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RESUMO

A desnutri¢do perinatal induz adaptagdes neurais que sdo responsaveis pelas alteragdes da
expressdo génica de receptores dopaminérgicos em dreas do cérebro envolvidas com a
regulacdo do comportamento alimentar. Os receptores dopaminérgicos DRD1 e DRD2 sdo
conhecidos por atuarem na via de recompensas do sistema mesolimbico controlando a
ingestdo alimentar. A ativacdo da via de recompensas cria uma sensacio de prazer e interfere
com os sinais fisiolégicos de saciedade, o que promove o consumo maior de alimentos
palatdveis. O acesso a alimentos palatdveis com alto teor energético é considerado fator de
risco ambiental para a obesidade. A compreensdo dos mecanismos relacionados com a
expressdo génica pelos quais a vida precoce influencia no padrdo de saide do adulto tem
implicagdes importantes na busca de medidas preventivas e de controle do comportamento
alimentar e sobre o risco para determinadas doencas na vida adulta. Este trabalho analisou o
efeito da desnutricdo proteica perinatal sobre a expressdo génica dos receptores
dopaminérgicos DRD1a e DRD2, no nucleo accumbens e estriado em animais adultos. Foram
utilizados 60 ratos da linhagem Wistar divididos em dois grupos segundo a dieta materna
oferecida no periodo perinatal: normonutrido n=30 (17% de caseina) e desnutrido n=30 (8%
de caseina). Foram analisados o peso corporal entre 15 e 120 dias de vida, a ingestdo de
alimento palatavel sob efeito dos agonistas dopaminérgicos D1 e D2 e os niveis de expressdao
génica dos receptores DRDla e DRD2 no nicleo accumbens e estriado de animais
normonutridos (n=6) e desnutridos (n=7). Os animais desnutridos que foram expostos a dieta
palatdvel sem estimulos dos agonistas D1 e D2, consumiram maior quantidade do alimento
palativel em relacdo aos animais normonutridos. Apds aplicacdo dos agonistas D1 e D2,
houve reducdo no consumo da dieta palativel em ambos os grupos (normonutrido e
desnutrido), entretanto o efeito anorético do agonista DI foi atenuado nos animais
desnutridos. Ocorreu aumento da expressdao génica do receptor DRD1a no nicleo accumbens
e estriado de animais desnutridos, ndo havendo alteragcdes significativas em relacdo ao
receptor DRD2. Assim, a desnutri¢do proteica perinatal altera a expressao gé€nica do receptor
dopaminérgico DRDIla no nuicleo accumbens e estriado em ratos adultos e altera o
comportamento alimentar, reduzindo a acdo hipofdgica do receptor dopaminérgico D1
estimulando o consumo de alimentos palataveis.

Palavras-Chave: desnutricdo proteica, expressdo génica, receptores de dopamina D1, receptores
de dopamina D2.



ABSTRACT

The perinatal malnutrition induces neural adaptations that are responsible for changes in gene
expression of dopamine receptors in brain areas involved in the regulation of feeding
behavior. Dopamine receptors DRD1 and DRD2 are known to act via the mesolimbic reward
system controlling food intake. The activation of the reward creates a feeling of pleasure and
interferes with the physiological signals of satiety, which promotes greater consumption of
palatable foods. The access to palatable foods with high energy content is considered
environmental risk factor for obesity. The comprehension of the mechanisms related to gene
expression by which early life influences on adult health standard has important implications
in the search for preventive measures and control of feeding behavior and the risk for certain
diseases in adult life. This study examined the effects of perinatal protein malnutrition on
gene expression of dopaminergic receptors DRD1a and DRD?2 in the nucleus accumbens and
striatum in adult animals. A total of 60 Wistar rats were divided into two groups according to
maternal diet offered in the perinatal period: nourished n = 30 (17% casein) and malnourished
n = 30 (8% casein). We analyzed the body weight between 15 and 120 days of life, the intake
of palatable food under the effect of D1 and D2 dopamine agonists and levels of gene
expression and DRD1a DRD2 receptor in the nucleus accumbens and striatum of animals
nourished (n = 6) and malnourished (n = 7). The malnourished animals that were exposed to
the palatable diet without stimulation of D1 and D2 agonists, consumed greater amount of
palatable food for the animals nourished. After application of D1 and D2 agonists, there was
a reduction in the consumption of palatable diet in both groups (nourished and malnourished),
however the anorectic effect of the D1 agonist was attenuated in malnourished animals. There
was an increase in the gene expression of the receptor in the nucleus accumbens and DRD1a
striatum of malnourished animals, with no significant changes over the DRD2 receptor. Thus,
perinatal protein malnutrition alters gene expression of the dopamine receptor in the nucleus
accumbens and DRDla striatum in adult rats and alters eating behavior, reducing the
hypophagic action of dopamine D1 receptor stimulating the palatable food consumption.

