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RESUMO

A obesidade representa atualmente uma epidemiaiatusedndo considerada como
um dos principais fatores de doencas cardiovassimetabdlicas. Alteracfes cognitivas e
emocionais, como depressao e ansiedade, sdo d@msgasadas a obesidade. O acumulo de
tecido adiposo gera disfuncfes do sistema endgajum afetam, por exemplo, a expressao
de fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNFesika forma, o objetivo deste trabalho foi
verificar efeito de uma dieta hipercaldrica sobistobios de humor — depresséo e ansiedade
- e a expressdo de BDNF no hipocampo de ratos $ovemdos os procedimentos foram
aprovados pelo comité de ética da UNIPAMPA sob memd 039/2017. No total foram
utilizados 20 ratos da linhagewistar (8 semanas de idade). Os animais foram divididos em
dois grupos: dieta controle - que recebeu racaosindl; e dieta hipercalorica (HD) - que
recebeu racdo com banha de porco e 6leo de sojs. #pdias de dietas foram avaliados os
niveis de obesidade, adiposidade, niveis séricosotisterol total, low density liprotein
(LDL), high density lipoprotein (HDL), trigliceriaes e glicose; teste do nado forcado;
labirinto em cruz elevado; e expressdo de BDNFipodampo, através de imunoensaio por
ELISA. Como resultado, verificamos que 0 grupo maet aumentou Sseu peso
significativamente ao longo das semanas em relagdgrupo HD. Porém, o grupo HD
apresentou maior concentracdo de tecido adiposo, etevado indice de adiposidade em
relacdo ao grupo controle. Os parametros bioquBn&anguineos apresentaram valores
significativamente maiores nos animais HD. Ainds,amimais do grupo HD apresentaram
aumento do tempo de imobilidade no teste do nad@ado, bem como reducdo do tempo de
permanéncia dos animais nos bracos abertos e derala entradas nos bragos abertos no
teste do labirinto em cruz elevado. Ademais, o gitdP apresentou reducédo da expressao de
BDNF no hipocampo. Este estudo demonstrou queta Hipercalorica induziu obesidade,
embora tenha interferido no desenvolvimento domaisi; ainda ela induziu a reducao da
expressdo de BDNF no hipocampo, promovendo altesagomportamentais de aspectos

depressivos e de ansiedade nos animais obesos.

Palavras-chaves. Obesidade; Dieta hipercaldrica; Hipocampo; BDNBepresséo,

Ansiedade.



ABSTRACT

Obesity currently represents a worldwide epidetmging considered as one of the
main factors of cardiovascular and metabolic diseaSognitive and emotional changes, such
as depression and anxiety, are diseases assowigitedbesity. The accumulation of adipose
tissue generates dysfunctions of the endocrineessyswhich affect, for example, the
expression of brain-derived neurotrophic factor (BY. Thus, the objective of this work was
to verify the effect of a hypercaloric diet on madidorders - depression and anxiety - and the
expression of BDNF in the hippocampus of young. ralisprocedures were approved by the
UNIPAMPA Ethics Committee under number 039/201%tokal, 20 Wistar rats (8 weeks old)
were used. The animals were divided into two groapatrol diet - which received industrial
ration; and Diet High-Fat (HD) - which receivedioatwith lard of pig and soybean oil. After
45 days of diet, the levels of obesity, adipossgrum total cholesterol, low density liprotein
(LDL), high density lipoprotein (HDL), triglycerideand glucose levels were evaluated;
forced swimming test; high labyrinth; and expressid BDNF in the hippocampus by ELISA
immunoassay. As a result, we verified that the rdngroup increased their weight
significantly over the weeks in relation to the lg®up. However, the HD group had a higher
concentration of adipose tissue, with a high adipasdex in relation to the control group.
Blood biochemical parameters showed significanidgyjhér values in HD animals. In addition,
the animals in the HD group showed increased imhtpltime in the forced swimming test,
as well as reduction of the time of permanencehef dnimals in the open arms and the
number of open arms entrances, both in the highscnoaze test. In addition, the HD group
showed reduction of BDNF expression in the hippqmasn This study demonstrated that the
hypercaloric diet induced obesity, although it iféeed in the development of the animals;
yet it induced the reduction of BDNF expressiortha hippocampus, promoting behavioral
changes of depressive and anxiety aspects in clnasals.

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

A prevaléncia da obesidade aumentou significativaen@as Ultimas trés décadas,
sendo considerada uma pandemia que afeta 1,9 hiadmessoas no mundo inteiro. Nos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, o sedwep a obesidade sédo considerados
problemas de saude publica e apresentam uma sdtaléamortalidade por fatores de riscos
associados (OMS, 2015; Ng al., 2014). O tecido adiposo € um complexo resen@tori
energeético, responsavel por produzir substanciasbceimas, que regulam o balanco
energeético, a secre¢do de peptideos e de protadaias. Desta forma, podemos considerar
o tecido adiposo como um orgao endocrino, que fpedaextensao, tem grande repercussao
nas funcdes corporais (Pragtal., 2009).

Dietas hipercaldéricas sdo usadas em modelos animajroduzem resultados
funcionais e representativos, mimetizando a vidaialide humanos obesos (Attuguayedio
al., 2017). Elas sao caracterizadas por consumo exgede gorduras e agucares e estao
diretamente relacionadas ao desenvolvimento dérdiss metabdlicos (Drebet al., 2017;
Kasenet al., 2008). A sindrome metabdlica engloba as prinsipamplicacées geradas pelo
excesso de tecido adiposo sendo caracterizadanp@muiscelanea de sinais e sintomas, que
aumentam o risco de doencas cardiovasculares ecramal relacionadas a hipertenséo,
hiperglicemia e dislipidemia (Hoffmaat al., 2015).

