse projeto obedecem as normas propostas pela Declaracao
Universal dos Direitos dos Animais (UNESCO, 1978) e os Principios Internacionais
Orientadores para a Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais (Council for International
Organizations of Medical Sciences - CIOMS) para pesquisa com animais (GOLDIM;
RAYMUNDO, 1997).

4.5 Analise estatistica

Todos os dados coletados foram digitados e analisados no programa Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 17.0 (SPSS Inc., IBM Company, Chicago,
EUA). Os dados paramétricos foram expressos como média + erro-padrdo (E.P). As
comparacdes entre 0os grupos experimentais foram realizadas por andlise de varidncia
(ANOVA) de uma via, usando como varidvel independente a exposi¢cdo crdnica as dietas.
Ou, por Teste t de Student ao comparar dietas especificas ao controle, o objetivo principal
deste trabalho foi comparar cada uma das duas dietas com a dieta controle, e ndo das duas
dietas entre si (hipoproteica e hiperlipidica), por isso optou-se pelo uso deste teste. ANOVA
de medidas repetidas foi usada para analisar o consumo das diferentes dietas e o ganho de
peso durante as cinco semanas, seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Duncan,
quando indicado (BLISS, 1967; DOWNE; HEATH, 1970). Os dados ndo-paramétricos foram
expressos como mediana (intervalos interquartis) e comparados pelo teste de Mann-Whitney,
quando indicado (DOWNE; HEATH, 1970; SIEGEL, 1975). O nivel de significancia

estatistica estabelecido foi de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Medidas gerais

Em relagdo ao ganho de peso dos animais ao longo da exposicao as dietas (figuras 7 e
8), ndo houve diferencas significativas entre os grupos e ndo houve interacdo. Apenas
verificamos que tanto os grupos controle versus hiperlidica (C x HF) [F (5, 160) = 126,697,
p< 0,001] quanto controle versus hipoproteica (C x LP) [F (5, 160) = 148,211, p< 0,001]

apresentaram efeito do tempo (p< 0,001). Ou seja, todos os animais ganharam peso ao longo

do tratamento.

Peso ao longo da exposi¢ao as dietas

300,00
-
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semanas de exposi¢ao

Figura 7: Peso ao longo da exposicdo as dietas. ANOVA de medidas repetidas, efeito do tempo
(p< 0,001), sem interacdo (0,588), sem efeito do grupo (p=0,635). N= 16-18 animais/grupo.
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Peso ao longo da exposicao as dietas
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Figura 8: Peso ao longo da exposicdo as dietas. ANOVA de medidas repetidas, efeito do tempo
(p< 0,001), sem interacdo (0,456), sem efeito do grupo (p=0,975). N= 16-18 animais/grupo.

Foi realizada uma andlise considerando a gordura abdominal sobre o peso corporal
com o objetivo de ajustar a propor¢do de gordura em relacdo a estrutura corpdérea do animal.
Foi realizado Teste t de Student para os grupos controle versus hiperlidica (C x HF) e
controle versus hipoproteica (C x LP). Tanto os animais que receberam dieta hiperlipidica
(HF) (p= 0,002), quanto os que receberam dieta hipoproteica (LP) (p= 0,023) apresentaram
um maior acumulo de adiposidade abdominal do que os animais que ingeriram dieta controle

(C) (figuras 9 e 10).
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Figura 9: Percentagem da gordura abdominal (GA) em relagdo ao peso corporal. Teste t de Student

(p=0,002). N= 23-24 animais/grupo.
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Figura 10: Percentagem da gordura abdominal (GA) em relacdo ao peso corporal. Teste t de Student

(p= 0,023). N= 23 animais/grupo.
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5.2 Experimentos comportamentais

5.2.1 Teste de exposi¢ao aguda ao alimento doce - exposicao 1 hora ao Froot Loops®

Realizamos um teste de exposicdo aguda ao alimento doce com o Froot Loops®
durante 1 hora. Houve diferenca significativa apenas entre controle versus hiperlidica (C x
HF), os animais que receberam dieta hiperlipidica (HF) comeram menos pellets de Froot

Loops® do que os animais que receberam dieta controle (C) (p= 0,003) (figura 11).

Teste de exposi¢do aguda ao alimento
doce - Froot Loops® - 1 hora

7,00 -
6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00 -
2,00 -
1,00 -

consumo (gramas)

0,00

controle hiperlipidica

Figura 11: Teste de exposicdo aguda ao alimento doce com o Froot Loops® durante 1 hora. Teste t de

Student (p= 0,003). N= 10-12 animais/grupo.
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Teste de exposi¢do aguda ao alimento
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Figura 12: Teste de exposicdo aguda ao alimento doce com exposi¢do com o Froot Loops® durante 1

hora. Teste t de Student (p=0,118). N= 10 animais/grupo.

5.2.2 Habituacio ao BioDAQ®

Os animais ap6s a 5 semanas de dietas foram expostos durante uma semana ao
BioDAQ®. Para a andlise dos resultados do dia 1 ao dia 3 foi considerado como periodo de
habituacdo ao BioDAQ®. Nao houve diferencga significativa no consumo de dieta entre os
grupos (figuras 13 e 14). Controle versus hiperlidica (C x HF) [F (1, 19) = 0,005, p= 0,946]
quanto controle versus hipoproteica (C x LP) [F (1, 20) = 0,274, p= 0,606].
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Figural3: Consumo em Kcal durante a a habituacdo ao BioDAQ®. ANOVA de medidas repetidas,
sem efeito do tempo (p= 0,178), sem interacao (0,907), sem efeito do grupo (p=0,946). N= 10-11

animais/grupo.
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Figura 14: Consumo em Kcal durante a a habituacdo ao BioDAQ®. ANOVA de medidas repetidas,
sem efeito do tempo (p= 0,054), sem interacdo (0,512), sem efeito do grupo (p=0,606). N= 11

animais/grupo.



51

5.2.3 Analise do comportamento alimentar durante exposicio ao BioDAQ®

A andlise do comportamento alimentar no BioDAQ® foi considerada dos dias 4 ao 7,
nesse periodo considerava-se que os animais ja estariam habituados ao ambiente novo.
Comparando os grupos controle versus hiperlidica (C x HF) (tabela 1). Houve diferenca
significativa na média do tamanho da refeicdo (g) (p= 0,049) animais que receberam dieta
hiperlipidica (HF) tiveram um menor tamanho de refei¢do do que animais controle (C).
Animais HF apresentaram uma menor média no numero de porgdes (g) do que animais C (p<
0,001). Tanto a média do tamanho da refei¢cao no ciclo escuro (g) (p= 0,002) quanto a média
do ntimero de porg¢des ciclo escuro (p < 0,001) os animais HF obtiveram médias menores do
que os C. Apenas na média do tamanho da por¢do no ciclo escuro (g) os animais HF

obtiveram uma média maior do que os C (p=0,006).
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Tabela 1 - Caracteriza¢ido do consumo de ra¢do durante o periodo de analise do comportamento