Keywords: protein malnutrition, genes expression, receptors dopamine DI, receptors
dopamine D2.
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1 APRESENTACAO

Apesar de a desnutricdo mundial ter tido sua prevaléncia reduzida em todos os paises,
ainda constitui um agravante a saide dos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento
(BATISTA-FILHO E RISSIN, 2003). Além disso, tem sido foco de diversas pesquisas por ser
um dos fatores associados ao excesso de peso e outras doencas cronicas que afligem
globalmente a populacdo mundial na vida adulta (LUCAS, 2000). O periodo perinatal em
humanos constitui um periodo critico, pois estd relacionado ao desenvolvimento de vdrios
sistemas, incluindo o sistema nervoso central. A falta ou excesso de nutrientes nesse periodo
exerce impacto no desenvolvimento das estruturas e func¢des cerebrais (HALES e BARKER,
1991; MORGANE et al, 2002).

Diversas doencas ligadas ao desenvolvimento neural podem estar relacionadas a
agravos, como a desnutricdo, durante o periodo intrauterino (DAUNCEY e BICKNELL,
1999), predispondo a doencas, como obesidade, hipertensdo e diabetes, na idade adulta
(SILVEIRA et al, 2008), sendo a obesidade considerada uma grande ameaga para a satide
publica no mundo atual (CONWAY e RENE, 2004).

Estudos mostraram que vdrias regides do cérebro sdo bastante afetadas pela
desnutri¢do proteica precoce, como por exemplo, o cerebelo e o sistema hipocampal. Podem
ocorrer alteracdes no nivel de neurotransmissores € o nimero e a afinidade de alguns
receptores dos sistemas serotonérgico, dopaminérgico, gabaérgico e o colinérgico
(MORGANE et al,1993; ALMEIDA, 1996).

Pesquisas indicam relacdes entre o consumo de alimentos e a liberacdo de
neurotransmissores em estruturas do sistema nervoso central. A dopamina € um dos
neurotransmissores cldssicos que atua no sistema nervoso central e os receptores

dopaminérgicos D1 e D2 s@o conhecidos por estarem envolvidos no comportamento

alimentar. Esses receptores estdo relacionados as sensa¢des motivacionais causadas por certos
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tipos de alimentos, estimulando a preferéncia e o consumo de alimentos energéticos
(VUCETIC; REYES, 2010; BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011).

Pesquisadores analisaram os efeitos dos agonistas dopaminérgicos no comportamento
alimentar de ratos submetidos a privacdo de alimento e revelaram uma importante
caracteristica farmacoldgica, onde cada tipo de receptor parece mediar diferentes efeitos na
preferéncia de alimentos ricos em gordura e agticar. Os resultados mostram que a liberag¢do da
dopamina no nticleo accumbens estd associada com a ingestdo de alimentos, principalmente
os palatdveis, como chocolate e biscoitos (HAJNAL; NORGREN, 2001; HAJNAL et al,
2004; COOPER e NASER, 2006; LUTTER; ERIC, 2009).

Trabalhos experimentais vém sendo realizados para verificar altera¢cdes no SNC e suas
consequéncias sobre o comportamento alimentar, entretanto ainda continua escasso 0 nimero
de pesquisas relacionadas com animais submetidos a desnutricdo proteica no periodo
perinatal. A realizacdo de mais pesquisas neste sentido pode auxiliar na compreensdo do
surgimento de vdrias enfermidades, como a obesidade nos seres humanos.

Sendo assim, a fim de responder a hip6tese de que a desnutricdo proteica perinatal
altera a expressdo génica de receptores dopaminérgicos D1 e D2 no nicleo accumbens e
estriado e estimula o consumo de alimentos palativeis em ratos adultos, o presente trabalho
analisou através de técnica molecular por PCR em tempo real, o efeito da desnutricao proteica
perinatal sobre a expressdo génica de receptores dopaminérgicos D1 e D2 no nicleo
accumbens e estriado em ratos adultos.

Os resultados deste trabalho podem auxiliar na compreensdo dos mecanismos
moleculares acerca do controle dopaminérgico sobre o comportamento alimentar e contribuir

na compreensdo do surgimento de varias enfermidades, como a obesidade nos seres humanos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Desnutricao e Desenvolvimento Cerebral

A desnutricdo, conforme definicdo da Organizacdo Mundial da Saide (WHO, 2000) é
uma condicdo patoldgica causada por ingestdo deficiente ou inadequada de calorias e/ou
proteinas. A desnutricdo protéico-caldérica €, ainda hoje, uma causa significativa de
mortalidade infantil no Brasil, e os fatores de risco mais associados a este quadro, no nosso
meio, sdo a auséncia de cuidados perinatais e o baixo peso ao nascer (GIUGLIANI et
al,1987). No mundo muitas criangas sdo afetadas pela desnutricdo, que junto com outras
epidemias como a maldria, por exemplo, é responsdvel pelo alto nimero de mortalidade
infantil (UNICEF, 2007).

O quanto a desnutri¢do precoce pode alterar o desenvolvimento do sistema nervoso
central e qual a sua influéncia no prognoéstico neuroldgico, tem sido uma questdo bastante
discutida em estudos experimentais envolvendo modelos animais (NUNES, 2001).