A obesidade e suas co-morbidades estdo diretamelaigionadas a problemas de
humor, como depressdo e ansiedade (Need#aah, 2010; Gariepyet al., 2010). Dados
epidemiolégicos descrevem que esses transtornosseapiam elevada prevaléncia em
individuos obesos afetando a qualidade de vidan&ilbaindo para o agravamento da doenca
de base (Castanomet. al., 2014; Lopresti & Drummond, 2013). Ha um crescente
reconhecimento de que a ma qualidade da dietaasstitiada a uma alta prevaléncia de
transtornos de humor em adultos (Akbamtlgl., 2009; Sanchez-Villegagt al., 2012), mas,
talvez de forma mais alarmante, em criancas (Kadbet al., 2012) e adolescentes (Jaeka
al., 2011).

Nesta fase da vida o encéfalo ainda estd em ddseneoto e a adicdo de uma dieta
rica em calorias pode promover insultos neurais @feéeam diretamente a neurogénese e
consequentemente o desenvolvimento cognitivo, saderem modelos animais (fual.,
2017; Boitardet al., 2012). O fator neurotrofico derivado do cérebBDNF) € uma
neurotrofina amplamente expressa no sistema nerfision et al., 1990; Leibrocket al.,

1989), com papel importante no controle da homeestmergética e do peso, modulando a
12



atividade dos neuropeptideos envolvidos na ingestéentar (Pelleymountest al., 1995).
A diminuicdo dos niveis de BDNF, com a consequelitténuicdo da neuroplasticidade do
hipocampo, também esta associada a patogénesesdgadacomo a depressdo (Duman and
Monteggia, 2006; Malberg and Schechter, 2005).

Considerando a necessidade de compreender ossaleitobesidade e das alteragdes
de humor, este trabalho teve como objetivo indaziobesidade com dieta hipercaldrica,
verificando a presenca de comportamentos tipo-dsmes e de ansiedade e seus possiveis

mecanismos em ratos jovens.
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20BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

« Verificar o efeito de uma dieta hipercalérica soflistirbios de humor e a expressao

de BDNF no hipocampo de ratos jovens.

2.2 Objetivos Especificos

* Mensurar o peso corporal, circunferéncia toracicaraprimento naso-anal em ratos

jovens fazendo uso de dieta hipercaldrica;

* Analisar 0s parametros sanguineos bioquimicas ddes rapds periodo de

alimentacéao por dieta hipercaldrica;

* Verificar alteracdes nos comportamentos tipo-desprese tipo-ansiogenico nos

ratos apos inducao de obesidade por dieta hipeicald

» Determinar os niveis de BDNF no hipocampo dos ral@sos.

14



3REVISAO DE LITERATURA

A presente revisdo bibliografica ira descrever osacpais pontos abordados nesta
pesquisa e a interacdo entre os mesmos. Paraftamealizado pesquisa na base de dados
Pubmed, utilizando os descritores: “Obesity”, “DiéHigh-Fat”, “Hippocampus”, “Brain-
derived neurotrophic factor (BDNF)”, “DepressiorfAnxiety”. Como critério de inclusdo
foram utilizados artigos escritos na lingua inglegee abordaram a interacdo de ao menos um
dos descritores, ao final foram utilizados 51 agigD manuscrito que sera escrito a partir dos
resultados dessa dissertacdo serd enviado paraa Jgutritional Neuroscience”, peridédico
com impacto 3,313 e Qualis B1 na &rea de Ciend@édicas Il - CAPES.

3.1 Obesidade

A obesidade é um distarbio biologicamente heteregénaracterizado por um
desequilibrio metabdlico e bioquimico, que estaciehado com a ingestdo de alimentos
hipercaldricos, que geram o excesso de tecido sdlippm consequente ganho de peso
(WHO, 2015). Muitos estudos populacionais tém destrado que o0 aumento na
concentracdo de tecido adiposo, principalmenteegi@o abdominal, estd associado a fatores
ambientais e a inatividade fisica, contribuindo ndeneira significativa para a génese da
obesidade em humanos (Rosebial, 2012). Por este motivo, a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) preconiza a medida da circunferénairatmal como preditor de risco de
doencas metabolicas e cardiacas (Diretrizes Birasilde Obesidade, 2009).

No ano de 2015, a populagédo norte-americana apoesarma prevaléncia de
obesidade maior que 20%, chegando a valores stgeao35% em alguns estados (Yang &
Colditz, 2015). O Instituto Brasileiro de GeogradieEstatistica (IBGE, 2010), afirmou que
61,8% da populacédo no Brasil, com mais de 20 aroslate, apresenta excesso de peso.
Ainda nesta mesma faixa etaria, observa-se um mewe de obesos de 16,9%. Em
aproximadamente dez anos, mantendo-se os mesmigssimb pais, 30% da populacao
brasileira estara acima do peso, alcancando padi¥éescos aos dados atuais dos Estados
Unidos da América (KAKKAR & DAHIYA, 2015). Com iss@ntende-se que a obesidade é
uma doenga crbnica, de propor¢cdes mundiais, edpecite porque esta associada a uma

ampla gama de complicagdes sistémicas (Dobbingrbgc& Choi, 2013).
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Atualmente compreende-se que o tecido adiposo famacomplexo reservatério
energético, que sofre regulagcdo hormonal de meuasisautdcrinos (mensageiro quimico
produzido por uma célula que age nesta mesma r@utarocrinos (mensageiro quimico
produzido por uma célula que age sobre célulaghd®). Alem disso, os adipécitos também
sdo responsaveis pela producdo de substancias riedocque regulam varias fungdes
organicas como o balangco energético, a secrecapepedeos, de proteinas bioativas e
adipocinas — citocinas secretadas pelo tecido adig@luher, 2013). As alteracdes no
fendtipo dos adipdcitos, causadas pela obesidadamgum processo inflamatorio crénico de
baixo grau, caracterizado pelo aumento dos nivieisllatorios de acidos graxos e fatores
inflamatorios, os quais sdo responsaveis por ume dé alteragcbes metabdlicas (Wensveen
et al., 2015; Pradat al.,2009).