alimentar no BioDAQ® grupos controle e hiperlipidica

Medidas Controle Hiperlipidica p
Meédia consumo (Kcal) 53,35+ 2,35 52,25+ 3,15 0,781
Média tamanho da refeicao (g) 3,06 + 0,30 2,16 + 0,28 0,049
Me¢édia tamanho da porg¢éo (g) 0,58 + 0,04 0,77 + 0,08 0,063
Média numero de refei¢des 8,64+ 0,66 9,97+ 0,79 0,209
Média nimero de porgdes 53,48 +3,00 27,63 + 2,54 < 0,001
PMI total 18259,6 + 1087,39 16261,32 + 1118,56 0,236
Saciedade total 316,5 + 16,95 301,2 +21,35 0,605
Meédia consumo ciclo claro (Kcal) 8,22+ 1,56 10,39 + 2,1 0,411
Meédia tamanho refeicao ciclo claro (g) 1,12+ 0,18 0,93+0,19 0,481
Meédia tamanho da porg¢ao ciclo claro (g) 0,29 + 0,02 0,38 + 0,05 0,158
Média nimero refeigdes ciclo claro 1,94 + 0,37 2,63+ 0,38 0,205
Meédia nimero porgdes ciclo claro 9,18+ 1,92 6,10+ 1,11 0,192
PMI ciclo claro 9950,92 + 1343,27 9570,68 + 889,83 0,810
Saciedade ciclo claro 1256,42 + 240,48 1346,04 + 426,95 0,871
Meédia consumo ciclo escuro (Kcal) 45,12+ 3,1 41,86 +4,18 0,533
Meédia tamanho da refeicdo ciclo escuro (g) 1,96 + 0,12 1,33 +0,12 0,002
Média tamanho da porgdo ciclo escuro (g) 0,29 + 0,02 0,44 + 0,05 0,006
Média numero de refei¢des ciclo escuro 6,7+ 0,65 7,33 + 0,69 0,510
Meédia numero de porgdes ciclo escuro 44,3 + 3,07 21,53 +2,48 < 0,001
PMI ciclo escuro 10161,14 + 2265,2 9570,25 + 2811,47 0,872
Saciedade ciclo escuro 288,51 + 119,69 386,4 + 223,81 0,704

Teste t de Student; n: 6-11 animais/grupo; valores expressos em média + EP; Houve diferenca
significativa entre os grupos nas seguintes medidas: média do tamanho da refei¢dao (p= 0,049), média
do nimero de porgdes (p< 0,001), média tamanho da refei¢do no ciclo escuro (p= 0,002), média do
tamanho por¢ao no ciclo escuro (p= 0,006), média do nimero de por¢des no ciclo escuro (p< 0,001).

Durante a andlise do comportamento alimentar no BioDAQ® comparando-se os

controle versus hipoproteica (C x LP) (tabela 2). Foram encontradas diferencas significativas

nos seguintes parametros: média do tamanho da porcao (g) (p= 0,004), média do tamanho da

por¢do no ciclo claro (g) (p= 0,042), média do tamanho da refei¢do no ciclo escuro (g) (p=

0,035), média do tamanho da porg¢do no ciclo escuro (g) (p= 0,006). Em todos os parametros

os animais que receberam dieta hipoproteica (LP) tiveram uma média maior do que os

animais que receberam dieta controle (C).
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Tabela 2 - Caracteriza¢io do consumo de ra¢do durante o periodo de analise do comportamento

alimentar no BioDAQ® grupos controle e hipoproteica

Medidas Controle Hipoproteica p

Meédia consumo (Kcal) 53,35+2,35 61,7+ 3,51 0,062
Média tamanho da refeicao (g) 3,06 +0,30 3,92+ 0,33 0,081
Me¢édia tamanho da porg¢éo (g) 0,58 + 0,04 0,79 + 0,05 0,004
Média numero de refei¢des 8,64+ 0,66 8,33+ 0,54 0,726
Meédia nimero de porgdes 53,48 +3,00 47,18 +2,72 0,135
PMI total 18259,6 + 1087,39  19656,74 + 169535 037
Saciedade total 316,5 + 16,95 331,53 £ 55,51 0,825
Meédia consumo ciclo claro (Kcal) 8,22 + 1,56 10,28 + 1,23 0,314
Meédia tamanho refeicao ciclo claro (g) 1,12+ 0,18 1,39+ 0,1 0,197
Meédia tamanho da porgao ciclo claro (g) 0,29 + 0,02 0,410,04 0,042
Média nimero refeigdes ciclo claro 1,94 + 0,37 2,12+ 0,32 0,711
Meédia nimero porgdes ciclo claro 9,18 +1,92 7,33 + 1,07 0,410
PMI ciclo claro 9950,92 +1343,27  11256,43 + 1595,96 0,562
Saciedade ciclo claro 1256,42 + 240,48 1107,96 + 197,94 0,640
Meédia consumo ciclo escuro (Kcal) 45,12+ 3,1 51,42 + 3,62 0,201
Meédia tamanho da refeicdo ciclo escuro (g) 1,96 + 0,12 2,49+0,2 0,035
Me¢édia tamanho da porg¢ao ciclo escuro (g) 0,29 + 0,02 0,37 + 0,02 0,006
Média numero de refei¢des ciclo escuro 6,7 + 0,65 6,21 + 0,44 0,544
Meédia nimero de porgdes ciclo escuro 44,3 + 3,07 39,85+ 3,03 0,314
PMI ciclo escuro 10161,14 +2265,2  9086,61 + 868,28 0,651
Saciedade ciclo escuro 288,51 + 119,69 202,69 + 43,64 0,493

Teste t de Student; n: 6-11 animais/grupo; valores expressos em média + EP; Houve diferenca
significativa entre os grupos nas seguintes medidas: média do tamanho da porcédo (p= 0,004), média do
tamanho da por¢@o no ciclo claro (p= 0,042), média do tamanho da refeicdo no ciclo escuro (p=
0,035), media do tamanho da por¢ao no ciclo escuro (p= 0,006).
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5.2.4 Teste de preferéncia alimentar — Dieta hipersacaridica (HP) no BioDAQ®

No dia 10 foi realizado o teste de preferéncia alimentar, onde eles poderiam optar
entre a ragdo habitual ou a dieta hipersacaridica (HP), o teste teve duracdo de 20 horas.
Comparando-se os grupos controle versus hiperlidica (C x HF) (tabela 3), os animais que
receberam dieta hiperlipidica (HF) apresentaram uma média inferior aos animais que
receberam dieta controle (C) nos seguintes parametros: consumo de dieta hipersacaridica
(Kcal) (p= 0,034), nimero de refeicdes de dieta hipersacaridica (p= 0,016), nimero de
porgdes de dieta hipersacaridica (p= 0,001). Observamos que os animais HF apresentaram
médias superiores aos animais C em relacdo ao tamanho da porcao de dieta hipersacaridica
(g) (p= 0,023), PMI total de dieta hipersacaridica (p= 0,022), saciedade total de dieta
hipersacaridica (p= 0,008). Os animais HF durante o teste da dieta hipersacaridica
apresentaram um menor consumo em calorias e um menor numero de refeicdes e porgdes de
dieta hipersacaridica do que os animais C. No entanto, os animais HF apresentam um
tamanho de refeicdo maior do que os animais C, ou seja, comem menos vezes € em maior
quantidade. Além do mais, os animais HF apresentam maior intervalo entre refeicdes e maior
saciedade do que os animais C. Durante o teste de preferéncia alimentar, medidas totais dos
grupos, ndo foi possivel mensurar a significancia estatistica da Saciedade e do PMI (intervalo
entre refeigdes) de racdo, pois os animais que receberam dieta controle tiveram um consumo
muito pequeno, foi praticamente zero, sendo impossivel mensura-lo. Na analise desse teste
dividida por ciclo, optou em analisar apenas os pardmetros relacionados a dieta

hipersacaridica.
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Tabela 3 - Caracterizacio do comportamento alimentar durante o teste de preferéncia

alimentar — dieta hipersacaridica (HP) no BioDAQ® medidas totais dos grupos controle e

hiperlipidica

Medidas Controle Hiperlipidica p

Consumo de racao (Kcal) 0,85+ 0,48 4,53+2,11 0,129
Tamanho da refei¢do de ragdo (g) 0,36 + 0,06 0,95 +0,23 0,090
Tamanho da porg¢do de ragio (g) 0,23 + 0,04 0,71+ 0,23 0,141

