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RESUMO

O actmulo de tecido adiposo, provocado pelo consumo de alimentos hipercal6ricos,
gera disfungdes do sistema endocrino, que afetam, por exemplo, a expressdo de fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF). Alteragdes cognitivas e emocionais, como
depressdo e ansiedade, sdo doengas associadas aos niveis de BDNF. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi verificar efeito de uma dieta hipercaldrica sobre distdrbios de humor —
depressdo e ansiedade - e a expressdo de BDNF no hipocampo de ratos jovens. Todos 0s
procedimentos foram aprovados pelo comité de ética da UNIPAMPA sob o ndmero
039/2017. No total foram utilizados 20 ratos da linhagem Wistar (8 semanas de idade). Os
animais foram divididos em dois grupos: dieta controle - que recebeu racdo industrial; e dieta
hipercalorica (HD) - que recebeu racdo com banha de porco e 6leo de soja. Apds 45 dias de
dietas foram avaliados os niveis de obesidade, adiposidade, niveis séricos de colesterol total,
low density liprotein (LDL), high density lipoprotein (HDL), triglicerideos e glicose; teste do
nado forcado; labirinto em cruz elevado; e expressdo de BDNF no hipocampo, através de
imunoensaio por ELISA. Como resultado, verificamos que o grupo controle aumentou seu
peso significativamente ao longo das semanas em relacdo ao grupo HD. Porém, o grupo HD
apresentou maior concentracdo de tecido adiposo, com elevado indice de adiposidade em
relacdo ao grupo controle. Os parametros bioquimicos sanguineos apresentaram valores
significativamente maiores nos animais HD. Ademais, o grupo HD apresentou reducdo da
expressédo de BDNF no hipocampo. Ainda, os animais do grupo HD apresentaram aumento do
tempo de imobilidade no teste do nado for¢ado, bem como reducéo do tempo de permanéncia
dos animais nos bracos abertos e do nimero de entradas nos bragos abertos no teste do
labirinto em cruz elevado. Este estudo demonstrou que a dieta hipercaldrica induziu o
aumento na concentracdo do tecido adiposo, o que pode estar associado a reducdo da
expressao de BDNF no hipocampo, promovendo alteraces comportamentais de aspectos

depressivos e de ansiedade nos animais obesos.

Palavras-chaves: Dieta hipercaldrica; Hipocampo; BDNF; Depressdo, Ansiedade.



ABSTRACT

The accumulation of adipose tissue, caused by the consumption of hypercaloric
foods, generates dysfunctions of the endocrine system, which affects, for example, the
expression of brain-derived neurotrophic factor (BDNF). Cognitive and emotional changes,
such as depression and anxiety, are diseases associated with BDNF levels. Thus, the objective
of this work was to verify the effect of a hypercaloric diet on mood disorders - depression and
anxiety - and the expression of BDNF in the hippocampus of young rats. All procedures were
approved by the UNIPAMPA Ethics Committee under number 039/2017. In total, 20 Wistar
rats (8 weeks old) were used. The animals were divided into two groups: control diet - which
received industrial ration; and Diet High-Fat (HD) - which received ration with lard of pig and
soybean oil. After 45 days of diet, the levels of obesity, adiposity, serum total cholesterol, low
density liprotein (LDL), high density lipoprotein (HDL), triglycerides and glucose levels were
evaluated; forced swimming test; high labyrinth; and expression of BDNF in the hippocampus
by ELISA immunoassay. As a result, we verified that the control group increased their weight
significantly over the weeks in relation to the HD group. However, the HD group had a higher
concentration of adipose tissue, with a high adiposity index in relation to the control group.
Blood biochemical parameters showed significantly higher values in HD animals. In addition,
the HD group showed reduction of BDNF expression in the hippocampus. In addition, the
animals in the HD group showed increased immobility time in the forced swimming test, as
well as reduction of the time of permanence of the animals in the open arms and the number
of open arms entrances, both in the high cross maze test. This study demonstrated that the
hypercaloric diet induced an increase in the concentration of adipose tissue, which may be
associated with reduced BDNF expression in the hippocampus, promoting behavioral changes
of depressive and anxiety aspects in obese animals.

Key-words: Diet High-Fat; Hippocampus; BDNF; Depression, Anxiety
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1 INTRODUCAO

Dietas hipercaloricas sdo usadas em modelos animais e produzem resultados
funcionais e representativos, mimetizando a vida diaria de humanos obesos (Attuquayefio et
al., 2017). Elas s&o caracterizadas por consumo excessivo de gorduras e agucares e estdo
diretamente relacionadas ao desenvolvimento de disturbios metabdlicos (Dreber et al., 2017;
Kasen et al., 2008). A sindrome metabolica engloba as principais complicacdes geradas pelo
excesso de tecido adiposo sendo caracterizada por uma miscelanea de sinais e sintomas, que
aumentam o risco de doengas cardiovasculares e enddcrinas relacionadas a hipertensdo,
hiperglicemia e dislipidemia (Hoffman et al., 2015).

O tecido adiposo € um complexo reservatorio energético, responsavel por produzir
substancias enddcrinas, que regulam o balanco energético, a secrecdo de peptideos e de
proteinas bioativas. Desta forma, podemos considerar o tecido adiposo como um 6rgédo
enddcrino, que pela sua extensao, tem grande repercussao nas fungdes corporais (Prado et al.,
2009). O acumulo de tecido adiposo gera co-morbidades que estdo diretamente relacionadas a
problemas de humor, como depresséo e ansiedade (Needham et al., 2010; Gariepy et al.,
2010). Dados epidemiol6gicos descrevem que esses transtornos apresentam elevada
prevaléncia em individuos obesos afetando a qualidade de vida e contribuindo para o
agravamento da doenca de base (Castanon et. al., 2014; Lopresti & Drummond, 2013). Ha um
crescente reconhecimento de que a ma qualidade da dieta esta associada a uma alta
prevaléncia de transtornos de humor em adultos (Akbaraly et al., 2009; Sanchez-Villegas et
al., 2012), mas, talvez de forma mais alarmante, em criancas (Kohlboeck et al., 2012) e
adolescentes (Jacka et al., 2011).