Nos ultimos anos, a forma de dislipidemia decoseda acdo combinada da
resisténcia a insulina e da obesidade é reconheoia® "dislipidemia metabdlica" (Klop,
Elte & Cabezas, 2013). Esta resisténcia é causadalferacdes na estrutura e na funcao
celular dos adipécitos que passam a liberar adipese macrofagos em grande quantidade.
Com isso, h4 um amento na lipolise com consequkiméeacdo de acidos graxos na
circulagdo (Figura 1), provocando uma lipotoxicielaglstémica (Pagliassottt al., 2016;
Hardy, Czech & Corvera, 2012). Logo, a obesidadersiderada uma sindrome metabdlica
gerada pela inflamacéo crénica, com dislipidenmiesésténcia a insulina, a qual € responsavel
por disfuncdes que aumentam o risco de doencas cdarto agudo do miocéardio, acidente
vascular cerebral, tromboembolismo venoso, diab@éskhin & Lentz, 2013; Johnson,
Milner & Makowski, 2012).

Desta forma, o acumulo de tecido adiposo causasénmade alteracfes homeostaticas
no metabolismo de lipideos e glicose, nas func@esidnais e na modulacéo inflamatoria.
Estas alteracbes geram um disturbio sistémico plerecassao periférica e central como a
resisténcia a insulina, dislipidemia e até disfascéognitivas (Luo & Liu, 2016; Bliher,
2016). Com isso, 0 estudo das alteracbes envolvidasobesidade busca elucidar os
mecanismos fisiologicos deste problema, bem coews sfeitos nos diferentes sistemas do

organismo humanao.
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3.2 DietaHipercalérica

O desenvolvimento de dietas hipercaloricas ricas&rnoidratos e lipideos, tem sido
largamente utilizado em modelos animais para imdobesidade, mimetizando o que
acontece em humanos e auxiliando as pesquisas desta Estes modelos experimentais
tornaram-se uma importante ferramenta para o estadesiopatologia da obesidade e suas
comorbidades. Além disso, apresentam potenciatiadié para investigar o efeito do perfil
dietético sobre o metabolismo e estrutura de nio#tiprgdos e tecidos (Rosigtial., 2012,
Sampeyet al., 2011). Existem evidéncias de que o perfil dietéthpresenta uma notavel
capacidade de modificar o metabolismo celular, pdde levar a uma profunda
reprogramacdo molecular, que inclui a modulacdo gkrses que regulam a estrutura, a
funcao, o crescimento e a sobrevivéncia celulan{®aket al., 2013).

No entanto, alguns fatores devem ser consideraaagilizacéo deste tipo de modelo
de indugdo, como a variabilidade na composicdoatduga e acucar; a oferta da dieta - se
continua ou intermitente; o tempo de inducdo ddgealo; e o consumo individual entre os
animais. No entanto, apesar dessas variaveis daasdiepercaloricas reproduzidas em
laborat6rio apresentam resultados funcionais, &hngsi aos encontrados em humanos (Baker
et al., 2017). A maior parte dos estudos utilizam modelos roedores, em geral ratos e
camundongos, que permitem avaliagdes metabdlicesistemas cardiovascular, enddcrino,
hepatico e cerebral, bem como, permite verificegratbes comportamentais, cognitivas e
humorais (Reichekt al., 2015; Robinsoset al., 2015; Harris e Apolzan, 2012).

17
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Figura 1: Fisiopatologia da obesidade: dislipidem&abdlica. Fonte: Préprio autor.

3.3 Depressdo e Ansiedade

A obesidade também esta ligada a disturbios cegsite emocionais que emergem
como fatores de risco adicionais para complicagé@®cionais como a depressdo e a
ansiedade (Luppinet al., 2012). Modelos experimentais de inducdo de obhdsiém animais
proporcionam um ambiente mais proximo ao humanontqua ingestdo de alimentos
hipercaldricos (Castanon, Lasselin & Capuron, 2024¢m disso, 0 uso de inducdo por
dietas hipercaldricas representa uma importantarfemta na avaliacdo da relacdo entre a
obesidade e as alteracdes comportamentais do éegkiva e ansiogénica em animais
(Mansur, Brietzke & Mclintyre, 2015; Yamadgal., 2012).

A depresséo é caracterizada por um estado de hlapamido generalizado, perda de
interesse em atividades habituais e capacidadeidadde sentir prazer. A fenomenologia
clinica de episédios de depressao maior implideress cerebrais envolvidos na regulacéo

do humor, da ansiedade, do medo, processamente®abepensa, atencdo, motivacao,
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respostas ao estresse, cognicdo social e neuratiegefuncdo (ou seja, sono, apetite,
energia, libido) (Price and Deverts, 2010; Ambrostoal., 2018). A depressdo é um
transtorno prevalente em pessoas com obesidaddo spre ambos os transtornos estéo
associados a maior taxa de morbidade e mortalitcadepaises desenvolvidos a depressao € a
principal causa de incapacidade, devido ao compiorerto funcional e redugcdo da
qualidade de vida, acarretando em um alto custeagmde (de Wikt al., 2010). A obesidade
pode aumentar em 55% o risco de depressédo (Lugpaig 2012). Além disso, adolescentes
deprimidos correm maior risco para o desenvolviment principalmente, persisténcia da
obesidade durante a adolescéncia (Goodman & Whjtd@02). A compreensao dos
determinantes biolégicos e sociais compartilhadas figam o humor deprimido e a
obesidade pode auxiliar na prevencao e no tratantEnambos os transtornos (Goodman &
Whitaker, 2002; Ambrdsiet al., 2018).