Numero de refeigdes de ragao 0,63 +0,32 1,13+ 0,52 0,425
Numero de porgdes de ragao 1,13 + 0,67 1,75+0,9 0,586

PMI total de ragao nao calculavel 12143,00 + 260 nao calculavel
Saciedade total de ragao nao calculavel 917,56 + 93,72 nao calculavel
Consumo de dieta hipersacaridica (Kcal) 83,7+ 6,35 63,23 + 6,01 0,034
Tamanho da refei¢do de dieta hipersacaridica (g) 1,54+ 0,16 1,72+ 0,12 0,381
Tamanho da porg¢ao de dieta hipersacaridica (g) 0,42 + 0,03 0,5+0,02 0,023
Numero de refei¢des de dieta hipersacaridica 11,75+ 0,82 8,00+ 1,1 0,016
Numero de porgdes de dieta hipersacaridica 41,75 + 2,26 26,25 + 2,67 0,001

PMI total de dieta hipersacaridica 12669.,41 + 871,08 16420,61 + 1178,83 0,022
Saciedade total de dieta hipersacaridica 157,06 + 15,11 250,35+ 26,9 0,008

Teste t de Student; n: 7-8 animais /grupo; valores expressos em média £ EP; Houve diferenca
significativa entre os grupos nas seguintes medidas: consumo de dieta hipersacaridica (Kcal) (p=
0,034), tamanho da por¢do de dieta hipersacaridica (p= 0,023), nimero de refeicoes de dieta
hipersacaridica (p= 0,016), nimero de por¢oes de dieta hipersacaridica (p= 0,001), PMI total de dieta
hipersacaridica (p= 0,022), saciedade total de dieta hipersacaridica (p= 0,008).

Durante o teste de preferéncia alimentar — dieta hipersacaridica (HP), fazendo-se uma
comparacdo entre controle versus hipoproteica (C x LP) (tabela 4) podemos observar que os
animais que receberam dieta hipoproteica (LP) apresentaram o consumo de dieta
hipersacaridica (kcal) (p= 0,030) e o nimero de por¢des de dieta hipersacaridica (p= 0,003)
menores do que os animais controle (C). Os animais LP mostraram uma maior saciedade do

que os controles, saciedade total de dieta hipersacaridica (p= 0,046).
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Tabela 4 - Caracterizacio do comportamento alimentar durante o teste de preferéncia

alimentar — dieta hipersacaridica (HP) no BioDAQ® medidas totais dos grupos controle e

hipoproteica

Medidas Controle Hipoproteica p

Consumo de racao (Kcal) 0,85+ 0,48 15,16 + 12,53 0,291
Tamanho da refei¢do de ragdo (g) 0,36 + 0,06 1,63 + 0,52 0,242
Tamanho da porg¢do de ragio (g) 0,23 + 0,04 0,72+ 0,22 0,259
Numero de refeigdes de ragao 0,63 + 0,32 2,25+ 1,66 0,365
Numero de porgdes de ragao 1,13 + 0,67 5,13 + 3,81 0,333

PMI total de ragao nao calculavel 16628,10 + 4802.,4 nao calculavel
Saciedade total de ragao nao calculavel 590,8 + 473,85 nao calculavel
Consumo de dieta hipersacaridica (Kcal) 83,7+ 6,35 64,97 + 4,46 0,030
Tamanho da refei¢do de dieta hipersacaridica (g) 1,54+ 0,16 1,49 + 0,17 0,854
Tamanho da porg¢ao de dieta hipersacaridica (g) 0,42 + 0,03 0,46 + 0,03 0,285
Numero de refei¢des de dieta hipersacaridica 11,75+ 0,82 9,5+0,76 0,063
Numero de porgdes de dieta hipersacaridica 41,75 + 2,26 29,88 +2,37 0,003

PMI total de dieta hipersacaridica 12669.,41 + 871,08 16544,75 + 1818,27 0,083
Saciedade total de dieta hipersacaridica 157,06 + 15,11 272,776 + 47,13 0,046

Teste t de Student; n: 8 animais/grupo; valores expressos em média + EP; Houve diferenca
significativa entre os grupos nas seguintes medidas: consumo de dieta hipersacaridica (Kcal) (p=
0,030), nimero de por¢des de dieta hipersacaridica (p= 0,003), saciedade total de dieta hipersacaridica
(p=0,046).

Fizemos uma andlise do teste de preferéncia alimentar — dieta hipersacaridica (HP),
dividindo-se por ciclo claro e escuro, considerando os grupos controle versus hiperlidica (C x
HF) (tabela 5). Nos verificamos que durante o ciclo claro, os animais que receberam dieta
hiperlipidica (HF) apresentaram um menor nimero refei¢des de dieta hipersacaridica (p=
0,020) do que os animais que receberam dieta controle (C) e um maior PMI de dieta
hipersacaridica (p= 0,016) em relagdo aos animais C. No ciclo escuro, os animais HF tiveram
um maior tamanho da porcao de dieta hipersacaridica (g) (p= 0,015) e um menor nimero de

porg¢des de dieta hipersacaridica (p= 0,007) do que os animais C.
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Tabela 5 - Caracterizacio do comportamento alimentar durante o teste de preferéncia

alimentar — dieta hipersacaridica (HP) no BioDAQ® medidas divididas por ciclo dos grupos

controle e hiperlipidica

Medidas Controle Hiperlipidica p

Consumo de dieta hipersacaridica ciclo claro (Kcal) 24,18 + 2,85 16,64 + 3,58 0,122
Tamanho refei¢ao de dieta hipersacaridica ciclo claro (g) 1,18 + 0,15 1,25+ 0,15 0,745
Tamanho da porg¢ao de dieta hipersacaridica ciclo claro (g) 0,43 + 0,04 0,45+ 0,03 0,636
Numero refeigoes de dieta hipersacaridica ciclo claro 4,38 +0,42 2,75+ 0,45 0,020
Numero por¢des de dieta hipersacaridica ciclo claro 11,63 + 0,92 7,75+ 1,75 0,070
PMI de dieta hipersacaridica ciclo claro 8494,9 + 770,63 11449,05 + 722,39 0,016
Saciedade de dieta hipersacaridica ciclo claro 465,25 + 157,42 765,74 + 190,27 0,241
Consumo de dieta hipersacaridica ciclo escuro (Kcal) 59,51 +4,95 46,59 + 5,23 0,094
Tamanho da refei¢do de dieta hipersacaridica ciclo escuro (g) 1,79+ 0,23 2,02+0,17 0,444
Tamanho da porg¢do de dieta hipersacaridica ciclo escuro (g) 0,42 + 0,03 0,55 + 0,04 0,015
Numero de refei¢des de dieta hipersacaridica ciclo escuro 7,38 +0,71 5,25+ 0,98 0,100
Numero de porgdes de dieta hipersacaridica ciclo escuro 30,13 + 2,64 18,5 +2,51 0,007
PMI de dieta hipersacaridica ciclo escuro 4174,52 + 351,62 5159,4 + 606,79 0,187
Saciedade de dieta hipersacaridica ciclo escuro 73,87 + 8,22 131,65+ 29,12 0,092

Teste t de Student; n: 7-8 animais/grupo; valores expressos em média + EP; Houve diferenca
significativa entre os grupos nas seguintes medidas: nimero de refei¢does de dieta hipersacaridica no
ciclo claro (p= 0,020), PMI de dieta hipersacaridica no ciclo claro (p= 0,016), tamanho da porg¢do de
dieta hipersacaridica no ciclo escuro (g) (p= 0,015), nimero de porgdes de dieta hipersacaridica no

ciclo escuro (p= 0,007).