A desnutricdo precoce constitui fator ambiental capaz de produzir alteracdes no
cérebro. Estas alteracoes podem afetar aspectos morfologicos, neuroquimicos,
neurofisiolégicos e funcionais durante o desenvolvimento do cérebro (FUKUDA et al, 2002;
HUANG et al, 2003; HOFFMANN et al, 2004; AKMAN et al, 2004)

Dentre os inimeros modelos experimentais de desnutricdo um dos mais utilizados € o
de desnutricdo proteica, que pode ocorrer no periodo pré-natal, pés-natal ou em ambos. A
desnutricdo proteica pré-natal leva a alteracdo do desenvolvimento pds-natal do cérebro,
apesar de reabilitacdo nutricional ao nascimento (CINTRA et al, 1997; KEHOE, 2001;
DURAN et al, 2006). A alteracdo no comportamento, na anatomia, na quimica e na fisiologia
estende-se apds o periodo pos-natal, continuando até a vida adulta (FIACCO et al, 2003;

BOHRER, 2007). A desnutricdo proteica poés-natal ocorrida durante o periodo do
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desenvolvimento do SNC ¢ extremamente prejudicial e ocasiona efeitos irreversiveis (DE
OLIVEIRA e ALMEIDA, 1993; MORGANE et al, 2002; SILVA e DE OLIVEIRA, 2005).

As proteinas sdo formadas por agrupamentos de aminodcidos resultantes da ingestio
de dietas e sdo necessdrias para as fung¢des neuroldgicas, motoras e funcionais do sistema
nervoso central do ser humano. Assim, os déficits de proteina podem afetar diretamente o
desenvolvimento cerebral (LIMA et al, 1993; MORGANE et al, 2002). Em ratos, o déficit na
ingestdo de proteina durante o periodo de gestacdo pode resultar em atrasos no
desenvolvimento fisico e cerebral. (SANTUCCI et al, 1994; ALMEIDA et al, 1996; CINTRA
et al, 1997; MORGANE et al, 2002).

O conceito relativo ao impacto do agravo precoce ao cérebro estd baseado na
concepcdo de que hd periodos do desenvolvimento durante os quais o organismo ¢&
particularmente vulnerdvel. Este denominado periodo critico representa uma uUnica janela de
desenvolvimento, que ndao pode ser revertida ou repetida em um periodo posterior
(MORGANE et al, 2002).

Tem sido descrito periodos criticos do desenvolvimento cerebral durante a gestacdo e
logo apdés o nascimento, nos quais o cérebro € mais sensivel a estimulos ambientais
(TEJEDOR-REAL et al, 1998). Em ratos, o periodo que consiste no pico do desenvolvimento
do sistema nervoso central é entre os 7 e 14 dias de vida, perdurando até os 35 dias. Durante
este periodo estdo ocorrendo fendmenos como neurogénese, gliogénese e pico de
mielinizacdo, em diferentes regides do cérebro. Atraso em apenas poucos eventos
neurolégicos isolados, resultantes da desnutricdo nesse periodo critico do desenvolvimento,
podem ser causas de reacdo em cadeia, amplificando erros funcionais (LEVITSKY e
BARNES, 1972; MORGANE et al, 1992) e as interferéncias temporais na progressao dos
processos morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos durante o desenvolvimento do SNC

podem levar a déficit funcional permanente (MORGANE et al,2002).
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Alteragdes ambientais neste periodo, como as nutricionais, podem promover
adaptacdes morfoldgicas e funcionais de estruturas envolvidas diretamente com o controle do
comportamento alimentar (MUHLHAUSLER et al, 2006; DELAHAYE et al, 2008; GARCIA
et al, 2010).

Existe uma estreita relacdo entre agressdes ocorridas nas fases precoce do
desenvolvimento e o surgimento de doencas metabdlicas na vida adulta (GODFREY,
BARKER 2000; BREIER et al, 2001). Apesar dos mecanismos ainda ndo terem sido
totalmente elucidados, esse fendmeno € considerado uma mudanga irreversivel na trajetoria
do desenvolvimento (DOBBING, 1964; SILVEIRA et al, 2008).

No contexto dos estudos experimentais, a manipulacdo neonatal consiste em um
modelo adequado de intervencdo ambiental precoce para avaliar seu impacto sobre os
diferentes desfechos comportamentais e enddcrino-metabdlicos na idade adulta. Assim, o
desenvolvimento e a gravidade de diversas condi¢des patoldgicas na vida adulta dependem da
exposi¢do a fatores ambientais precoces, da vulnerabilidade genética do individuo, assim
como do periodo de ocorréncia do evento estressor (CHARMANDARI et al, 2003). Uma vez
que a vida pré-natal e a infancia sdo periodos criticos caracterizados por alta plasticidade
neuronal (KHAZIPOV, LUHMANN, 2006; CREWS et al, 2007), a exposi¢ao do individuo a
um estimulo nesses periodos pode levar a alteracdes persistentes no funcionamento do
organismo.

Estudos recentes tém demonstrado que a manipulacdo neonatal determina alteracdes
persistentes no comportamento alimentar de ratos adultos. Animais manipulados consomem
mais alimentos palatdveis (SILVEIRA et al, 2004; DA SILVA BENETTI et al, 2007) em
comparacdo com animais nao-manipulados nos primeiros dias de vida. Mais recentemente, foi
descrito que a manipulacdo neonatal reduz o metabolismo dopaminérgico e a taxa de

renovacao (turnover) da serotonina no nicleo acumbens de animais adultos (SILVEIRA et al,
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2010). Niveis diminuidos de grelina no plasma (SILVEIRA et al, 2006), redu¢do nos
receptores de dopamina D3 no nicleo accumbens (BRAKE et al, 2004), assim como aumento
nos niveis de opidides em diferentes regides cerebrais (PLOJ et al, 2003) foram identificados

em animais manipulados.