Por sua vez, a ansiedade é um estado fisiologicactesizado por componentes
cognitivos, somaticos, emocionais e comportameniasproduzem medo apreensao, fadiga,
tensdo e em casos extremos transtorno de panicesses pds-traumatico entre outros. Ela
ainda pode estar acompanhada por sensac6es fisioas palpitacdes cardiacas e falta de ar,
engquanto o componente cognitivo acarreta a expectd® um perigo difuso e certo (Price e
Drevets; 2010; Andrét al., 2014). Varios estudos evidenciam que a inducédobasidade
por dietas hipercaloricas pode gerar disfuncdesittegs como a ansiedade em roedores
(Reicheltet al., 2015; Andréet al., 2014; Ferreiraet al., 2018). Em revisdo sistematica
realizada por Silva (2015), o autor afirma que dtarmos emocionais como a ansiedade
podem ocasionar distarbios alimentares que gerarbeaidade (Silva, 2015). Com isso, a
ansiedade também representa um fator de riscoopasadade, assim como a obesidade pode
influenciar no perfil ansiogénico. Portanto, estdistirbios podem ocorrer de forma
concomitante no mesmo individuo (Geriepy, NitkechrBitz, 2010).

Sabe-se que uma inflamacéo periférica de baixo gmaece ser um dos mecanismos
bioldgicos comuns entre transtorno de humor e dadsi No entanto, é importante destacar
que essas condi¢Bes podem ocorrer de forma indepengois a inflamacéo periférica pode
nao ser observadas em individuos obesos (Caséhabn2014; Ambrosiat al., 2018).

O acumulo de tecido adiposo branco pode gerar esposta inflamatoria sistémica e
uma infiltracdo de células imunes: (a) com ativagéaeceptores Toll-like receptor 4 (TLR-
4) — que se ligam a lipopolissacarideos (LPS)s@uyecdo de mediadores proé-inflamatoérios

por células imunes e adipdcitos; (c) e aumentcedsténcia a insulina e lipogénese (Figura
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2). Tanto a obesidade quanto a depressdo tamba&masstociados a alteragdes na microbiota
intestinal, aumentando a capacidade de permeatelida o vazamento de produtos
microbianos capazes de induzir a ativacdo de &lulanes e a liberacdo de citocinas. O
vazamento de acidos graxos pode levar a sintelggidies complexos e seu armazenamento,
aumentando a coleta energética (Kaufmaginal., 2017; Ambroésioet al., 2018).
Independentemente de suas principais fontes deugfiod os mediadores inflamatorios
periféricos podem acessar 0 sistema nervoso ceaitealés de transportadores via barreira
hemato-encefalica ininterrupta ou até mesmo viaedio de neuronios periféricos, causando
neuroinflamagé@o. Uma vez no encéfalo, a producameltiadores inflamatorios afeta varias
fungBes neuroquimicas, incluindo o metabolismo rdasoaminas, o do glutamato, o eixo
hipotalamo-hipodfise-adrenal (HPA), a neuroplastdiel e a neurogénese (Figura 2).

Disturbios cognitovos e de humor tambem estdo icglados ao estresse oxidativo e
disfungdes no sistema enddcrino (Sellbom & Guns2@d2; Hryhorczuket al., 2013). Os
disturbios metabdlicos observados na obesidadengeraaumento nos niveis de cortisol,
leptina e insulina, acarretando no agravo do pemces neuroinflamacéo (Hryhorczekal .,
2013). A neuroinflamacéo ocorre em varias regidgeeflicas envolvidas na regulacao de
diferentes aspectos comportamentais, incluindowuaonsalimentar e saciedade; mecanismos
de prazer e recompensa; e niveis de energia, g&gutio sono e humor. Disfuncfes nesses
comportamentos sdo frequentemente observados esnagesom depressdo e também em
pessoas obesas, além de potencializar a inativeladganho de peso, completando esse ciclo
(Figura 2). Modelos experimentais com roedoresrdgso que 0 aumento na expressao de
citocinas, presente na obesidade, altera a modulaf@amatéria afetando diferentes areas
cerebrais, as quais estdo ligadas a regulacdo morhet a formacdo de memorias como o
cortex, hipotalamo, hipocampo (Diretlal., 2011; Pistelkt al., 2010).
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Figura 2: Ciclo inflamat6rio: Obesidade-DepressBioR-4 - Toll-like receptor 4; Eixo HPA — Eixo
hipotalamo-hipoéfise-adrenal. Fonte: Adaptada de Arsibet al, 2018

3.4 Hipocampo e BDNF

A regido hipocampal esta relacionada a respostasienais estando em meio a um
complexo centro neural que regula a ansiedademsogé®. O hipocampo estd no centro do
circuito relacionado as respostas emocionais, fanj®-se para outras areas encefalicas
como o cortex-pre-frontal. Neste contexto, ele @arenibir certos comportamentos,
associados ao aparecimento e manutencao da answiade, projecbées do hipocampo,
direta ou indiretamente, a amgdala, estédo implisas processos de medo e interagao social
(Adhikari, Topiwala & Gordon, 2010; Padilla-Coreasbal., 2016). Segundo Boldrini e
colaboradores o hipocampo humano é menor em pesie@pressivos em comparacédo a
individuos saudaveis. Desta forma, lesdes ou distsirno hipocampo podem promovem
alteracdes no comportamento emocional (Bolditial. 2014).