Nesta fase da vida o encéfalo ainda estd em desenvolvimento e a adi¢do de uma dieta
rica em calorias pode promover insultos neurais que afetam diretamente a neurogénese e
consequentemente o desenvolvimento cognitivo, observado em modelos animais (Fu et al.,
2017; Boitard et al., 2012). O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) é uma
neurotrofina amplamente expressa no sistema nervoso (Hohn et al., 1990; Leibrock et al.,
1989), com papel importante no controle da homeostase energeética e do peso, modulando a
atividade dos neuropeptidios envolvidos na ingestdo alimentar (Pelleymounter et al., 1995). A
diminuicdo dos niveis de BDNF, com a consequente diminui¢cdo da neuroplasticidade do
hipocampo, também esta associada a patogénese de doencas como a depressdo (Duman and
Monteggia, 2006; Malberg and Schechter, 2005).
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Considerando a necessidade de compreender os efeitos da obesidade e das alteragfes
de humor, este trabalho teve como objetivo induzir a obesidade com dieta hipercaldrica,
verificando a presenca de comportamentos tipo-depressivos e de ansiedade e seus possiveis

mecanismos em ratos jovens.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

» Verificar o efeito de uma dieta hipercalorica sobre distarbios de humor e a expresséo

de BDNF no hipocampo de ratos jovens.

2.2 Objetivos Especificos

» Mensurar o peso corporal, circunferéncia toracica e comprimento naso-anal em ratos

jovens fazendo uso de dieta hipercaldrica;

* Analisar 0s parametros sanguineos bioquimicas dos ratos apds periodo de

alimentacdo por dieta hipercaldrica;

* Verificar alteragdes nos comportamentos tipo-depressivo e tipo-ansiogénico nos

ratos alimentados por dieta hipercalorica;

* Determinar os niveis de BDNF no hipocampo dos ratos apds 7 semanas de dieta

hipercalérica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A presente revisao bibliografica ira descrever os principais pontos abordados nesta
pesquisa e a interacdo entre os mesmos. Para tanto foi realizado pesquisa na base de dados
Pubmed, utilizando os descritores: “Obesity”, “Diet”, “High-Fat”, “Hippocampus”, ‘“Brain-
derived neurotrophic factor (BDNF)”, “Depression”, “Anxiety”. Como critério de inclusdo
foram utilizados artigos escritos na lingua inglesa, que abordaram a interacdo de ao menos um
dos descritores. O manuscrito que sera escrito a partir dos resultados dessa dissertacdo sera
enviado para o Jornal “Nutritional Neuroscience”, periddico com impacto 3,313 e Qualis B1
na area de Ciéncias Bioldgicas Il - CAPES.

3.1 Dieta Hipercalorica

O desenvolvimento de dietas hipercal6ricas ricas em carboidratos e lipideos tem sido
largamente utilizado em modelos animais para induzir obesidade, mimetizando o que
acontece em humanos e auxiliando as pesquisas nesta area. Estes modelos experimentais
tornaram-se uma importante ferramenta para o estudo da fisiopatologia da obesidade e suas
comorbidades. Além disso, apresentam potencial utilidade para investigar o efeito do perfil
dietético sobre o metabolismo e estrutura de mdaltiplos 6rgéos e tecidos (Rosini et al., 2012,
Sampey et al., 2011). Existem evidéncias de que o perfil dietético apresenta uma notavel
capacidade de modificar o metabolismo celular, podendo levar a uma profunda
reprogramacdo molecular, que inclui a modulacdo dos genes que regulam a estrutura, a
fungéo, o crescimento e a sobrevivéncia celular (Schwenk et al., 2013).

No entanto, alguns fatores devem ser considerados na utilizacdo deste tipo de modelo
de inducdo, como a variabilidade na composicdo da gordura e acUcar; a oferta da dieta - se
continua ou intermitente; o tempo de inducdo do protocolo; e o consumo individual entre os
animais. No entanto, apesar dessas varidveis as dietas hipercaloricas reproduzidas em
laboratdrio apresentam resultados funcionais, singulares aos encontrados em humanos (Baker
et al., 2017). A maior parte dos estudos utilizam modelos com roedores, em geral ratos e
camundongos, que permitem avaliacbes metabolicas nos sistemas cardiovascular, enddcrino,
hepatico e cerebral, bem como, permite verificar alteragdes comportamentais, cognitivas e
humorais (Reichelt et al., 2015; Robinson et al., 2015; Harris e Apolzan, 2012).
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3.2 Tecido Adiposo

Atualmente compreende-se que o tecido adiposo forma um complexo reservatorio
energético, que sofre regulagdo hormonal de mecanismos autdcrinos (mensageiro quimico
produzido por uma célula que age nesta mesma célula) e pardcrinos (mensageiro quimico
produzido por uma célula que age sobre células vizinhas). Além disso, os adip6citos também
sdo responsaveis pela producdo de substancias enddcrinas, que regulam varias funcOes
organicas como 0 balanco energético, a secrecdo de peptideos, de proteinas bioativas e
adipocinas — citocinas secretadas pelo tecido adiposo (Bliher, 2013). As alteracbes no
fendtipo dos adipocitos, causadas pela obesidade, geram um processo inflamatério crénico de
baixo grau, caracterizado pelo aumento dos niveis circulatérios de acidos graxos e fatores
inflamatdrios, os quais sdo responsaveis por uma série de alteracbes metabdlicas (Wensveen
et al., 2015; Prado et al. 2009).