No teste de preferéncia alimentar — dieta hipersacaridica (HP), dividindo-se por ciclo

claro e escuro, considerando os grupos controle versus hipoproteica (C x LP) (tabela 6). Nos

observamos que os animais que receberam dieta hipoproteica (LP) no ciclo escuro

apresentaram um menor consumo de dieta hipersacaridica (Kcal) (p= 0,007) e menor nimero

de porg¢des de dieta hipersacaridica (p= 0,001) do que os animais que receberam dieta controle

(C). Os animais LP apresentaram maior saciedade de dieta hipersacaridica ciclo escuro (p=

0,006) do que os animais C. Nao houve diferengas significativas no ciclo claro.
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Tabela 6 - Caracterizacio do comportamento alimentar durante o teste de preferéncia

alimentar — dieta hipersacaridica (HP) no BioDAQ® medidas divididas por ciclo dos grupos

controle e hipoproteica

Medidas Controle Hipoproteica p

Consumo de dieta hipersacaridica ciclo claro (Kcal) 24,18 + 2,85 23,16 + 3,47 0,823
Tamanho refei¢ao de dieta hipersacaridica ciclo claro (g) 1,18 + 0,15 1,33+ 0,20 0,542
Tamanho da porg¢ao de dieta hipersacaridica ciclo claro (g) 0,43 + 0,04 0,41+ 0,02 0,682
Numero refeigoes de dieta hipersacaridica ciclo claro 4,38 +0,42 3,75+ 0,49 0,350
Numero por¢des de dieta hipersacaridica ciclo claro 11,63 + 0,92 11,63 + 1,56 1,000
PMI de dieta hipersacaridica ciclo claro 8494,9 + 770,63 11710,53 + 1877,61 0,147
Saciedade de dieta hipersacaridica ciclo claro 465,25 + 157,42 771,52 + 304,27 0,386
Consumo de dieta hipersacaridica ciclo escuro (Kcal) 59,51 +4,95 41,81 +2.7 0,007
Tamanho da refei¢do de dieta hipersacaridica ciclo escuro (g) 1,79 + 0,23 1,66 + 0,20 0,658
Tamanho da porg¢do de dieta hipersacaridica ciclo escuro (g) 0,42 + 0,03 0,49 + 0,05 0,216
Numero de refei¢des de dieta hipersacaridica ciclo escuro 7,38 +0,71 5,75 + 0,67 0,118
Numero de porgdes de dieta hipersacaridica ciclo escuro 30,13 + 2,64 18,25+ 1,19 0,001
PMI de dieta hipersacaridica ciclo escuro 4174,52 + 351,62 4834,23 + 352,7 0,207
Saciedade de dieta hipersacaridica ciclo escuro 73,87 + 8,22 118,75+ 11,31 0,006

Teste t de Student; n: 8 animais/grupo; valores expressos em média + EP; Houve diferenca
significativa entre os grupos nas seguintes medidas:consumo de dieta hipersacaridica no ciclo escuro
(kcal) (p= 0,007), mimero de porgdes de dieta hipersacaridica no ciclo escuro (p= 0,001), saciedade de

dieta hipersacaridica no ciclo escuro (p= 0,006).

5.3 Medidas periféricas

Foram realizadas dosagens bioquimicas periféricas, comparando os controles versus

hiperlidica (C x HF) (tabela 7). O Teste t de Student ndo detectou diferencas significativas

entre os animais, BDNF no soro (p= 0,697), glicemia no soro (p= 0,397).
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Tabela 7 — Analises bioquimicas: medidas periféricas grupos controle e hiperlipidica

Medidas Controle Hiperlipidica p n
BDNF no soro (picograma/ml) 5565,00 + 426,67 5816,66 +470,99 0,697 10 animais/grupo
Glicemia (mg/dl) 143,19 + 13,64 126,72 + 12,94 0,397 7-8 animais/grupo

BDNF e glicemia mensurados no soro. Teste t de Student; valores expressos em média = EP. Nao
houve diferenca significativa entre os grupos.

O Teste t de Student ndo detectou diferencas significativas entre os animais controle
versus hipoproteica (C x LP) (tabela 8), glicemia no soro (p= 0,463). Podemos observar que

encontramos um resultado marginal para BDNF no soro (p= 0,053).

Tabela 8 — Analises bioquimicas: medidas periféricas grupos controle e hipoproteica

Medidas Controle Hipoproteica p n
BDNF no soro (picograma/ml) 5277,78 + 352,75  4318,27 +292.,7 0,053 9 animais/grupo
Glicemia no soro (mg/dl) 143,19 + 13,64 129,30 + 12,27 0,463 7-9 animais/grupo

BDNF e glicemia mensurados no soro. Teste t de Student; valores expressos em média = EP. Nao
houve diferenca significativa entre os grupos.

5.4 Medidas centrais

Considerando as andlises bioquimicas centrais, comparando os grupos controle versus
hiperlidica (C x HF) (tabela 9). Através do Teste t de Student podemos detectar que os
animais que receberam dieta hiperlipidica (HF) apresentaram uma média superior aos
animais que receberam dieta controle (C) em relagdo ao pSTAT-3 no hipotalamo (p= 0,013).
O teste Mann-Whitney demonstrou que a fosfo-tirosina hidroxilase no nticleo accumbens
(pTH) (p= 0,05) apresentou uma média inferior nos animais HF os comparando aos animais

controles (C).
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Tabela 9 — Analises bioquimicas: medidas centrais grupos controle e hiperlipidica

Medidas Controle Hiperlipidica p n Teste
STAT?3 no hipotalamo 2,07 +0,21 2,75+ 0,36 0,121 6-7 Teste t
pSTATS3 no hipotalamo 0,48 + 0,03 0,77 + 0,08 0,013 7 Teste t
Tirosina hidroxilase no nucleo accumbens 0,51+0,15 0,43+ 0,17 0,743 4-5 Teste t
Fosfo-tirosina hidroxilase no niicleo Mann-
accumbens 511,41 +127,45 243,68 + 51,88 0,05 4-5 Whitney
Atividade JAK no hipotalamo 4,35+ 0,47 3,48 +0,49 0,226 6-7 Teste t
Atividade dopamina no nicleo accumbens 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,403 4-5 Teste t
BDNF VTA (micrograma por microlitro) 0,09 + 0,01 0,09 + 0,01 0,971 12-13 Teste t
BDNF NTS (micrograma por microlitro) 0,08 + 0,01 0,08 + 0,01 0,957 11-13 Teste t

Razdo de STAT3 e fosfo-STAT3 (pSTAT3) mensuradas no hipotalamo, razdo de tirosina hidroxilase
(TH) e fosfo-tirosina hidroxilase (pTH) mensuradas no nicleo accumbens, atividade JAK mensurada
no hipotalamo, atividade da dopamina mensurada no nticleo accumbens , BDNF mensurado na area
tegmentar ventral (VTA) e nucleo do trato solitario (NTS). Teste Mann-Whitney para fosfo-tirosina
hidroxilase e Teste t de Student para demais medidas; valores expressos em média £ EP. Houve
diferenca significativa entre os grupos nas seguintes medidas: pSTAT3 no hipotalamo (p= 0,013),
fosfo-tirosina hidroxilase no nicleo accumbens (p= 0,05).