O hipocampo é a principal estrutura encefalicadiga atividade do fator neurotréfico

derivado do cérebro (BDNF) que € uma proteina dogagda familia das neurotrofinas, que
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atua no desenvolvimento do sistema nervoso dumarfitse embriondria e no crescimento,
diferenciac@o e apoptose dos neurdnios no adultdef et al., 2007; Riddest al., 2005).
Niveis reduzidos de BDNF no encéfalo estdo assosiagpatogénese da depressao (Duman e
Monteggia, 2006; Larsest al., 2010). Thompson Ragt al, encontraram valores reduzidos de
BDNF no cértex e no hipocampo de individuos comrelgffio, esquizofrenia e vitimas de
suicidio (Thompson Rast al., 2011). O mesmo foi encontrado por Schmidt e aokedores

ao avaliarem os niveis séricos de BDNF em pacierttesdepressao (Schmietal., 2011).
Ainda, o BDNF hipocampal pode ser reduzido porrégale estresse agudo ou crénico que
afetam a expressdo do RNA mensageiro (RNAmM) do B@N&s niveis de proteina no
hipocampo (Leet al., 2008; Nairet al., 2007).

Os disturbios metabolicos gerados pela obesidan® doperglicemia, dislipidemia,
estresse oxidativo e dano inflamatério podem al&estrutura funcional do hipocampo, com
isso gerando a reducgéo na expressdo de BDNF (Fuehs 2004; Kimet al., 2016). Tais
mudancas na via de sinalizacdo do BDNF represeptacipal componente desencadeador
de alteracdes comportamentais de depressao e asi@dartinowichet al., 2007). Portanto,

a depressao deriva da combinacdo entre fatoresatais (como obesidade e estresse) e o
genético, tendo estes como desencadeadores da&oedos niveis de BDNF (Shalet/al.,
2009; Trajkovskaet al., 2008).

O BDNF também esté envolvido com a regulagéo danigal energético, onde estudos
demonstram que a disfuncdo deste mecanismo caysafagia e consequentemente
obesidade (Noblet al., 2011; Meeket al., 2013). Em estudo realizado com camundongos
deficientes em BDNF, observou-se o desenvolvimeaabesidade, com hiperglicemia e
hiperfagia (Kernieet al., 2000). Por sua vez, o desenvolvimento de obesidagartir de
modelos de inducdo, por dieta hipercaldrica ou freadido genética, causa danos na
expressdo de BDNF no hipocampo. Desta forma, adlipemia gerada pela obesidade inibe
a expressao e a liberacdo circulatéria de BDNFistersa nervoso central (Krablge al.,
2007). Logo, podemos inferir que a associacéo entieesidade e as alteracOes da expressao
de BDNF formam um sistema de retroalimentacao.

Desta forma este trabalho justifica-se pela impoitd do estudo de dietas que
induzam a obesidade em animais e que mimetizenesidanle em humanos, bem como sua
relacdo com distirbios de humor, como a ansiedade depressdo, especialmente na

populacdo mais jovem. Ainda, é importante verifisar existe alteracdo na expressédo de
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fatores de crescimento, como o0 BDNF, no hipocangmtbs jovens que podem explicar, ao
menos em parte, o aparecimento dos transtornogrderima populagao obesa.
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4MATERIAISE METODOS

4.1 AnimaiseDietas

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Codeté&tica da Universidade
Federal do Pampa (UNIPAMPA) sob o niumero 039/2@bram utilizados 20 ratos Wistar
machos, provenientes do biotério da Universidadieieé se Santa Maria (UFSM), com peso
aproximado de 200 gramas e 8 semanas de idademForantidos no Biotério da
UNIPAMPA quatro animais por caixa, sob ciclo claswuro de 12 horas, em condi¢cbes de
temperatura controlada (22+2°C).

Os animais foram divididos em grupo dieta contemliieta hipercaldrica (HD), sendo
avaliados por um periodo de 45 dias. No grupo ot{n=08), os animais receberam racao
comercial balanceada (NUVITAL, NUVILAB-CR, PR, BidsO grupo HD (n=12) recebeu
racdo comercial acrescida de banha de porco ed&esnja, nas propor¢des 0.75: 0.25: 1
(Reeves, 1997). Em ambos os grupos experimentaenimais tinham acesso livre a agua e

comida, que foram trocadas em dias intercalados.

4.2 Avaliacao da obesidade

Uma semana antes e semanalmente apos o iniciootlocg@o, os animais foram
avaliados: (1) peso corporal (balanca digital EIBIR15 plus); (2) circunferéncia toracica
(TC) — Fita métrica posicionada na linha perperdicao eixo longitudinal na altura da
décima segunda vértebra toracica, ultima costplaeesso esternal; e (3) comprimento naso-
anal — Fita métrica posicionada na medida longialdiio dorso do animal do nariz a base da
cauda. Apés a eutanasia dos animais, as gordurdgomedal e retroperitoneal foram
removidas, sempre pelo mesmo avaliador, e pes&dae dado também foi usado para
posterior mensuracdo do indice de adiposidade, stongeso da gordura visceral/peso
corporal x 100 (Taylor & Phillips, 1998).

4.3 Avaliagao compor tamental

No 43° dia ap06s o inicio das dietas, os animamsnfoavaliados no labirinto em cruz

elevado. Para tanto, o animal foi colocado no oedidr labirinto e realizou-se a avaliagdo do
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ndamero de entradas e o tempo em que 0 animal peo@amos bracos abertos por 5 minutos.
Estes dados séo utilizados como indicadores reladus a ansiedade (Pelletal., 1985).
Também foi realizada a avaliacdo de aspecto tipoedsivo, no 44° dia, através do
teste de nado forcado. Esse teste consiste naiekpas animais ao nado forcado em um
tanque cilindrico com agua, a um nivel que impeggpao das patas ou cauda no fundo do
recipiente e a fuga pelas bordas superiores. Aa@éa consistiu no tempo em que o animal
permaneceu em uma postura de imobilidade por 6 tognindicativo de comportamento

tipo-depressivo (Porsodt al., 1977).