Nos ultimos anos, a forma de dislipidemia decorrente da acdo combinada da
resisténcia a insulina e do aumento da concentracdo de tecido adiposo é reconhecida como
"dislipidemia metabdlica” (Klop, Elte & Cabezas, 2013). Esta resisténcia é causada por
alteracOes na estrutura e na fungdo celular dos adipdcitos que passam a liberar adiposinas e
macrdéfagos em grande quantidade. Com isso, h& um amento na lip6lise com consequente
liberacdo de acidos graxos na circulacdo (Figura 1), provocando uma lipotoxicidade sistémica
(Pagliassotti et al., 2016; Hardy, Czech & Corvera, 2012). Logo, tais alteracdes sao
consideradas uma sindrome metabdlica gerada pela inflamagdo crénica, com dislipidemia e
resisténcia a insulina, a qual é responsavel por disfuncdes que aumentam o risco de doencas
como infarto agudo do miocérdio, acidente vascular cerebral, tromboembolismo venoso,
diabetes (Blokhin & Lentz, 2013; Johnson, Milner & Makowski, 2012).

Desta forma, o acimulo de tecido adiposo causa uma série de alteracbes homeostaticas
no metabolismo de lipideos e glicose, nas fun¢des hormonais e na modulacdo inflamatoria.
Estas alteracbes geram um disturbio sistémico de repercussdo periférica e central como a
resisténcia a insulina, dislipidemia e até disfun¢Bes cognitivas (Luo & Liu, 2016; Bluher,
2016). Com isso, o estudo das alteracdes provocadas pelo aumento do tecido adiposo busca
elucidar os mecanismos fisiologicos deste problema, bem como, seus efeitos nos diferentes

sistemas do organismo humano.
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Figura 1: Fisiopatologia da dislipidemia metabolica. Fonte: Proprio autor.

3.3 Hipocampo e BDNF

A regido hipocampal esta relacionada a respostas emocionais estando em meio a um
complexo centro neural que regula a ansiedade e a emog¢do. O hipocampo esta no centro do
circuito relacionado as respostas emocionais, projetando-se para outras areas encefalicas
como o cortex-pre-frontal. Neste contexto, ele parece inibir certos comportamentos,
associados ao aparecimento e manutencdo da ansiedade. Ainda, projecdes do hipocampo,
direta ou indiretamente, a amigdala, estdo implicados nos processos de medo e interacdo
social (Adhikari, Topiwala & Gordon, 2010; Padilla-Coreano et al., 2016). Segundo Boldrini
e colaboradores o hipocampo humano é menor em pacientes depressivos em comparacao a
individuos saudaveis. Desta forma, lesGes ou distarbios no hipocampo podem promovem
alteracdes no comportamento emocional (Boldrini et al. 2014).

O hipocampo é a principal estrutura encefalica ligada a atividade do fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF) que € uma proteina dimérica, da familia das neurotrofinas, que
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atua no desenvolvimento do sistema nervoso durante a fase embrionaria e no crescimento,
diferenciacdo e apoptose dos neurdnios no adulto (Maletic et al., 2007; Ridder et al., 2005).
Niveis reduzidos de BDNF no encéfalo estdo associados a patogénese da depressao (Duman e
Monteggia, 2006; Larsen et al., 2010). Thompson Ray et al encontraram valores reduzidos de
BDNF no cortex e no hipocampo de individuos com depresséo, esquizofrenia e vitimas de
suicidio (Thompson Ray et al., 2011). O mesmo foi encontrado por Schmidt e colaboradores
ao avaliarem os niveis séricos de BDNF em pacientes com depressdo (Schmidt et al., 2011).
Ainda, o BDNF hipocampal pode ser reduzido por fatores de estresse agudo ou crénico que
afetam a expressdo do RNA mensageiro (RNAm) do BDNF e os niveis de proteina no
hipocampo (Lee et al., 2008; Nair et al., 2007).

Os disturbios metabolicos gerados pela obesidade como hiperglicemia, dislipidemia,
estresse oxidativo e dano inflamatorio podem alterar a estrutura funcional do hipocampo, com
isso gerando a reducdo na expressdo de BDNF (Fuchs et al., 2004; Kim et al., 2016). Tais
mudangas na via de sinalizacdo do BDNF representa o principal componente desencadeador
de alteracbes comportamentais de depressao e ansiedade (Martinowich et al., 2007). Portanto,
a depressdo deriva da combinacdo entre fatores ambientais (como obesidade e estresse) e o
genético, tendo estes como desencadeadores da reducdo dos niveis de BDNF (Shalev et al.,
2009; Trajkovska, et al., 2008).

O BDNF também esta envolvido com a regulacdo do balancgo energético, onde estudos
demonstram que a disfuncdo deste mecanismo causa hiperfagia e consequentemente
obesidade (Noble et al., 2011; Meek et al., 2013). Em estudo realizado com camundongos
deficientes em BDNF, observou-se o desenvolvimento de obesidade, com hiperglicemia e
hiperfagia (Kernie et al., 2000). Por sua vez, o desenvolvimento de obesidade a partir de
modelos de inducdo, por dieta hipercalérica ou modificacdo genética, causa danos na
expressao de BDNF no hipocampo. Desta forma, a hiperglicemia gerada pela obesidade inibe
a expressdo e a liberacdo circulatéria de BDNF no sistema nervoso central (Krabbe et al.,
2007). Logo, podemos inferir que a associacdo entre a obesidade e as alteracdes da expressao

de BDNF formam um sistema de retroalimentacgéo.