Comparando os animais controle versus hipoproteica (C x LP) (tabela 10), em relagao
as medidas bioquimicas centrais. Através do teste Mann-Whitney podemos observar que a
média de STAT3 no hipotadlamo (p= 0,035) foi inferior nos animais que receberam dieta
hipoproteica (LP) aos animais que receberam dieta controle (C). Nao houve diferencas

significativas entre os grupos nos demais parametros analisados.
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Tabela 10 — Analises bioquimicas: medidas centrais grupos controle e hipoproteica

Medidas Controle Hipoproteica p n Teste
Mann-
STAT?3 no hipotalamo 1,26 + 0,23 0,72 + 0,04 0,035 7 Whitney
pSTATS3 no hipotalamo 0,17+ 0,05 0,20 + 0,05 0,658 7 Teste t
Tirosina hidroxilase no nicleo accumbens 0,51 + 0,15 0,61 +0,13 0626 177 Testet
Fosfo-tirosina hidroxilase no nucleo 0.737
accumbens 511,41 +127.45 454,91 + 103,16 ’ 4-5 Teste t
Atividade JAK no hipotalamo 17,38 + 6,43 5,90 + 2,04 0,131 7 Teste t
Atividade dopamina no nicleo accumbens 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,345 4-5 Teste t
BDNF VTA (micrograma por microlitro) 0,09 + 0,01 0,09 + 0,01 0.859 12-13 Teste t
. . . 0,822 13 Teste t
BDNF NTS (micrograma por microlitro) 0,08 + 0,01 0,08 + 0,01

Razdo de STAT3 e fosfo-STAT3 (pSTAT3) mensuradas no hipotalamo, razdo de tirosina hidroxilase
(TH) e fosfo-tirosina hidroxilase (pTH) mensuradas no nicleo accumbens, atividade JAK mensurada
no hipotalamo, atividade da dopamina mensurada no nticleo accumbens , BDNF mensurado na area
tegmentar ventral (VTA) e nucleo do trato solitario (NTS). Teste Mann-Whitney para fosfo-tirosina
hidroxilase e Teste t de Student para demais medidas; valores expressos em média £ EP. Houve
diferenga significativa entre os grupos apenas em STAT3 no hipotalamo (p= 0,035).
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6 DISCUSSAO

Neste estudo nds analisamos separadamente os grupos controle versus dieta
hiperlidica (C x HF) e controle versus dieta hipoproteica (C x LP). Observamos que todos os
animais ganharam peso ao longo da exposicdo as dietas. Isso pode ser explicado pelo fato de
as dietas terem o valor calorico semelhante (a dieta hiperlidica apresenta o valor calorico
discretamente superior as outras), tendo como diferenca entre elas principalmente a sua
composicdo nutricional. As dietas controle e hipoproteica apresentam 3,64 Kcal/g e a dieta
hiperlipidica 4,59 Kcal/g.

Nos analisamos a gordura abdominal sobre o peso corporal com o objetivo de ajustar
a propor¢do de gordura em relacdo a estrutura corporea do animal. Tanto os animais que
receberam dieta hiperlipidica (HF), quanto os que receberam dieta hipoproteica (LP)
apresentaram um maior acimulo de adiposidade abdominal do que os animais que ingeriram
dieta controle (C). Interessantemente, essas diferentes dietas levam ao mesmo desfecho. Em
humanos, podemos comparar a individuos que ingerem dietas ricas em gorduras, tais como
lanches, doces, etc, e pessoas que t€ém uma alimentagdo deficitaria em proteinas. Esses dois
extremos (pobreza x fartura) resultando em um mesmo desfecho (obesidade abdominal)
lembram a teoria da similaridade nas desigualdades (SILVEIRA et al., 2005), um fendmeno
socio-biologico no qual pessoas pertencentes a estratos sociais opostos parecem apresentar
desfechos de saude similares (SILVEIRA et al., 2005). Em outros modelos animais também
se observa que tanto a exposi¢cdo cronica a dieta hipoproteica (WHITE et al., 2000; WHITE
et al.,1994) quanto a dieta hiperlipidica (AINSLIE et al., 2000; SURWIT et al., 1995) podem
levar a aumento de adiposidade abdominal.

A dieta hiperlipidica apresenta um maior contetdo caldrico, essa diferenga energética
em relacdo a dieta controle poderia influenciar nos resultados. No entanto, verificou-se que
nao houve relagao entre as calorias de cada refeicdo (consumo caldrico total médio do dia /
numero de refeigdes médio total) e o intervalo de tempo entre as refeigdes (PMI). O maior
contetdo caldrico da dieta hiperlipidica ndo influenciou no numero de refeigdes ou no
tamanho da mesma. Esperava-se que os animais que receberam dieta hiperlipidica
apresentassem um maior intervalo entre as refeicdes e maior saciedade (durante a analise do
comportamento alimentar no BioDAQ®). Visto que a dieta hiperlipidica apresenta uma
maior quantidade de lipidios, o que poderia conferir maior saciedade. Uma possivel
explicacdo seria uma alteracdo da sinalizacio de BNDF e/ou leptina no NTS. Esta

possibilidade ¢ melhor discutida abaixo. No entanto, apesar de ndo haver diferengas nos



63

niveis protéicos de BDNF no NTS nos animais HF, ndo podemos excluir a possibilidade de
uma alteracdo no funcionamento do receptor TrkB ou na indugdo da cascata de sinalizagdo
intracelular pds-receptor nesses animais.

Um estudo demonstrou que a exposi¢do aguda (9 dias de exposicdo) a dieta
hiperlipidica (20% de lipidios) levou a uma redugdo do intervalo entre refei¢des e o aumento
do tamanho da mesma, maior ganho de peso e adiposidade comparado aos controles, e
tamanho da refeicdo foi correlacionado com o aumento de adiposidade (MELHORN et al.,
2010). No estudo de Melhorn, a exposicdo a dieta hiperlipidica levou a diminuicdo da
saciedade, aumento do tamanho da refeicdo e maior ganho de peso, diferentemente deste
estudo. Isso talvez possa ser explicado pelo tempo de exposicdo a dieta, uma vez que
Melhorn et al.(2010) utilizou uma exposi¢do aguda ou subaguda.

No teste de exposicdo aguda ao alimento doce, nos oferecemos ao animal durante 1
hora o Froot Loops®. Nos observamos que os animais que receberam dieta hiperlipidica (HF)
comeram menos pellets de Froot Loops® do que os animais controle (C). Esses mesmos
animais (HF) apresentaram uma diminui¢do da fosforilacdo da tirosina hidroxilase no nucleo
accumbens em relagdo aos animais controles. De acordo com a literatura, o consumo cronico
de dietas hiperlipidicas diminui a preferéncia pelo alimento hiperpalatavel, havendo uma
diminui¢do do metabolismo dopaminérgico mesolimbico (DAVIS et al., 2008), que vai de
encontro com os dados deste estudo. A dieta hiperlipidica pode levar a diminui¢do nos niveis
de dopamina no nicleo accumbens (RADA et al., 2010) e no hipotdlamo (LEVIN et al.,
1986).