4.4 Niveis de BDNF no Hipocampo

ApoOs eutanasia, os hipocampos dos ratos foranmadesr para dosagem de BDNF,
utilizando método ELIZA (Salet al., 2011). Para tanto, o tecido foi congelado a G@&fté
0 ensaio. Posteriormente, os tecidos foram homaggah®es em tampé&o contendo Tween 20,
cloreto de benzetonio, acido etilenodiaminotetiaoét EDTA, albumina sérica bovina -
BSA, NaCl, fluoreto de fenilmetanossulfonila e dprima. Os sobrenadantes foram
processados usando ensaio imunoenzimatico (ELI&A&D Systems (Minneapolis, MN),
sendo que 100 pl da aliquota das amostras foradasisde acordo com as instrugbes do
fabricante. Os niveis de BDNF foram estimados pterpolagdo de uma curva padrao por
medidas colorimétricas a 450 nm (comprimento deatedcorrecdo 540 nm) em um leitor de
placas ELISA (Berthold Technologies - Apollo 8 - lB2, KG, Alemanha). O teor de
proteina total do sobrenadante foi medido usanduétodo de Bradford. (Schleicher &
Wieland, 1978).

4.5 Testes bioguimicos

Foi realizada a coleta de sangue por puncdo carddaca realizacdo dos testes
bioguimicos de colesterol total, low density ligiot (LDL) e high density lipoprotein (HDL),
triglicerideos, glicose, aspartato aminotransfer@s®T), alanina aminotransferase (ALT),

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

Peso corporal, TG & Pasa comparal TG &
compeimento comprimento nasa-anal
naso-anal avalisdos semanaimenie

Figura 3: Design experimental. Os animais receberam diet&ralen(ragdo comercial) ou dieta hipercal6rica
(HD). O peso corporal, a circunferéncia toracic€\E o comprimento naso-anal foram mensurados antes
semanalmente apdés o inicio das dietas. Nos dias 48 apo6s o inicio das dietas foram realizadosestes
comportamentais do labirinto em cruz e do nadoafitwg Apds as avaliacbes, 0os animais foram saad&ao
sangue retirado para realizacao dos testes biocpsrei o hipocampo para mensuracdo de BDNF.

4.6 Analise estatistica

A analise estatistica dos grupos experimentaigefaizada por meio de analise de
variancia (ANOVA de duas via) seguida pelo testeStiedent-Newman-Keuls, ou teste de
Student ndo pareado. Foi utilizado Software Gradh{San Diego, CA, USA), sendo os dados
expressos como média + erro padrdo da média eebddsignificancia em todos os casos foi
considerado p<0,05.
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S RESULTADOS

Podemos observar que os animais que receberamaahgpercalorica (grupo HD)
apresentaram menor peso corporal, peso do figadonferéncia toracica e comprimento
naso-anal quando comparados ao grupo controleréFg, C, D, E). No entanto, a dieta
hipercaldrica induziu o aumento de tecido adiposiigpnadal e retroperitoneal, bem como,

aumentou significativamente do indice de adiposd&ibura 4 B e F).
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Figura 4: Avaliagdes da indugdo de obesidade durante e@p4éS dias de tratamento dos grupos dieta controle
(CD), dieta hipercalérica (HD). A: peso corporalsdanimais; B: peso das gorduras perigonadal e
retroperitoneal; C: peso do figado; D: circunfei@ntoracica; E: comprimento naso-anal; F: indiee
adiposidade. (*) Figuras 2 A, D e E analise edtatisisando ANOVA de duas via e teste post hoc elerhain-
Keuls (***p<0,0001) e (*) Figuras 2 B, C e F analisstatistica por test T ndo pareado (sendo **B@ ou
p=0,0003, comparados ao grupo Controle.

Confirmando a inducéo da obesidade, podemos olrsenavaliacdo bioquimica apés
45 dias de dieta hipercalérica que houve um aumsigiaficativo dos niveis séricos de
colesterol total, LDI, HDL, glicose, triglicerideo&LT e AST no grupo HD, comparados aos

animais do grupo controle (Tabela 1).
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Tabela 1 — Parametros bioquimicos apés 45 dias de inducdo de obesidade dos grupos
controle (CD) edieta 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 +12.68 071.55 1+ 19.22 p=0.0003***
HDL 25.91 1974 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=0.00Q1***
AST 102.04 + 22.46 239.30+110.02 p=0.0030**

(*) Anadlise estatistica usando test T ndo pareadmparando grupo dieta hiercalérica (HD)
ao grupo Controle (CD).

ApoOs sete semanas de dieta hipercaldrica, os aniforam avaliados no teste de nado
forcado, onde podemos perceber um aumento do tdmpuobilidade nos animais do grupo
HD,

comportamento do tipo-depressivo (Figura 5 A). Ainds animais do grupo HD

comparados aos animais do grupo controle (p808®), caracterizando um
apresentaram perfil ansiogénico no teste do ldabirem cruz elevado, comparados aos
animais do grupo controle, com significativa reduda tempo (p= 0,0029) e do niamero de

entradas (p= 0,0141) nos bragos abertos (Figura &£B

=
Cv )
o

= » ¥

TS

co L al L= HO

I
B

"

e 4o emotidaade )

-
u

Teren mo hraca abevin (L)

vy peden o b g plaribu [

en HE:

[=
n

Figura 5: Efeitos da inducdo de obesidade por dieta hip@ical comparada a dieta controle no perfil
comportamental de depresséo e ansiedade. A: Teepoatilidade durante o teste do nado for¢cado;énfgo
de permanéncia dos animais nos bracos abertosteodi® labirinto em cruz elevado; C: nimero deagiais nos
bracos abertos no teste do labirinto em cruz etevédl Analise estatistica usando test T ndo pardadndo
*p<0,05 e **p<0,001), comparados ao grupo Controle.