2.2 Dopamina

A Dopamina é uma amina biogénica que faz parte do grupo das catecolaminas, que
por sua vez se caracterizam, do ponto de vista quimico, por apresentar na sua estrutura um
grupo catecol (anel benzénico com dois grupos hidroxila proximais), ao qual se acopla uma
amina em cadeia lateral. Além da dopamina, outras duas catecolaminas também atuam como
neurotransmissores: a noradrenalina e a adrenalina (JACKSON e WESTLIND-
DANIELSSON, 1994).

A dopamina € a principal catecolamina no SNC e estd envolvida em uma variedade de
funcdes, tais como atividade motora, humor, emocao, afetividade e regulacdo neuroenddcrina.
As catecolaminas atuam como mensageiros quimicos no SNC (VALLONE et al, 2000). No
sistema nervoso periférico, a dopamina ¢ um modulador das fun¢des cardiaca e renal, do
tonus vascular e da motilidade gastrointestinal (JACKSON e WESTLIND-DANIELSSON,
1994).

Estudos sobre a transmissdo dopaminérgica surgiram na década de 50, quando a
dopamina foi reconhecida como um neurotransmissor independente (CARLSSON et
al,1958). A partir da técnica de microscopia de fluorescéncia, Carlsson e Waldeck (1958)
observaram populacdes de neurdnios contendo dopamina. Posteriormente, outros
pesquisadores descreveram mais detalhes sobre o sistema dopaminérgico no sistema nervoso

de ratos (DAHLSTROM e FUXE, 1964).
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Evidéncias da literatura descrevem que o consumo de alimentos ricos em agucar e
gordura provoca modificagdes neuroquimicas em sistemas neurotransmissores como o
mesolimbico, envolvido no comportamento alimentar e na recompensa (LEVINE et al, 2003).
Por exemplo, o consumo de alimento palatdvel induz a ativacdo do sistema de recompensa
(ERLANSON-ALBERTSSON, 2005), e se observa que ratos expostos ao alimento doce
exibem uma maior resposta dopaminérgica, medida pela liberacdo aumentada de dopamina no
nucleo acumbens e no cortex pré-frontal medial (GAMBARANA et al, 2003).

No SNC de ratos existe um numero importante de células dopaminérgicas, cerca de
15.000 a 20.000 para cada uma das metades do mesencéfdlo (HOKFELT et al, 1976). O
sistema dopaminérgico tem sido amplamente estudado com o auxilio das técnicas de
microscopia de fluorescéncia e imunocitoquimica. Diferentemente de outros
neurotransmissores, como a noradrenalina, que € encontrada de forma difusa no SNC, a
dopamina se distribui de maneira circunscrita. As projecdes dopaminérgicas do SNC estdo
presentes no corpo estriado, cortex frontal, substincia negra, sistema limbico, corpo
amigdaléide e hipotdlamo (HOKFELT et al, 1976; FALLON et al, 1978; FALLON e
MOORE, 1978).

A dopamina € sintetizada no citosol dos terminais neuronais dopaminérgicos, em uma
sequéncia de duas reagdes a partir do aminoécido tirosina, cuja biossintese (Figura 1) inicia-se
com o aminodcido tirosina, o qual é proveniente da alimentacdo e da hidroxilacao hepatica da
fenilalanina pela fenilalanina hidroxilase. A primeira reacdo é limitante na sintese do
neurotransmissor. Consiste na hidroxilacdo do anel aromético do aminodcido, catalisada pela
enzima tirosina hidroxilase (TH), formando o precursor L-DOPA e requer a coenzima tetra-
hidrobiopterina. A segunda reacdo € catalisada pela enzima aminodcido aromético
decarboxilase e remove o grupo carboxil da L-DOPA, produzindo dopamina que finaliza a

sintese (BEN-JONATHAN, 2001; SIEGEL et al, 2005).
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Figura 1 — Sintese da dopamina

A primeira etapa na sintese de DA consiste na conversao da tirosina em L-DOPA (1-3,4- diidroxifenilalanina ou
levodopa) por oxidacdo da posicdo 3 no anel de benzeno. A préxima e tltima etapa na sintese de DA consiste na
conversdo da I-DOPA em DA pela enzima aminodcido aromdtico descarboxilase (AADC). A AADC cliva o
grupo carboxila do carbono da cadeia lateral de etilamina, liberando diéxido de carbono. Nos neurdnios
dopaminérgicos, o produto final da via de sintese das catecolaminas é a dopamina.

(Fonte: http://www?2.dq.fct.unl.pt/cadeiras/qpn1/proj/dopamina/s%C3%ADntese_da_dopamina.htm)

Trabalhos demonstraram que a hidroxilacdo do aminoédcido L-tirosina € o ponto de
regulacdo da sintese de catecolaminas no SNC e, consequentemente, a enzima tirosina € a
enzima limitante da sintese de dopamina, noradrenalina e adrenalina e estd presente
predominantemente no citosol das terminagdes catecolaminérgicas. A enzima € uma oxidase
que utiliza L-tirosina e oxigénio como substratos e tetrahidrobioterina (BH4) como co-fator
para adicionar um grupo hidroxila ao aminodcido e assim formar a L-DOPA. Na presenca da

descarboxilase de aminodcidos aromdticos a L-DOPA € convertida em dopamina.