18



3.4 Depresséo e Ansiedade

A obesidade também esta ligada a distarbios cognitivos e emocionais que emergem
como fatores de risco adicionais para complicacBes emocionais como a depressdo e a
ansiedade (Luppino et al., 2012). Modelos experimentais de inducdo de obesidade em animais
proporcionam um ambiente mais proximo ao humano quanto a ingestdo de alimentos
hipercaldricos (Castanon, Lasselin & Capuron, 2014). Além disso, 0 uso de inducdo por
dietas hipercaldricas representa uma importante ferramenta na avaliacdo da relacdo entre a
obesidade e as alteragbes comportamentais do tipo-depressiva e ansiogénica em animais
(Mansur, Brietzke & Mclntyre, 2015; Yamada et al., 2012).

A depressao é caracterizada por um estado de humor deprimido generalizado, perda de
interesse em atividades habituais e capacidade reduzida de sentir prazer. A fenomenologia
clinica de episddios de depressdao maior implica sistemas cerebrais envolvidos na regulacéo
do humor, da ansiedade, do medo, processamento de recompensa, atencdo, motivacéo,
respostas ao estresse, cognicdo social e neurovegetativa funcdo (ou seja, sono, apetite,
energia, libido) (Price and Deverts, 2010; Ambrdsio et al., 2018). A depressdao &€ um
transtorno prevalente em pessoas com obesidade, sendo que ambos 0s transtornos estéo
associados a maior taxa de morbidade e mortalidade. Em paises desenvolvidos a depressdo é a
principal causa de incapacidade, devido ao comprometimento funcional e reducdo da
qualidade de vida, acarretando em um alto custo em saude (de Wit et al., 2010). A obesidade
pode aumentar em 55% o risco de depressdo (Luppino et al., 2012). Além disso, adolescentes
deprimidos correm maior risco para o desenvolvimento e, principalmente, persisténcia da
obesidade durante a adolescéncia (Goodman & Whitaker, 2002). A compreensdo dos
determinantes bioldgicos e sociais compartilhados que ligam o humor deprimido e a
obesidade pode auxiliar na prevencéo e no tratamento de ambos os transtornos (Goodman &
Whitaker, 2002; Ambrosio et al., 2018).

Por sua vez, a ansiedade é um estado fisioldgico caracterizado por componentes
cognitivos, somaticos, emocionais e comportamentais que produzem medo apreenséo, fadiga,
tensdo e em casos extremos transtorno de panico, estresse pos-traumatico entre outros. Ela
ainda pode estar acompanhada por sensagdes fisicas, como palpitagdes cardiacas e falta de ar,
enquanto o componente cognitivo acarreta a expectativa de um perigo difuso e certo (Price e
Drevets; 2010; Andre et al., 2014). Varios estudos evidenciam que a inducéo de obesidade
por dietas hipercaldricas pode gerar disfun¢des cognitivas como a ansiedade em roedores
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(Reichelt et al., 2015; André et al., 2014; Ferreira et al., 2018). Em revisdo sistematica
realizada por Silva (2015), o autor afirma que transtornos emocionais como a ansiedade
podem ocasionar distdrbios alimentares que geram a obesidade (Silva, 2015). Com isso, a
ansiedade também representa um fator de risco para obesidade, assim como a obesidade pode
influenciar no perfil ansiogénico. Portanto, estes disturbios podem ocorrer de forma
concomitante no mesmo individuo (Geriepy, Nitka e Schmitz, 2010).

Sabe-se que uma inflamacéo periférica de baixo grau parece ser um dos mecanismos
bioldgicos comuns entre transtorno de humor e obesidade. No entanto, é importante destacar
que essas condi¢cdes podem ocorrer de forma independente, pois a inflamacao periférica pode
ndo ser observadas em individuos obesos (Castanon et al., 2014; Ambrosio et al., 2018).

O acumulo de tecido adiposo branco pode gerar uma resposta inflamatoria sistémica e
uma infiltracdo de células imunes: (a) com ativacdo de receptores Toll-like receptor 4 (TLR-
4) — que se ligam a lipopolissacarideos (LPS); (b) secrecdo de mediadores pré-inflamat6rios
por células imunes e adipdcitos; (C) e aumento da resisténcia a insulina e lipogénese (Figura
2). Tanto a obesidade quanto a depressao tambem estdo associados a alteracdes na microbiota
intestinal, aumentando a capacidade de permeabilidade e o vazamento de produtos
microbianos capazes de induzir a ativacdo de células imunes e a liberacdo de citocinas. O
vazamento de acidos graxos pode levar a sintese de lipidios complexos e seu armazenamento,
aumentando a coleta energética (Kaufmann et al., 2017; Ambrésio et al., 2018).
Independentemente de suas principais fontes de producdo, os mediadores inflamatdrios
periféricos podem acessar o sistema nervoso central através de transportadores via barreira
hemato-encefalica ininterrupta ou até mesmo via ativacdo de neurénios periféricos, causando
neuroinflamacdo. Uma vez no encéfalo, a producdo de mediadores inflamatérios afeta varias
funcBes neuroquimicas, incluindo o metabolismo das monoaminas, o do glutamato, o0 eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), a neuroplasticidade e a neurogénese (Figura 2).