Ao analisarmos a expressdo de BDNF no hipocampauiosais controle e HD, ao
final do periodo de inducdo de obesidade, observa-seducdo significativa dos niveis de
BDNF no grupo HD em comparacéo ao grupo Contratpu(g 6).
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Figura 6: Expressao de BDNF no hipocampo dos animais doogeoptrole e dieta hipercalorica apos 45 dias
de inducéo de obesidade. Andlise estatistica usastd ndo pareado (sendo **p<0,001), comparadag@o
Controle.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, verificamos que os animais que remebdieta hipercaldrica por 45
dias apresentaram aumento na concentracdo de satijgilmso e do indice de adiposidade de
forma significativa. Ainda, os ratos tiveram eledaglos niveis de colesterol total, HDL,
LDL, triglicerideos, glicose, ALT e AST, caracteaio a indu¢do de obesidade. Ademais,
constatamos que os animais obesos apresentararoraportamento tipo-depressivo e tipo-
ansioso. A reducédo dos niveis de BDNF no gruportgb@ico, podem explicar, pelo menos
em parte, os resultados observados nos testes gdampatais indicando a presenca de um
perfil tipo-depressivo e ansioso.

Ao analisarmos o0 peso corporal observa-se que mograntrole apresentou aumento
significativo do peso quando comparado ao grupo Bfludos anteriores, verificaram que
modelos de indugdo por dieta hipercaldrica podemimduzir o aumento do peso de forma
significativa em ratos (Pinét al., 2017; Ferreiraet al., 2018). Além disso, o grupo HD
também apresentou menor circunferéncia toracicamgprmento naso-anal sugerindo que a
dieta rica em gordura afetou o desenvolvimentoedeahimais. Estes achados podem estar
relacionados com o tipo de dieta hipercaldrica asaal presente estudo, que pode ndo ser
palatavel para os animais, bem como, apresentar marer concentracdo de proteinas.
Ozanne e colaboradores relataram que a restrici@rateina gera uma reducdo no
crescimento de camundongos no inicio da vida, megmado ofertado uma dieta palatavel
(Ozaneet al., 2004), ou seja, a falta de nutrientes pode serfaior determinante nesse
contexto.

Contudo, ao avaliar o peso total das gordurasralicd de adiposidade, o grupo HD
obteve um aumento significativo dessas variavemspasado ao grupo controle. Ainda, em
nosso estudo a dieta hipercaldrica resultou no atamsignificativo dos parametros
bioguimicos analisados, resultando na inducdort@ne metabolica. Estes dados sugerem
gue o peso corporal ndo pode ser analisado comatomisolado, pois, a dieta hipercalérica
aumentou a concentracdo de tecido adiposo e pramateracdes metabodlicas condizentes
com a obesidade. Na literatura varios estudos gmpagste achado, os quais, concluem que o
aumento da adiposidade acarreta em disfuncdes como a dislipidemia, hiperglicemia,
dano hepatico, além de, gerar disturbios signifioatno sistema endécrino (Oliveieaal.,
2013; Santost al., 2016).
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As alteracbes geradas pela dieta hipercaléricagceimente a dislipidemia,
hiperglicemia e o dano hepatico, refletem uma sdeiealteracbes metabdlicas que podem
estar interligados. Neste contexto, alguns estudbsam que a resisténcia a insulina poderia
estar ligada ao acumulo de tecido adiposo no figatim disso, acredita-se que em niveis
elevados os lipideos podem inativar componentesinigizacdo da insulina, resultando
assim, em uma possivel resisténcia tecidual (Ataad., 2005; Hollandet al., 2007; Yu-
Shenget al., 2018).

Goodman e Whitaker (2002) realizaram um estudo leemdo 9000 adolescentes do
7° ao 12° ano, onde demonstraram que ao longo damaracompanhando esses individuos, a
relacdo de depressdo e obesidade foi alta. Aineldfjcaram que o humor deprimido esta
associado a um aumento do risco de desenvolvimermersisténcia da obesidade desses
adolescentes (Goodman & Whitaker, 2002). Com baes resultados dos testes
comportamentais, ap0s 7 semanas de inducéo dedaées grupo HD apresentou um perfil
tipo-depressivo e ansiogénico. Desta forma, podeanfesr que existe uma relacdo entre o
aumento da concentracdo de tecido adiposo e pssilteracbes neurobioldégicas como
transtornos de humor (Andet al., 2014). De forma semelhante, Yamaaaal., apos 16
semanas de inducdo de obesidade por dieta hipéceal&erificou a inducdo de um
comportamento tipo-depressivo nos animais, o quiadgsociado a disfungées metabdlicas e
h&a um possivel dano inflamatério gerado pelo excels tecido adiposo (Yamad al.,
2011). Além disso, Ferreira&t al., observou em seu estudo o surgimento de um
comportamento ansiogénico, apos 8 semanas de mdigdobesidade, usando dieta de
Cafeteria em ratos. Sweenetyal. verificou a mesma alteracéo apos 15 semanas teritia
em gordura em camundongos (Ferrettaal., 2018; Sweenet al., 2017). Os nossos
resultados diferenciam-se dos demais supracitaéts r@duzido tempo de inducdo de
obesidade, menor que 8 semanas, e que ja foientiicpara gerar alteracbes metabdlicas,
bioguimicas e comportamentais nos animais. De fat@reciso mecanismos celular e
molecular, bem como as interagcdes comportamenti@srgdeiam a relagéo entre obesidade,
depresséao e ansiedade permanecem obscuros e s@oegtudados. No entanto, sabe-se que
0 ganho de peso excessivo pode causar disfuncdeseuturas cerebrais responsaveis pela
cognicdo e emocgdao, incluindo o hipocampo, impoetamgstrutura relacionada a
comportamentos de humor e memoéria (Rag., 2010; Liuet al., 2014).