(NAGATSU et al, 1964; LEVIIT et al,1965).
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Uma vez sintetizada, a dopamina € armazenada em vesiculas sindpticas e sua entrada
acontece por um processo ativo, dependente de ATP e do gradiente de pH estabelecido por
uma proteina presente nessas vesiculas onde permanece neste local para estoque, secrecdo e
protecdo contra a inativagdo enzimatica até ser liberada por um mecanismo exocitético
dependente de calcio quando um potencial de acdo alcanca o terminal sindptico. A dopamina
pode entdo difundir-se e interagir com receptores tanto pré quanto pds-sindpticos. Esta
interacdo estimula uma cascata de efeitos via um sistema de segundos mensageiros, o que
resulta em diversas mudangas incluindo a ativagdo de canais i6nicos e inducao de fatores de
transcricdo (STONE, 1996; BEN-JONATHAN, 2001; ESTEVINHO, 2003).

Uma vez liberada na fenda sindptica, as acdes podem ser finalizadas por recaptacio ou
transporte da dopamina para dentro do terminal pré-sindptico do qual havia sido liberada e por
degradacao enzimadtica ou difusdo para fora da fenda sindptica (SANTIAGO et al, 1996).

A recaptacdo de dopamina € realizada diretamente através do transporte desta
substancia para dentro do terminal juntamente com Na+ e Cl-, através da membrana pré-
sindptica via um transportador de membrana. Este transportador de dopamina (DAT) € uma
glicoproteina de 58-77 KDa com 12 dominios transmembrana, um grande “loop” extracelular
e com as por¢des N e C terminais no lado citosélico (McELVAIN e SCHENK, 1992).

Recentemente tem sido descrito que o DAT também parece estar envolvido na
liberacdo de dopamina citoplasmatica combinada com uma redistribuicdo deste transmissor
entre o estoque vesicular e citoplasmético. Esta liberacdo da dopamina através do DAT ocorre
de forma independente de potencial de acdo (PIERCE e KALIVAS, 1997).

As enzimas responsdveis pelo catabolismo da dopamina sdo a monoamina oxidase
(MAO) e a catecol-O-metiltransferase (COMT), que se distinguem inicialmente por sua
localiza¢do. Assim, enquanto a MAO € uma enzima localizada na membrana externa das

mitocondrias e, portanto, intraneuronal, a COMT € uma enzima extraneuronal que atua
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fundamentalmente na fenda sindptica. Esta localizacdo distinta de ambas enzimas gera ainda
outra importante diferenca dado que a COMT age diretamente sobre a dopamina que ¢é
liberada no espaco sindptico e a MAO age sobre a dopamina que é recaptada antes que esta
volte a ser reutilizada. A COMT transforma a dopamina liberada em 3- metoxitiramina (3-
MT) que, por acdo da MAO € convertida no produto final da dopamina, o 4cido homovanilico

(BEN-JONATHAN, 2001; ESTEVINHO, 2003).

2.2.1 Receptores Dopaminérgicos

Técnicas modernas de biologia molecular permitiram conhecer, até o presente
momento, cinco tipos de receptores dopaminérgicos: D1, D2, D3, D4 e DS5. Esses receptores
estdo organizados em dois grupos: o grupo D1 ou D1-like e o grupo D2 ou D2-like. O grupo
D1 esta representado pelos receptores D1 e D5; o grupo D2, pelos receptores D2, D3 e D4. A
defini¢do desses dois grupos estd baseada na ligacdo com os mecanismos de transducdo. Os
pertencentes ao grupo D1 estimulam a enzima adenilato ciclase e aumentam o nivel
intracelular de AMP ciclico enquanto os do grupo D2 inibem essa enzima e diminuem o AMP
ciclico intracelular (SIBLEY, 1992; JENNER, 1995; WOLTERS, 1996; WATTS, 1997).

Os genes dos receptores D1 e D5 ndo contém introns, enquanto 0s genes que
codificam os receptores D2, D3 e D4 apresentam seis, cinco e trés introns, respectivamente. A
presenca de introns permite a geracao de variantes do receptor por splicing alternativo. Todos
os DR2-like apresentam variantes, no entanto, at¢ o momento, somente para o receptor D2,
foram identificadas isoformas com significado biol6gico reconhecido. O receptor D2
apresenta duas variantes, denominadas curta (D2 short - D2S) e longa (D2 long - D2L), que
sdo geradas por splicing alternativo, com a inser¢do de 29 aminodcidos na terceira alca

intracitoplasmatica (BEN-JONATHAN, 2001).
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Os receptores do tipo D1 sao os mais abundantes no SNC e sdo amplamente expressos
nos nucleos da base (putamen, caudado, accumbens), tubérculo olfatério, seguidos pelo cortex
cerebral, hipotdlamo e tdlamo. Estes sitios estdo envolvidos no controle da execucdo de
movimentos, no controle da fala e na regulacdo da memoria (TARAZI, 2001).