Disturbios cognitivos e de humor também estdo relacionados ao estresse oxidativo e
disfungbes no sistema endocrino (Sellbom & Gunstad, 2012; Hryhorczuk et al., 2013). Os
distdrbios metabdlicos observados na obesidade geram o aumento nos niveis de cortisol,
leptina e insulina, acarretando no agravo do processo de neuroinflamagdo (Hryhorczuk et al.,
2013). A neuroinflamagéo ocorre em varias regides encefalicas envolvidas na regulacéo de
diferentes aspectos comportamentais, incluindo consumo alimentar e saciedade; mecanismos
de prazer e recompensa; e niveis de energia, regulagdo do sono e humor. DisfuncBes nesses

comportamentos sdo frequentemente observados em pessoas com depressdo e também em
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pessoas obesas, além de potencializar a inatividade e 0 ganho de peso, completando esse ciclo

(Figura 2). Modelos experimentais com roedores descrevem que 0 aumento na expressdo de

citocinas, presente na obesidade, altera a modulacdo inflamatoria afetando diferentes areas

cerebrais, as quais estdo ligadas a regulacdo do humor e a formacdo de memorias como o

cortex, hipotdlamo, hipocampo (Dinel et al., 2011; Pistell et al., 2010).
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Figura 2: Ciclo inflamatdrio: Obesidade-Depressdo. TLR-4 - Toll-like receptor 4; Eixo HPA — Eixo

hipotalamo-hipéfise-adrenal. Fonte: Adaptada de Ambrésio et al, 2018

Desta forma este trabalho justifica-se pela importancia do estudo quanto aos efeitos de

dietas hipercal6ricas em animais, mimetizando o comportamento humano, bem como sua

relacdo com distdrbios de humor, como a ansiedade e a depressdo, especialmente na

populacdo mais jovem. Ainda, é importante verificar se existe alteracdo na expressdo de

fatores de crescimento, como o BDNF, no hipocampo de ratos jovens que podem explicar, ao

menos em parte, o aparecimento dos transtornos de humor.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e Dietas

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade
Federal do Pampa (UNIPAMPA) sob o nimero 039/2017. Foram utilizados 20 ratos Wistar
machos, provenientes do biotério da Universidade Federal se Santa Maria (UFSM), com peso
aproximado de 200 gramas e 8 semanas de idade. Foram mantidos no Biotério da
UNIPAMPA quatro animais por caixa, sob ciclo claro/escuro de 12 horas, em condigdes de
temperatura controlada (22+2°C).

Os animais foram divididos em grupo dieta controle e dieta hipercalérica (HD), sendo
avaliados por um periodo de 45 dias. No grupo controle (n=08), os animais receberam racao
comercial balanceada (NUVITAL, NUVILAB-CR, PR, Brasil). O grupo HD (n=12) recebeu
racdo comercial acrescida de banha de porco e 6leo de soja, nas propor¢des 0.75: 0.25: 1
(Reeves, 1997). Em ambos 0s grupos experimentais, 0s animais tinham acesso livre a agua e

comida, que foram trocadas em dias intercalados.

4.2 Avaliacéo da obesidade

Uma semana antes e semanalmente apds o inicio do protocolo, os animais foram
avaliados: (1) peso corporal (balanca digital Elgin DP15 plus); (2) circunferéncia toracica
(TC) — Fita métrica posicionada na linha perpendicular ao eixo longitudinal na altura da
décima segunda vértebra toréacica, ultima costela e processo esternal; e (3) comprimento naso-
anal — Fita métrica posicionada na medida longitudinal do dorso do animal do nariz a base da
cauda. Apds a eutanasia dos animais, as gorduras perigonadal e retroperitoneal foram
removidas, sempre pelo mesmo avaliador, e pesadas. Esse dado também foi usado para
posterior mensuragdo do indice de adiposidade, soma do peso da gordura visceral/peso
corporal x 100 (Taylor & Phillips, 1998).

4.3 Avaliagédo comportamental

No 43° dia apds o inicio das dietas, os animais foram avaliados no labirinto em cruz

elevado. Para tanto, o animal foi colocado no centro do labirinto e realizou-se a avaliagdo do
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namero de entradas e 0 tempo em que 0 animal permaneceu nos bracgos abertos por 5 minutos.
Estes dados sdo utilizados como indicadores relacionados a ansiedade (Pellow et al., 1985).
Também foi realizada a avaliacdo de aspecto tipo-depressivo, no 44° dia, através do
teste de nado forcado. Esse teste consiste na exposicdo dos animais ao nado forcado em um
tanque cilindrico com agua, a um nivel que impeca o apoio das patas ou cauda no fundo do
recipiente e a fuga pelas bordas superiores. A avaliacdo consistiu no tempo em que o animal
permaneceu em uma postura de imobilidade por 6 minutos, indicativo de comportamento

tipo-depressivo (Porsolt et al., 1977).

4.4 Niveis de BDNF no Hipocampo

Apds eutanasia, os hipocampos dos ratos foram retirados para dosagem de BDNF,
utilizando método ELISA (Sales et al., 2011). Para tanto, o tecido foi congelado a -80 °C até
0 ensaio. Posteriormente, os tecidos foram homogeneizados em tampéo contendo Tween 20,
cloreto de benzetonio, acido etilenodiaminotetracético - EDTA, albumina sérica bovina -
BSA, NaCl, fluoreto de fenilmetanossulfonila e aprotinina. Os sobrenadantes foram
processados usando ensaio imunoenzimatico (ELISA) da R&D Systems (Minneapolis, MN),
sendo que 100 ul da aliquota das amostras foram usadas, de acordo com as instru¢bes do
fabricante. Os niveis de BDNF foram estimados por interpolagdo de uma curva padrdo por
medidas colorimétricas a 450 nm (comprimento de onda de correcdo 540 nm) em um leitor de
placas ELISA (Berthold Technologies - Apollo 8 - LB 912, KG, Alemanha). O teor de
proteina total do sobrenadante foi medido usando o método de Bradford. (Schleicher &
Wieland, 1978).