Li et al. (2009) expds camundongos a 14 semanas de dieta hiperlipidica, levando os
animais a obesidade e a diminui¢cdo da expressdo génica de tirosina hidroxilase no VTA, no
hipotdlamo ventromedial e substdncia nigra. Sugere-se que o consumo de dieta rica em
gordura possa causar o aumento de liberacdo de dopamina em &reas mesolimbicas e
relacionadas & recompensa, promovendo a hiperfagia (LI et al., 2009). E possivel que a
diminuicdo da expressdo génica de tirosina hidroxilase no VTA em ratos que receberam dieta
hiperlipidica possa ser um mecanismo de defesa do organismo em resposta a
superestimulagdo cronica da via dopaminérgica mesolimbica. Um estudo mostrou que o
consumo cronico de dietas ricas em gordura aumenta a densidade de receptores D2 no nticleo
accumbens e partes do putdmen e aumento da expressdo de receptor D4 no hipotdlamo
ventromedial (VMH) e do nticleo lateral septal (HUANG et al., 2005). Sugere-se que o

receptor D4 possa estar envolvido no controle inibitério da ingestdo alimentar, o aumento da
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expressdo do receptor (mRNA) D4 pode ser uma resposta defensiva ao ganho de peso
(HUANG et al., 2005).

A dopamina pode ser regulada defensivamente no sistema mesolimbico via leptina e
insulina (sinais de adiposidade) (LI ez al., 2009). Hé4 receptores de leptina e insulina em
neurdnios dopaminérgicos do VTA (HOMMEL et al., 2006; FIGLEWICZ, 2003). A insulina
também suprime a liberagdo de dopamina no VTA (FIGLEWICZ et al., 2004), a leptina e a
insulina podem diminuir a recompensa ao alimento (FIGLEWICZ et al., 2004). O estudo de
Li et al. (2009) mostrou a relacdo inversa entre os niveis de leptina e expressdo génica de TH
no VTA e substancia nigra em animais que receberam dieta hiperlipidica, assim os altos
niveis de insulina e leptina desses animais podem inibir a expressdo génica de TH. Em nosso
estudo houve a diminuicdo da pTH no nucleo accumbens. Possivelmente houve uma
hiperativa¢do dopaminérgica frente a exposicao cronica a dieta hiperlipidica, no entanto, a
diminui¢do do pTH no nucleo accumbens pode ser um mecanismo de defesa do organismo.

A leptina foi descoberta no final de 1994 (ZHANG et al., 1994) abrindo uma nova
perspectiva para o estudo do papel dos fatores derivados dos adipdcitos no balango energético
homeostatico (FRUHBECK, 2006). E produzida principalmente pelos adipocitos em
propor¢io as reservas de gordura (FRUHBECK, 2006). Uma das cascatas de sinalizagio do
receptor da leptina ¢ a JAK2/STAT3. A ligacdo da leptina ao seu receptor promove o
recrutamento de outra unidade de receptor que se encontre nas adjacéncias, formando assim
uma estrutura transitoriamente dimérica (ZABEAU et al., 2003). A modificagao
conformacional induzida pela ligagdo da leptina e pela dimerizacdo de receptores induz a
atividade catalitica da enzima JAK-2 associada, a qual se autofosforila em varios residuos
tirosina, tornando-se assim ativa para que, a seguir, fosforile e ative a outra molécula de JAK-
2 ligada ao segundo receptor (TARTAGLIA, 1997). Subseqiientemente, as JAK-2 ativas
catalisam a fosforilacdo dos receptores ObRbD nas tirosinas 985 e 1138 (MUNZBERG et al.,
2003).

Desta forma, criam-se trés sitios ativos que dardo continuidade ao sinal da leptina, a
ativacdo do JAK2/STAT3, a ERK / MAP quinase e a 3-fosfoinositol (PI3K) (SAHU, 2003).
O sitio do JAK2/STAT3 encontra-se nas adjacéncias da tirosina 1138 do ObRb fosforilado.
Este sitio promove o recrutamento de moléculas da familia de transdutores de sinal e
ativadores de transcricdo (STATs, predominantemente STAT-3) responsaveis por conduzir o
sinal gerado pela leptina ao nicleo, onde coordenardo a transcri¢do de genes responsivos ao
sinal hormonal (BJORBAEK; KAHN, 2004). Existem 3 classes de reguladores negativos/
inibitorios de JAK2/STAT3: SOCS (supressor de sinalizagdo de citocina), PIAS (proteina
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inibidora da STAT ativada) e PTPs (proteina tirosina fosfatase) (RAWLINGS et al., 2004). A
SOCS faz uma retroalimentacdo negativa no circuito JAK2/STAT3 (RAWLINGS et al.,
2004). A insulina pode atuar no hipotdlamo realcando a sinaliza¢do da leptina, induzindo a
fosforilagdo STAT3 e sua ativagdo (CARVALHEIRA et al., 2001).

Estudos mostraram que a leptina atua no comportamento alimentar inibindo a
ingestao alimentar (CAMPFIELD et al., 1995; Pelleymounter et al., 1995), a deficiéncia ou
resisténcia da acdo da mesma leva a hiperfagia, diminuicdo da saciedade e desenvolvimento
de obesidade (ISRAEL; CHUA, 2010). A leptina modula o tamanho da refei¢ao (Grill, 2010)
através de interagcdes com o BDNF no complexo vagal dorsal (DVC) (SPAETH et al., 2012)
e pelo controle hipotalamico (WOODS et al., 1998). Os niveis séricos de leptina aumentam
proporcionalmente com a adiposidade; dietas indutoras de obesidade (dieta hiperlipidica e
hipersacaridica) podem levar a hiperleptinemia, levando a uma dessensibilizagdo dos
receptores e a conseqiiente resisténcia a leptina (MATHENY et al., 2011). Em individuos
obesos, ha a diminui¢ao da fungdo da leptina levando a diminui¢do da saciedade, hiperfagia e
ganho de peso (AINSLIE et al., 2000; SURWIT et al., 1995). Além do mais, leptina inibe a
transmissdo dopaminérgica mesoaccumbal, conseqlientemente inibindo o comportamento
alimentar (HOMMEL et al., 2006). Nesse estudo nds encontramos que 0s animais que
receberam dieta HF apresentaram niveis hipotalamicos de pSTAT superiores aos animais
controles, o que poderia indicar hiperleptinemia (ndo foi mensurado leptina nesse trabalho), e
o desenvolvimento de uma possivel pré-resisténcia a leptina. Classicamente, a resisténcia a
leptina comega com o aumento dos niveis de leptina, esta hiperleptinemia cronica leva a
dessensibiliza¢do dos receptores e a resisténcia do mesmo (MATHENY et al., 2011). De
acordo com a literatura animais que apresentaram aumento da adiposidade abdominal
mostraram ter niveis aumentados de leptina (MANERAS et al., 2007; CHAPADOS et al.,
2008), concordando com nossos achados.

Nao houve o desenvolvimento de obesidade, apenas aumento da adiposidade
abdominal. Possivelmente, o organismo ainda esteja conseguindo lidar com a
superestimulagdo dopaminérgica e talvez se a dieta fosse ofertada durante mais semanas os
animais desenvolveriam obesidade como encontrado em Li er al. 2009, assim como
resisténcia a insulina e leptina. Neste trabalho, ndo avaliamos os niveis séricos de leptina e
insulina, no entanto a avaliacdo futura destes sera fundamental para um melhor entendimento
do quadro apresentado neste estudo. Talvez, possamos dizer que os animais desse estudo
desenvolveram pré-resisténcia a insulina e leptina, e por isso observamos apenas algumas

alteragdes, por exemplo, o aumento da adiposidade abdominal e alteragdes neuroquimicas
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(aumento nos niveis de pSTAT) e o ndo desenvolvimento de obesidade. Alguns conceitos
para o melhor entendimento dos resultados merecem ser descritos. Resisténcia a insulina ¢é
definida como mudanga na atividade bioldgica da sensibilidade da insulina a tecidos
periféricos, que resulta na eficdcia diminuida da insulina em reduzir os niveis glicémicos
séricos (GEISSLER; POWERS, 2005; CIOLAC; GUIMARAES, 2004). A intolerancia a
glicose de jejum (IGJ) é uma condicdo metabdlica que na maioria das vezes precede o
diabetes, geralmente ndo causa sintomas, necessitando da dosagem da glicemia de jejum para
ser diagnosticada, ¢ considerado intolerancia a glicose valores de glicemia entre 140-199
mg/dl (GENUTH, 2003; CIPRIANO et al., 2006). A diabete mellitus é o disturbio
metabolico envolvendo a piora do metabolismo de glicose devido a falha da secreg¢do do
horménio insulina (diabetes insulino-dependente ou diabetes tipo I) ou a piora da resposta
dos tecidos a insulina (diabetes insulino-independente ou tipo II), niveis glicémicos iguais ou
superiores a 200 mg/dl ¢ considerado diabetes (GEISSLER; POWERS, 2005; GENUTH,
2003). Resisténcia a leptina ¢ a dessensibiliza¢do dos receptores de leptina ocasionada pela
hiperleptinemia (MATHENY et al., 2011).