Os receptores do tipo D2 foram os primeiros a serem clonados, e podem ser
encontrados nos niucleos accumbens, putamen e caudado, trato olfatério, substancia negra
(parte compacta) e drea tegmental ventral. Também sdo encontrados em hipdfise, retina, rim e
sistema vascular. Dados recentes mostram que a exposi¢do cronica a dietas ricas em gordura
altera a expressdo génica de receptores de dopamina D2 no estriado e D4 no nucleo
ventromedial do hipotdlamo, assim como aumenta a expressdao de tirosina hidroxilase
(essencial para a producao de dopamina) na drea tegmental ventral (HUANG et al, 2005; LI et
al, 2009).

O receptor D2 existe sob duas isoformas e estdo envolvidos com muitos dos efeitos
que a dopamina exerce no SNC e periférico. (GUIVARC'H, MISSALE; BUNZOW, 1998;
VALLONE, 2000; TARAZI, 2001).

Os receptores D3 estdo distribuidos na regido subcortical limbica e, em menores
proporg¢des, nos nicleos da base. O RNAm deste receptor foi detectado no cerebelo e parece
estar envolvido na regulacdo dos movimentos oculares. O receptor D3 também tem sido
descrito como um inibidor da adenilciclase, mas o faz menos eficazmente do que o receptor
D2 (MISSALE, 1998; TARAZI, 2001).

O receptor D4 é expresso no cortex frontal, amigdala, bulbo olfatério, hipocampo,
hipotdlamo e mesencéfalo. A expressaio do RNAm do receptor D5 foi observada no
hipocampo e nucleos talamicos que sabidamente estdo envolvidos com a percep¢ao dolorosa.
Estes dados sugerem que os receptores D5 possam estar envolvidos no processo talamico do

estimulo doloroso (GRANDY, 1991; JACKSON e WESTLIND-DANIELSSON, 1994).
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Algumas estruturas onde estdo expressos os receptores dopaminérgicos, juntas,
formam o que é chamado de sistema de recompensa (LENARD, 2008), nela o cérebro gera

sensa¢ao de prazer, motivacao e aprendizado (BERRIDGE e KRINGELBACH, 2008).

2.3 Sistema de Recompensa Cerebral

O conhecimento e a descricdo dos peptideos cerebrais como neurotransmissores
abriram caminhos para o surgimento de investigacdes sobre os efeitos do consumo de
alimentos e do uso de drogas sobre o sistema dopaminérgico (HOEBEL, 1985). Além dos
efeitos neuroquimicos, outra semelhanca relevante com as drogas € que os alimentos
palativeis também sdao descritos por causarem dependéncia, especialmente quando
consumidos em excesso (COLANTUONI et al, 2002). Sugere-se que o alimento doce possui
uma capacidade potencial de causar dependéncia por estimular a liberacdo de dopamina e
opidides no nicleo acumbens (AVENA et al, 2008).

Pesquisas revelaram que a sensacdo de recompensa estd ligada a um complexo sistema
"em cascata" (Figura 2), de excita¢do ou inibi¢do entre estimulos complexos e as respostas
complexas, envolvendo diversas estruturas situadas na profundidade do encéfalo e vdérios
neurotransmissores, € que o resultado final do processo consiste na ativagdo de uma via
dopaminérgica mesolimbica, que comeca na drea tegmental ventral e termina em receptores
de dopamina denominados D2, localizados nas membranas de neurdnios situados no nicleo
accumbens e no hipocampo, levando a uma sensacdo de bem estar, a recompensa final

(CLONINGER 1983; STEIN e BELLUZI 1986; BLUM e KOSLOWSKI, 1990).
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Figura 2 — Cascata de Recompensa do sistema limbico (Adaptado de Blum K et al, 1996).

Ativacdo de uma via mesolimbica dopaminérgica, que comeca na drea tegmental ventral e termina em receptores
de dopamina denominados D2, localizados nas membranas de neurdnios situados no niicleo accumbens e no
hipocampo. A ativacdo do receptor de dopamina D2 pela dopamina nas membranas celulares dos neurdénios no
nicleo accumbens e no hipocampo é reconhecida como a "via final comum" da cascata da recompensa.

O processo, tal como idealizado por Blum (1996), se inicia no hipotdlamo, com a
atividade excitatoria de neurdnios serotoninérgicos. Isto leva a liberacdo do peptideo opioide
meta-encefalina na drea tegmental ventral, o qual inibe a a¢@o inibitéria do GABA sobre os
neurdnios secretores de dopamina. Desinibidas, as células dopaminérgicas "disparam" no
feixe mesolimbico e a dopamina termina por se acoplar com seus receptores D2, no
hipocampo (via amigdala) e no niicleo accumbens onde, mais uma vez, a encefalina neutraliza
a acdo inibitéria do GABA. Promove-se, assim, a despolarizacdo dos neurdnios
dopaminérgicos (pds-sindpticos) nestas duas dreas, o que completa a "cascata" e gera a
sensacao de recompensa. Usualmente, estando integras as estruturas do sistema "em cascata"

e os neurotransmissores envolvidos funcionando normalmente, a "recompensa" expressa em
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sua forma mais significativa: sensagdo de bem-estar € obtida se certas condicdes bdsicas sdo
satisfeitas (BLUM, 1990).