4.5 Testes bioquimicos

Foi realizada a coleta de sangue por puncdo cardiaca para realizacdo dos testes
bioquimicos de colesterol total, low density liprotein (LDL) e high density lipoprotein (HDL),
triglicerideos, glicose, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),

conforme Kits especificos (Bioclin Quibasa).
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Dietas Controle e HD

Sacrificio
Uma semana antes Semanas
1 2 3 4 5 6 7 dia 439 e 44°
Peso corporal, TC e Peso corporal, TC e . Sangue e
comprimento comprimento naso-anal hipocampo

naso-anal avaliados semanalmente

Figura 3: Design experimental. Os animais receberam dieta controle (racdo comercial) ou dieta hipercalérica
(HD). O peso corporal, a circunferéncia torécica (TC) e o comprimento naso-anal foram mensurados antes e
semanalmente ap6s o inicio das dietas. Nos dias 43 e 44 apds o inicio das dietas foram realizados os testes
comportamentais do labirinto em cruz e do nado forgado. Apds as avaliagdes, os animais foram sacrificados, o
sangue retirado para realizacdo dos testes bioquimicos e o hipocampo para mensuracdo de BDNF.

4.6 Analise estatistica

A andlise estatistica dos grupos experimentais foi realizada por meio de analise de
variancia (ANOVA de duas via) com multiplas comparacdes, ou teste de Student ndo pareado.
Foi utilizado Software GrafhPad (San Diego, CA, USA), sendo os dados expressos como
média + erro padrdo da média e o nivel de significancia em todos os casos foi considerado
p<0,05.
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5 RESULTADOS

Podemos observar que os animais que receberam a dieta hipercalorica (grupo HD)
apresentaram menor peso corporal, peso do figado, circunferéncia toracica e comprimento
naso-anal quando comparados ao grupo controle (Figura 4 A, C, D, E). No entanto, a dieta
hipercaldrica induziu o aumento de tecido adiposo perigonadal e retroperitoneal, bem como,

aumentou significativamente do indice de adiposidade (Figura 4 B e F).
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Figura 4: Avaliacdes da inducdo de obesidade durante e apds os 45 dias de tratamento dos grupos dieta controle
(CD), dieta hipercaldrica (HD). A: peso corporal dos animais; B: comprimento naso-anal; C: circunferéncia
torécica; D: peso das gorduras viscerais; E: indice de adiposidade (peso das gorduras viscerais/peso corporal x
100). (*) Figuras 2 A, B e C andlise estatistica usando ANOVA de duas vias com mdltiplas comparag6es
(***p<0,0001) e (*) Figuras 2 D e E analise estatistica por test T ndo pareado (sendo ***p<0,0001 ou p=0,0003,
comparados ao grupo Controle).

Confirmando a inducdo da obesidade, podemos observar na avaliacdo bioquimica ap6s
45 dias de dieta hipercalérica que houve um aumento significativo dos niveis séricos de
colesterol total, LDI, HDL, glicose, triglicerideos, ALT e AST no grupo HD, comparados aos

animais do grupo controle (Tabela 1).
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Tabela 1 — Parametros bioquimicos apds 45 dias de inducédo de obesidade dos grupos
controle (CD) e dieta hipercalorica (HD)

Variaveis Grupo Controle | Grupo HD (n=12) Diferenca
(n=8) Estatistica
Colesterol Total 58.25 + 14.03 108.20 + 19.55 p=0.0001%**
LDL 32.34 +12.68 67.534+19.22 p=0.0003***
HDL 25911974 40.63 + 0.97 p=0.0001*%**
Glicose 177.90 + 23.69 285.40 + 66.61 p=0.0009**
Triglicerideos 43.83 +19.50 91.73 +29.07 p=0.0027**
ALT 57.88 +24.89 121.03 + 25.94 p=0.0001***

AST 102.04 +22.46 239.30 +110.02 p=0.0030%**

(*) Andlise estatistica usando test T ndo pareado, comparando grupo dieta hipercalérica (HD)
ao grupo Controle (CD).

Apds sete semanas de dieta hipercaldrica, os animais foram avaliados no teste de nado
forcado, onde podemos perceber um aumento do tempo de imobilidade nos animais do grupo
HD,

comportamento do tipo-depressivo (Figura 5 A). Ainda, os animais do grupo HD

comparados aos animais do grupo controle (p= 0,0086), caracterizando um
apresentaram perfil ansiogénico no teste do labirinto em cruz elevado, comparados aos
animais do grupo controle, com significativa reducdo do tempo (p= 0,0029) e do nimero de

entradas (p=0,0141) nos bragos abertos (Figura 5 B e C).
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Figura 5: Efeitos da indugdo de obesidade por dieta hipercalérica comparada a dieta controle no perfil
comportamental de depressdo e ansiedade. A: Tempo de imobilidade durante o teste do nado forcado; B: Tempo
de permanéncia dos animais nos bragos abertos no teste do labirinto em cruz elevado; C: nimero de entradas nos
bracos abertos no teste do labirinto em cruz elevado. (*) Analise estatistica usando test T ndo pareado (sendo
*p<0,05 e **p<0,001), comparados ao grupo Controle.