Por outro lado, uma possibilidade que poderia explicar a diminui¢do do consumo de
Froot Loops® pelos animais que receberam dieta HF (teste de exposi¢do aguda ao alimento
doce), uma vez que esses apresentaram uma maior saciedade e menor consumo de dieta
hipersacaridica (relacionado ao menor numero de refeicdes e porgdes no teste de preferéncia
alimentar — dieta hipersacaridica), seria o excesso de catecolaminas. A tirosina hidroxilase
(TH), é uma enzima limitante na biossintese de catecolaminas (dopamina, noradrenalina,
adrenalina). Estas tltimas por sua vez sdo capazes de inibir a tirosina hidroxilase, sendo que
esta inibicdo pode ser revertida pela fosforilacdo da serina 40 (GORDON et al., 2008; Le
BOURDELLES et al., 1991). Concordando com o citado acima observamos uma diminui¢ao
da fosfo-tirosina hidroxilase no nicleo accumbens dos animais pertencentes ao grupo HF
(conforme comentado anteriormente), o que reflete uma menor atividade desta enzima.

Classicamente a dieta hiperlipidica cronicamente superestimula o sistema
dopaminérgico levando a uma down regulation do receptor D2 (VOLKOW et al., 2011;
PRITCHETT; HAJNAL, 2011), como ocorre na obesidade, h4d a hipoatividade
dopaminérgica. Individuos obesos apresentam menos ativacao dos sistemas de recompensa
promovendo a compulsdo alimentar (VOLKOW et al., 2011). Um estudo mostrou que a
exposicao cronica (20 dias) a dieta hiperlipidica levou a um aumento dos receptores D2, D4 e
uma diminui¢gdo de DAT (transportador de dopamina) (SOUTH; HUANG, 2008). South e

Huang (2008) sugerem que esta diminui¢do da liberacdo de dopamina pode ser resultado de
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um aumento de hormdnios anoréticos como insulina e leptina frente ao consumo crénico de
dietas com alto teor de gordura, podendo representar uma resposta defensiva do organismo
tentando prevenir o desenvolvimento de obesidade. Em nosso estudo ndo foram quantificados
os receptores de dopamina, no entanto como dieta hiperlipidica leva a hiperativacao
dopaminérgica e esse estado cronicamente leva a obesidade, podemos sugerir que este
trabalho concorda com os achados de South e Huang (2008), pois ndo houve o
desenvolvimento de obesidade, apenas o aumento da adiposidade abdominal. Vale ressaltar
que no estudo de South e Huang (2008) o tempo de exposi¢do cronica foi relativamente curto
¢ provavel que exposi¢cdes mais longas a dieta hiperlipidica levem a dessensibilizagdo dos
receptores de dopamina.

Nao podemos deixar de abordar que os animais que receberam dieta hiperlipidica
durante o teste de preferéncia alimentar — dieta hipersacaridica apresentaram um menor
consumo dieta hipersacaridica (HP). Esse resultado concorda com o achado de que os animais
HF tiveram um menor consumo de Froot Loops® no teste de exposicao aguda ao alimento
doce — Froot Loops®. Conforme discutido acima, o menor consumo de alimento palatavel
nesses animais poderia estar relacionado com o aumento da gordura abdominal apresentado
por estes o que levaria a um aumento nos niveis de leptina e na sinalizacdo mediada por este
hormoénio. Isso poderia modificar a sinalizagdo dopaminérgica mesoaccumbal e
conseqiientemente afetar o consumo de alimento palatavel. Isso € possivel, uma vez que
propriamente verificamos uma alteracdo na fosforilagdo do TH no nucleo accumbens desses
animais. Além disso, investigamos o possivel papel do BDNF no VTA na modulagdo dessa
via, conforme sugerido por Cordeira e Rios (2011). Apesar de ndo termos encontrado
diferencas no nivel dessa neurotrofina no VTA ndo podemos descartar diferencas na
sinalizacdo intracelular dessa via, conforme comentado anteriormente.

Esse menor consumo de alimento hiperpalatavel também poderia estar relacionado
com o comportamento do tipo depressivo. Uma das caracteristicas do modelo animal de
depressdo (estresse cronico variado) ¢ a diminui¢do do consumo e preferéncia por solu¢des
doces, indicando diminuicao da responsividade a recompensa (WILNER, 1991; KATZ, 1982,
CREMA et al., 2012). Animais com comportamento do tipo depressivo apresentam
comportamento desamparado/imobilidade durante o nado forcado (PORSOLT et al., 1978;
CREMA et al., 2012) e anedonia, a incapacidade de sentir prazer diante situagdes agradaveis.
Alimentos doces e gordurosos estimulam a liberagdo de dopamina, induzem sensagdes
subjetivas prazerosas e sdo recompensadores (GRIGSON, 2002; MARTEL; FANTINO,

1996), o que ndo acontece na depressdo (hedonia). O comportamento do tipo depressivo é
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uma alternativa para explicar a diminuicdo do consumo de dieta hiperlipidica, devemos
salientar que esses animais permaneceram durante todo o experimento em caixas isoladas, ¢
de conhecimento que o isolamento social ¢ ansiogénico (WEISS et al., 2004), no entanto
esperava-se que com o decorrer das semanas as ratas se habituassem a essa condi¢do; vale
lembrar que os animais controle deste estudo também permaneceram isolados.

Os animais que receberam dieta hipoproteica (LP) apresentaram um menor consumo e,
menor nimero de por¢des de dieta hipersacaridica, assim como maior saciedade no teste HP.
Em decorréncia da maior deposicdo de gordura abdominal encontrada nesse grupo, esses
animais provavelmente possuem um aumento dos niveis de leptina. A leptina inibe a
dopamina no nucleo accumbens levando a redu¢do do consumo conforme proposto acima
com a dieta hiperlipidica, no entanto, nds ndo encontramos diferengas nos niveis de TH nesses
animais. A leptina inibe a dopamina quimicamente e eletrofisiologicamente (PERRY et al.,
2010; FULTON et al, 2006; KRUGEL et al., 2003). Possiveis mecanismos sio a
hiperpolarizagdo causada pela leptina em neurdnios do hipotdlamo através da ativacdo de
canais de potassio sensiveis a ATP e uma inibicdo da despolarizagcdo induzida pela liberagao
de dopamina de terminagdes neuronais mesencefilicas no hipotalamo (KRUGEL et al.,
2003). De acordo com a literatura animais que apresentaram aumento da adiposidade
abdominal mostraram ter niveis aumentados de leptina (MANERAS et al, 2007;
CHAPADOS et al., 2008). A sindrome metabolica — também conhecida como sindrome X,
sindrome da resisténcia a insulina, quarteto mortal ou sindrome plurimetabolica — ¢
caracterizada pelo agrupamento de fatores de risco cardiovascular como hipertensdo arterial,
resisténcia a insulina, hiperinsulinemia, intolerancia a glicose/diabete do tipo 2, obesidade
central e dislipidemia (LDL-colesterol alto, triglicérides alto e HDL-colesterol baixo)
(CIOLAC; GUIMARAES, 2004). O aumento cronico nos niveis de leptina causa um aumento
na produ¢do de SOCS3, que induz uma diminui¢do da fosforilagdo do STAT3 (SAHU, 2003).
Nesse trabalho nds observamos uma diminuicdo do STAT3 no HT; a diminui¢do da
disponibilidade de STAT3 para fosforilagcao apds ativagdo do JAK dificulta a sinalizagdo da
leptina e poderia ser caracterizada como a fase inicial da resisténcia a leptina (LISBOA et al.,
2012), sem ainda um comprometimento metabolico intenso o suficiente para afetar o
pSTAT3.