Estudos de neuroimagem em humanos demonstram liberagdo de dopamina no nticleo
accumbens (NESTLER, 2001) e ativacdo de regides especificas do cérebro, relacionadas ao
prazer, ao consumir alimentos ricos em acticar (SMALL et al, 2001). Esses dados deixam
claro que o sistema dopaminérgico abrange os neurdnios da 4rea tegmental ventral, bem como
suas projecdes para o corpo estriado, amigdala, cértex pré-frontal, e outras regides, mediando
o incentivo ao consumo de alimentos e outros tipos de recompensas, (KELLEY e
BERRIDGE, 2002; NESTLER, 2005; FIGLEWICZ e BENOIT, 2009; FIGLEWICZ, 2010)

como sexo e recompensas artificiais como o consumo de drogas (HAO et al, 2004).



29

2.4 Artigo de Revisao - Aceito para publicacdo pela Revista Neurobiologia — (Anexos)

EXPRESSAO GENICA DE RECEPTORES DOPAMINERGICOS ENVOLVIDOS NA
INGESTAO ALIMENTAR — UMA REVISAO SISTEMATICA

GENE EXPRESSION OF DOPAMINE RECEPTORS INVOLVED IN FOOD INTAKE
— A SYSTEMATIC REVIEW

Gilvanildo Roberto da Silva', Sandra Lopes de Souza®, Manuela Figueiroa Lyra de Freitas®.

1Enfermeiro, Mestrando em Patologia - UFPE
2Nutricionista, Pés Doutorado em Neurociéncias, Professora Adjunta Depto de Anatomia - UFPE
3Médica Veterinaria, Doutorado em Nutri¢do, Professora Adjunta Depto de Anatomia - UFPE

RESUMO

Objetivo: Revisar de forma sistemdtica artigos relacionados a expressdo génica dos receptores
dopaminérgicos em dreas do cérebro, envolvidas com o comportamento alimentar em ratos. Método:
A revisdo sistemdtica da literatura foi realizada no periodo de novembro de 2011 a Abril de 2012 com
busca de artigos nas bases de dados: MEDLINE OLD, MEDLINE, LILACS, SciELO. Foram
excluidos artigos de revisao da literatura, dissertacdes, teses, estudos de casos, bem como aqueles ndo
relacionados com o comportamento alimentar. Foram incluidos trabalhos com experimentacdo animal,
especificamente em ratos, artigos originais sem limite de periodo de publicacdo, e aqueles que utilizam
a técnica PCR em tempo real para andlise da expressdo génica dos receptores dopaminérgicos.
Resultados: Inicialmente foram encontrados 246 trabalhos na base MEDLINE via PUBMED, um
trabalho no LILACS e nenhum no SCIELO. Destes foram selecionados nove artigos. Conclusao: Os
resultados da maioria dos artigos selecionados, sugerem redugdo da expressdo génica dos receptores
dopaminérgicos D1 e D2, sobretudo no niicleo accumbens (NAcc), quando os animais sao expostos
principalmente as dietas palativeis e aumento da expressdo de ambos receptores (D1 e D2) em
animais com déficit nutricional, além de um aumento da expressdo de D1 e redugdo de D2 no
hipotdlamo de animais obesos.

Palavras chaves: comportamento alimentar, receptores dopaminérgicos, PCR em tempo real

ABSTRACT

Objective: To systematic review articles that expression of dopamine receptors genes in brain
areas involved in feeding behavior in rats. Method: The systematic literature review was conducted
between November 2011 to April 2012 to search for articles in databases: OLD MEDLINE,
MEDLINE, LILACS, SciELO. We excluded review articles in the literature, dissertations, theses, case
studies, as well asthose who are not related to eating behavior. We included studies with animal
experimentation, especially in rats, original articles without limit of time of publication, and those
using the RT-PCR technique for analyses of the gene expression of dopamine receptors. Results:
Initially 246 jobs were found in MEDLINE via PubMed, LILACS and a work in any SCIELO. Of
these nine articles were selected. Conclusion: The results of most of the articles suggest reduced gene
expression of D1 and D2 dopamine receptors, especially in the nucleus accumbens (NAcc), when
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animals are exposed mainly to palatable diets and increased expression of both receptors (D1 and
D2) in animals nutritional deficiency in addition to an increased expression of D1 and D2 reduction in
the hypothalamus of the obese animals.

keywords: feeding behavior, receptors dopamine, real-time pcr

INTRODUCAO

O interesse na determinacdo da extensdo dos agravos nutricionais intensificou-se nos
dltimos anos, ja que prevaléncia da desnutricio permanece elevada em muito paises
subdesenvolvidos a0 mesmo tempo em que a obesidade tem sido considerada atualmente
como a mais importante desordem nutricional do mundo desenvolvido, configurando-se como

431
1

uma grande ameacga a saude publica mundial™”". Um aspecto a se considerar refere-se as

tendéncias concomitantes de declinio da desnutri¢do e de ascensdo da obesidade, observadas
em sociedades em desenvolvimento que experimentam rdpidas e intensas transformacdes em
seu padrdao de crescimento econdmico e estrutura demografica, fendmeno que caracteriza a
denominada “transi¢do nutricional*'**.