Ao analisarmos a expressdo de BDNF no hipocampo dos animais controle e HD, ao
final do periodo de inducdo de obesidade, observa-se a reducdo significativa dos niveis de
BDNF no grupo HD em comparacao ao grupo Controle (Figura 6).
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de inducéo de obesidade. Andlise estatistica usando test T ndo pareado (sendo **p<0,001), comparados ao grupo
Controle.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, verificamos que 0s animais que receberam dieta hipercaldrica por 45
dias apresentaram aumento na concentracdo de tecido adiposo e do indice de adiposidade de
forma significativa. Ainda, os ratos tiveram elevacdo dos niveis de colesterol total, HDL,
LDL, triglicerideos, glicose, ALT e AST, caracterizando a inducgdo de obesidade. Ademais,
constatamos que 0s animais obesos apresentaram um comportamento tipo-depressivo e tipo-
ansioso. A reducdo dos niveis de BDNF no grupo hipercalorico, podem explicar, pelo menos
em parte, os resultados observados nos testes comportamentais indicando a presenca de um
perfil tipo-depressivo e ansioso.

Ao analisarmos o peso corporal observa-se que o grupo controle apresentou aumento
significativo do peso quando comparado ao grupo HD. Estudos anteriores, verificaram que
modelos de indugdo por dieta hipercal6rica podem ndo induzir o aumento do peso de forma
significativa em ratos (Pini et al., 2017; Ferreira et al., 2018). Além disso, o grupo HD
também apresentou menor circunferéncia toracica e comprimento naso-anal sugerindo que a
dieta rica em gordura afetou o desenvolvimento destes animais. Estes achados podem estar
relacionados com o tipo de dieta hipercalérica usada no presente estudo, que pode ndo ser
palatavel para os animais, bem como, apresentar uma menor concentracdo de proteinas.
Ozanne e colaboradores relataram que a restricdo de proteina gera uma reducdo no
crescimento de camundongos no inicio da vida, mesmo quando ofertado uma dieta palatavel
(Ozane et al., 2004), ou seja, a falta de nutrientes pode ser um fator determinante nesse
contexto.

Contudo, ao avaliar o peso total das gorduras e o indice de adiposidade, o grupo HD
obteve um aumento significativo dessas variaveis comparado ao grupo controle. Ainda, em
nosso estudo a dieta hipercalérica resultou no aumento significativo dos parametros
bioguimicos analisados, resultando na inducdo de sindrome metabodlica. Estes dados sugerem
que o peso corporal ndo pode ser analisado como um fator isolado, pois, a dieta hipercalorica
aumentou a concentracdo de tecido adiposo e promoveu altera¢cdes metabdlicas. Na literatura
varios estudos suportam este achado, os quais, concluem que o aumento da adiposidade
acarreta em disfungdes como como a dislipidemia, hiperglicemia, dano hepatico, além de,
gerar distarbios significativos no sistema endocrino (Oliveira et al., 2013; Santos et al., 2016).

As alteragbes geradas pela dieta hipercalorica, especialmente a dislipidemia,

hiperglicemia e o dano hepatico, refletem uma serie de alteragdes metabdlicas que podem
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estar interligados. Neste contexto, alguns estudos indicam que a resisténcia a insulina poderia
estar ligada ao acumulo de tecido adiposo no figado. Além disso, acredita-se que em niveis
elevados os lipideos podem inativar componentes de sinalizacdo da insulina, resultando
assim, em uma possivel resisténcia tecidual (Arkan et al., 2005; Holland et al., 2007; Yu-
Sheng et al., 2018).

Goodman e Whitaker (2002) realizaram um estudo envolvendo 9000 adolescentes do
7° a0 12° ano, onde demonstraram que ao longo de um ano acompanhando esses individuos, a
relacdo de depressdo e obesidade foi alta. Ainda, verificaram que o humor deprimido esta
associado a um aumento do risco de desenvolvimento e persisténcia da obesidade desses
adolescentes (Goodman & Whitaker, 2002). Com base nos resultados dos testes
comportamentais, apos 7 semanas de inducdo de obesidade o grupo HD apresentou um perfil
tipo-depressivo e ansiogénico. Desta forma, podemos inferir que existe uma relacédo entre o
aumento da concentracdo de tecido adiposo e possiveis alteracdes neurobioldgicas como
transtornos de humor (André et al., 2014). De forma semelhante, Yamada et al., ap6s 16
semanas de inducdo de obesidade por dieta hipercalorica, verificou a inducdo de um
comportamento tipo-depressivo nos animais, o qual foi associado a disfungdes metabdlicas e
ha um possivel dano inflamatério gerado pelo excesso de tecido adiposo (Yamada et al.,
2011). Além disso, Ferreira et al., observou em seu estudo o surgimento de um
comportamento ansiogénico, apoés 8 semanas de inducdo de obesidade, usando dieta de
Cafeteria em ratos. Sweeney et al. verificou a mesma alteracdo apos 15 semanas de dieta rica
em gordura em camundongos (Ferreira et al., 2018; Sweeney et al., 2017). Os Nnossos
resultados diferenciam-se dos demais supracitados pelo reduzido tempo de inducdo de
obesidade, menor que 8 semanas, e que ja foi suficiente para gerar alteracGes metabolicas,
bioquimicas e comportamentais nos animais. De fato, o preciso mecanismos celular e
molecular, bem como as interagdes comportamentais que medeiam a relacdo entre obesidade,
depressédo e ansiedade permanecem obscuros e sdo pouco estudados. No entanto, sabe-se que
0 ganho de peso excessivo pode causar disfuncdo em estruturas cerebrais responsaveis pela
cognigdo e emocdo, incluindo o hipocampo, importante estrutura relacionada a

comportamentos de humor e memoria (Park et al., 2010; Liu et al., 2014).