Os animais que receberam dieta hipoproteica tiveram uma média de BNDF no soro
menor que os animais controle, embora essa diferenga ndo tenha atingido significancia
estatistica (p= 0,053). De acordo com SPAETH et a/.(2012) a sinalizagdo de BDNF e do

receptor TrkB contribuem para o controle do balango energético no nticleo do trato solitario.
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O BDNF e a leptina interagem com a sinalizagdo de melanocortina reduzindo a ingestao
alimentar (SPAETH et al., 2012). A injecdo intraventricular de BDNF leva os animais a perda
de peso, diminui¢ao do tamanho da refeicdo, mas ndo do nimero de refei¢des (SPAETH et
al., 2012). Em nossos achados os animais LP apresentaram alteragdes no padrdo de
alimentacdo, mostrando tamanho da refeicdo maior, tamanho da por¢do maior, durante a
analise do comportamento alimentar, o que faria sentido no caso de menores niveis/menor
sinalizacdo de BDNF no NTS/resisténcia a acdo da leptina nessa regido. A infusdo central de
BDNF em ratos resulta em supressdo do apetite e perda de peso ou atenuacdo do ganho de
peso (PELLEYMOUNTER et al., 1995). Animais heterozigotos nocaute com redugdo do
BDNF disponivel apresentam hiperfagia e obesidade (FOX; BYERLY, 2004, LYONS et al.,
1999).

Ainda ¢ possivel verificar alguns estudos mostrando que niveis de BDNF diminuidos
estdo relacionados a distirbios depressivos (AYDEMIR et al. 2006; KAREGE et al. 2005;
LEE et al., 2007; SHIMIZU et al., 2003). Tem sido demonstrado que a exposi¢do a dietas
hipoproteicas em ratos pode levar a comportamento do tipo depressivo (LIEBERMAN et al.,
2005). Em humanos, a exposi¢do cronica a dieta hipoproteica pode levar a um déficit de
aminoacidos e a desregulacdo na neurotransmissdo no sistema nervoso central (YOUNG,
1996), uma dieta pobre em triptofano pode desencadear sintomas depressivos (YOUNG et
al., 1985; VAN der DOES, 2001). No teste de preferéncia alimentar - dieta hipersacaridica,
os animais LP apresentam um consumo menor de dieta HP, podendo significar anedonia
nesses animais.

Nos analisamos a fosforilagdo de STAT3 frente a exposi¢do aguda ao alimento doce —
Froot Loops® durante uma hora. Visto que os animais ingeriam agudamente o alimento doce
apos terem ficado 4 h em jejum, o consumo causou distensdo gastrica (visivel apos a
decapitacdo). A distensdo gastrica estimula a acdo da leptina no rombencéfalo (HUO et al.,
2007) estimula a fosforilagdo do STAT3 no hipotalamo. Caso os animais expostos a dieta
hipoproteica fossem resistentes a leptina, a coleta de tecidos logo apds esse desafio agudo
poderia revelar menor fosforilagio de STAT3 no hipotdlamo; apesar de ndo termos
encontrado este resultado, vimos que os animais tém menor disponibilidade de STAT3 nessa
estrutura conforme discutido acima. Além disso, este estado de “pré-resisténcia a leptina”
poderia interferir na interagdo leptina vs BDNF no NTS (SPAETH et al.,2012), o que poderia
explicar as alteragcdes no tamanho de refeicao reportados neste grupo.

Smith (1996) propde que o tamanho da refeicdo pode ser controlado por mecanismos

diretos e indiretos. O controle direto se dé através do estimulo da comida a receptores do trato
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gastrointestinal (comeca na boca até o intestino). O controle indireto ocorre através da
ritmicidade, metabolismo, cogni¢do, entre outros, o controle indireto altera o tamanho da
refeicdo por modulagdo da poténcia do controle direto (SMITH, 1996). De acordo com essa
teoria, nesse trabalho foram estudados mais os fatores indiretos, nos estudamos os hormonios
modulando o sistema nervoso central, bem como a regulacdo central do comportamento
alimentar. O estradiol poderia ser um controle indireto do tamanho da refeicio (ECKEL,
2005), o estradiol induz a perda de peso e redugdo da ingestdo alimentar (GEARY;
ASSARIAN, 1999). Nesse estudo ndo foi avaliado o ciclo estral, portanto a ciclicidade
hormonal das ratas pode também estar afetando no comportamento alimentar das mesmas
diante as diferentes dietas (hipoproteica e hiperlipidica), devendo o mesmo ser investigado

em trabalhos futuros.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados encontrados nesse trabalho, os animais de ambos os
grupos (dieta hipoproteica e hiperlipidica) apresentaram o aumento da adiposidade
abdominal, tamanho da por¢do maior durante o ciclo escuro (na analise do comportamento
alimentar com relacdo ao consumo de ragdo) e provavel pré-resisténcia a insulina e leptina
(aumento do pSTAT animais HF e diminui¢do STAT em animais LP). Além disso, ambas as
dietas levaram a uma diminui¢do no consumo de dieta hipersacaridica e a um aumento na
saciedade. Dessa forma, diferentes dietas levaram a desfechos semelhantes, concordando com
a teoria da similaridade das desigualdades. Ambas mudaram a composi¢cdo corporal, a
estrutura da alimentacdo e induziram mudancas neuroquimicas. Embora essas dietas
apresentem uma composicao diferente, as duas levaram a perfis metabdlicos similares e a
pré-resisténcia a insulina e leptina (“pré-sindrome metabolica”). A qualidade da dieta
(quantidade de macronutrientes) que o individuo recebe pode levar a alteragdes
neuroquimicas, bem como no comportamento alimentar do mesmo.

Os animais que receberam dieta hipoproteica tiveram uma média de BNDF no soro
menor que os animais controle, embora essa diferenca tenha sido marginalmente significante.
Possivelmente, o BDNF juntamente com a leptina pode estar modulando o tamanho da
refei¢do nesses animais. Mais estudos sdo necessarios para se confirmar essa hipotese.

Os animais que receberam dieta hiperlipidica apresentaram um diminui¢do nos niveis
de pTH no nucleo accumbens o que pode estar associado a um mecanismo de defesa do
organismo frente a uma hiperativagdo dopaminérgica.

Como perspectivas para novos estudos seria interessante a avaliagao do ciclo estral das
ratas, a funcionalidade do sistema dopaminérgico mesolimbico frente a desafios com dieta
hiperpalatavel através de técnicas como a voltametria, assim como a sinaliza¢do intracelular

de BDNF no VTA e NTS.
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