Dietas ricas em gordura podem reduzir a neurogéripeeampal em adultos (Hwang
et al., 2008), assim como o montante de BDNF nesse |Beakét al., 2010). O BDNF é um
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importante fator neurotrofico que desempenha unelpamdamental na sobrevivéncia e
orientacdo dos neurbnios durante o desenvolvimentonecesséario para a sobrevivéncia e
funcionamento normal de neurdnios no encéfalo adiMalberget al., 2000). O BDNF
promove a plasticidade neural, neurogénese, soféresia neuronal e crescimento de neuritos
(Thoenen, 1995). Observamos, no atual estudo, guEnionais apresentaram uma reducéo
significativa dos niveis de BDNF no hipocampo quamdnsumiam uma dieta rica em
gorduras. E importante salientar que esses anira@&beram a dieta ainda jovens, e que
durante a infancia e adolescéncia as dietas alarenpodem promover danos neurais que
afetam diretamente a neurogénese e consequentemeleEenvolvimento cognitivo (Fet

al., 2017; Boitardet al., 2012). Seria interessante verificar as alteragi@ememoria desses
animais a longo prazo, no entanto, podemos inferér a reducdo dos niveis de BDNF estéo
relacionados com os problemas de humor encontreedds trabalho. A diminuicdo dos niveis
de BDNF pode levar a uma perda de plasticidadenbém ao dano e morte de neurénios que
estdo envolvidos na fisiopatologia da depressaoseedade (Malbergt al., 2000). Liu e
colaboradores, verificaram que uma diminuicdo nmalga corporal ou na glicose no sangue,
por si s6, ndo esta associada a reducédo dos niedeptina ou na expressdo de BDNF no
nacleo ventromedial do hipotalamo (VMH) em ratosu(let al., 2014). Eles tambem
verificaram que uma dieta rica em gordura ndo nuadé expressdo de BDNF nos estagios
iniciais do desenvolvimento da obesidade em ra@®cendo ser uma consequéncia a longo
prazo deste tipo de dieta. Os animais que permemacem com a dieta por 4 semanas
apresentaram maior adiposidade e menores nivé8®dE- (Liu et al., 2014), sugerindo que
componentes de gordura da dieta e seus metahdditiesn regular diretamente a transcri¢éo /
pés-transcricdo génica e sistemas de segundos gednosa(Liuet al., 2014). Além deste,
outros estudos (Hargravet al., 2016; Yeomans, 2017; Kanoskt al., 2007) mostram
evidéncias significativas quanto a relacdo da digba@rcaldrica na reducdo dos niveis de

BDNF, por disfungé&o do hipocampo, com consequdteeagdes cognitivas e humorais.

De fato, compreender as vias neurobiologicas errdetantes socioambientais
compartilhados pelas alteragbes de humor, com@resksio, e a obesidade podem ajudar na
prevencéao e tratamento de condi¢gdes cronicas,iandocos antecedentes da vida precoce do
individuo e o potencial de morbidade a longo prdessas doencas (Goodman & Whitaker,
2002). Uma vez instalada, os tratamentos da olmsidada depressdo sao muito dificeis.
Autores indicam que 0 estresse continuo, que podeecar na primeira infancia, poderia

estar ligado a um ambiente social hostil, levatexacdes na morfologia cerebral e nos eixos
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neuroenddcrinos causando a obesidade e disturbibardor (Gohikt al., 2001; Goodman &
Whitaker, 2002). Neste contexto, terapias que diamm a ansiedade e a depressdo (como
ansioliticos, antidepressivos, psicoterapia e tasagppmplementares e alternativas) podem ser

usadas no tratamento e prevencao da obesidaderensjo
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7 CONCLUSAO

Com base no exposto podemos verificar que apémd@rses de inducdo de obesidade
por dieta hipercaldrica houve o aumento da conae#itr de tecido adiposo, com significativo
aumento do indice de adiposidade em ratos jovelsn Alisso, 0s animais apresentaram
alteracdes nos parédmetros bioquimicos condizemiss @ desenvolvimento de sindrome
metabolica.

Alem de promover obesidade nos animais, a dietar¢mporica prejudicou o
crescimento e desenvolvimento dos ratos. Ademassas resultados demonstram que a dieta
hipercaldrica induziu um comportamento tipo-depwesse ansiogénico, reduzindo a
expressdo de BDNF no hipocampo dos ratos que necele dieta rica em gordura quando

jovens.
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9 ANEXO |

Certificado de aprovacao de protocolo para uso de animais em pesquisa

P TR A R
PUSIRGCAE i) B DA i T uql o R B
Tl o 1] bt e 11 e et e F R

I*r-Hiilsiria de Pesgguiza, Pés-Graduagio ¢ Insvagho (PR

COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

R ELTET R L T Tt M T W

CERTIFICADO DE APROVAGAO DE PROTOCOLO PARA USO
DE ANIMAIS EM PESQUISA

Humero de protocole da CEUA; DFR201T
Titule: Investigagso da diferentes dh‘mﬁra?:ﬁn sobre o peril nociceptivo de raios

Ciim ebesidada -
Data da aprovagio: 2502017 §
Periodo de vigbneia ﬂﬂ-ﬂ%llﬁ: 19

Peaquisadores(a): MurgmUm

Campus:; Unguazana
Telelone: (48) 9956-0610
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Origem Biotério Central da Universidade Federal de Santa
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