Dietas ricas em gordura podem reduzir a neurogénese hipocampal em adultos (Hwang
et al., 2008), assim como o montante de BDNF nesse local (Park et al., 2010). O BDNF é um
importante fator neurotréfico que desempenha um papel fundamental na sobrevivéncia e

orientacdo dos neurdnios durante o desenvolvimento, e é necessario para a sobrevivéncia e
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funcionamento normal de neurénios no encéfalo adulto (Malberg et al., 2000). O BDNF
promove a plasticidade neural, neurogénese, sobrevivéncia neuronal e crescimento de neuritos
(Thoenen, 1995). Observamos, no atual estudo, que os animais apresentaram uma reducédo
significativa dos niveis de BDNF no hipocampo quando consumiam uma dieta rica em
gorduras. E importante salientar que esses animais receberam a dieta ainda jovens, e que
durante a infancia e adolescéncia as dietas alimentares podem promover danos neurais que
afetam diretamente a neurogénese e consequentemente o desenvolvimento cognitivo (Fu et
al., 2017; Boitard et al., 2012). Seria interessante verificar as alteracdes de memdria desses
animais a longo prazo, no entanto, podemos inferir que a reducdo dos niveis de BDNF estdo
relacionados com os problemas de humor encontradas neste trabalho. A diminuicéo dos niveis
de BDNF pode levar a uma perda de plasticidade e também ao dano e morte de neurdnios que
estdo envolvidos na fisiopatologia da depressdo e ansiedade (Malberg et al., 2000). Liu e
colaboradores, verificaram que uma diminuigdo na gordura corporal ou na glicose no sangue,
por si sO, ndo esta associada a reducdo dos niveis de leptina ou na expressdo de BDNF no
nacleo ventromedial do hipotalamo (VMH) em ratos (Liu et al., 2014). Eles também
verificaram que uma dieta rica em gordura ndo modifica a expressdo de BDNF nos estagios
iniciais do desenvolvimento da obesidade em ratos, parecendo ser uma consequéncia a longo
prazo deste tipo de dieta. Os animais que permaneceram com a dieta por 4 semanas
apresentaram maior adiposidade e menores niveis de BDNF (Liu et al., 2014), sugerindo que
componentes de gordura da dieta e seus metabolitos podem regular diretamente a transcrigéo /
pos-transcricdo génica e sistemas de segundos mensageiros (Liu et al., 2014). Além deste,
outros estudos (Hargrave et al., 2016; Yeomans, 2017; Kanoski et al., 2007) mostram
evidéncias significativas quanto a relacdo da dieta hipercaldrica na reducdo dos niveis de

BDNF, por disfuncdo do hipocampo, com consequente alteracdes cognitivas e humorais.

De fato, compreender as vias neurobiolégicas e determinantes socioambientais
compartilhados pelas alteracdes de humor, como a depresséo, e a obesidade podem ajudar na
prevencdo e tratamento de condigdes cronicas, associando os antecedentes da vida precoce do
individuo e o potencial de morbidade a longo prazo dessas doengas (Goodman & Whitaker,
2002). Uma vez instalada, os tratamentos da obesidade e da depressdo sdo muito dificeis.
Autores indicam que o estresse continuo, que pode comecar na primeira infancia, poderia
estar ligado a um ambiente social hostil, levar a alteragcdes na morfologia cerebral e nos eixos
neuroendocrinos causando a obesidade e disturbios de humor (Gohil et al., 2001; Goodman &

Whitaker, 2002). Neste contexto, terapias que diminuam a ansiedade e a depressdo (como
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ansioliticos, antidepressivos, psicoterapia e terapias complementares e alternativas) podem ser
usadas no tratamento e prevencao da obesidade em jovens.
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7 CONCLUSAO

Com base no exposto podemos verificar que apds 7 semanas de dieta hipercaldrica
houve 0 aumento da concentracao de tecido adiposo, com significativo aumento do indice de
adiposidade em ratos jovens. Além disso, 0s animais apresentaram alteracGes nos parametros
bioguimicos condizentes com o desenvolvimento de sindrome metabolica.

Além de promover a alteracdo nos adipdcitos, a dieta hipercalorica prejudicou o
crescimento e desenvolvimento dos ratos. Ademais, nossos resultados demonstram que a
reducdo de BDNF no hipocampo pode estar associada ao aumento do tecido adiposo, gerado
pelo consumo de dieta hipercaldrica, 0 que induziu um comportamento tipo-depressivo e

antigénicos nos ratos que receberam a dieta rica em gordura quando jovens.
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9 ANEXO |

Certificado de aprovacao de protocolo para uso de animais em pesquisa

MINISTLRIO DA EDUCAGCAO
FUNDAGAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO FAMPA

(Lein® 11 640, de 11 de janeiro de 2004)
Pré-Reitoria de Pesquisa, P6s-Graduagiio ¢ Inovagiio (PROPII)
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
/Q&\/ Fone: (55)3911-0200, E-mail: ceuaf@unipampa.edu.br

Commvants o (308 o s o Ariman

CERTIFICADO DE APROVAGAO DE PROTOCOLO PARA USO
DE ANIMAIS EM PESQUISA

Namero de protocolo da CEUA: 039/2017

Titulo: Investigagao de diferentes dié‘ hlpMcés sobre o perfil nociceptivo de ratos
com obesidade.

l';f,
‘

A f

Data da aprovagao: 25/09/2017

Periodo de vigéncia do prdgeto ; 019 / )

\_,

Pesquisadores(a): Morgana\O{r!_u_d}dea

Campus: Uruguaiana

Telefone: (48) 9956-0610

E-mail: morganasilva@unipaenE U A

Finalidade ( ‘) Ensino ( X) Pesquisa

EspécielL | deReerisn Uso de-Animais

N° de animais 48

Pesol/ldade 300g/2 a3 meses

Sexo Machos

Origem Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Maria.
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Prof®. Dr*. Vanusa Manfredini
Coordenadora CEUA/JUNIPAMPA
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