A dopamina trata-se de um neurotransmissor importante no sistema de recompensa ou
centro do prazer, que estd localizado no sistema cortico-mesolimbico. O consumo de
determinados alimentos, pode ocasionar mudangas na liberacdo da dopamina e influenciar o
comportamento da espécie estudada*%'%13,

Acredita-se que a liberacdo da dopamina no nicleo accumbens estd associada com a
ingestdo de alimentos, principalmente os palatdveis, como chocolate e biscoitos'®'".

Pesquisadores analisaram os efeitos dos agonistas dopaminérgicos no comportamento
alimentar de ratos submetidos a privacdo de alimento e revelaram uma importante
caracteristica farmacoldgica, onde cada tipo de receptor dopaminérgico parece mediar
diferentes efeitos na preferéncia de alimentos ricos em gordura e acticar’.

2

E consenso na literatura que os receptores dopaminérgicos D1 e D2, sdo conhecidos

. . 2,11,15,27,28,39,44,48.49
por estarem envolvidos com o comportamento alimentar .

Além disso, o sistema dopaminérgico e seus receptores estdo associados com a

ocorréncia de virios tipos de doencas que acometem os individuos, como: Esquizofrenia®,

47,32

Doencga de Alzheimer™, Doenca de Parkinson’, Obesidade*’*?, Hipertenséio51 e Diabetes'”.

Diversas funcdes relacionadas a atividade motora, mecanismo de atencdo, emocao,
memoria, aprendizagem, recompensa e vicio, podem ser moduladas pelos receptores

.z - 4 1
dopaminérgicos*®*'®,
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Virias etapas no processo de expressao génica podem ser moduladas, e essa regulacdo
permite a célula o controle sobre sua estrutura e funcdo, sendo base para a diferenciacao
celular, morfogénese, versatilidade e adaptabilidade de qualquer organismozo.

Dessa maneira, a andlise da expressio génica de receptores dopaminérgicos em
diferentes tipos de tecido de organismos em estado normal ou patolégico, é fundamental para
as pesquisas bioldgicas, pois podem subsidiar novas abordagens terapéuticas no tratamento de
doencgas, além de ser uma importante ferramenta dos mecanismos ligados a alteracdes
nutricionais e o sistema de neurotransmissao dopaminérgica.

Tendo em vista os poucos estudos que abordam esse tema, o presente artigo tem como
objetivo revisar de forma sistemdtica os artigos que envolvem a expressdo génica de

receptores dopaminérgicos D1 e D2 em dreas do cérebro, envolvidas com o comportamento

alimentar em ratos.

MATERIAIS E METODOS

A revisdo sistemadtica da literatura foi realizada no periodo de novembro de 2011 a
Abril de 2012 a partir das bases de dados MEDLINE (1966-2010), MEDLINE OLD (1966-
1996), LILACS e SciELO. Nao foi considerado nenhum limite em relagdo ao periodo de
publicagdo, sendo os artigos selecionados posteriormente por critérios de inclusdo e exclusao.
As referéncias bibliogréficas dos artigos selecionados também foram consultadas em busca de
outros artigos relacionado ao tema. Para a pesquisa foram utilizados descritores DeCS e
MeSH — palavras chaves para recuperacdo de assuntos da literatura cientifica e termos livres
(TL) - termos nao encontrados no DeCS e MeSH, mas de relevancia para a pesquisa, sendo
realizados os seguintes cruzamentos: “real-time pcr” (MeSH) AND “receptors, dopamine”
(MeSH); “real-time pcr” (MeSH) AND “feeding behavior” (MeSH); “Feeding behavior”
(MeSH) AND “receptors, dopamine” (MeSH); “Feeding behavior” (DeCS) AND “receptors,
dopamine” (DeCS); “gene expression” (TL) AND “receptors dopamine” (DeCS); “gene
expression” (TL) AND “feeding behavior” (MeSH), e seus equivalentes em portugués e
espanhol. A selecdo dos artigos foi realizada a partir de critérios de inclusdo, os quais foram:
artigos originais (excluindo-se editoriais e estudo de caso), sem limite de periodo de
publicagdo; pesquisas com experimentacdo em animais, especificamente, em ratos e trabalhos
que relacionassem a determinacdo génica de receptores dopaminérgicos por RT-PCR em
areas envolvidas com o comportamento alimentar, tendo os manuscritos sido publicados nos

idiomas portugués, inglés e espanhol. Os artigos de revisdo da literatura, dissertacdes e teses
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foram excluidos, bem como aqueles que ndo utilizaram a RT-PCR como método de andlise
molecular da expressdo génica dos receptores dopaminérgicos e os que nao utilizaram o rato

como modelo animal nos experimentos.

RESULTADOS

Para os estudos que analisaram a expressdo génica de receptores dopaminérgicos,
usando a técnica PCR em tempo real como método de andlise, foram encontrados 246 na base
MEDLINE (1997-2010) e MEDLINE (1966-1996), um no LILACS e nenhum no SciELO —
Brasil, totalizando 247 artigos.

Retiradas as referéncias cruzadas redundantes, constantes em mais de uma base e
seguidos os critérios de exclusdo e inclusdo descritos no método, foram selecionados um total
de nove artigos (Figura 1).

Na tabela 1 encontra-se uma sintese das varidveis analisadas nos artigos que foram
selecionados para a revisdo. Ao se analisar o pais de publicacdo, observa-se que cinco dos

. . . ‘o 44,11,48,2.,49 . . L1
artigos selecionados foram realizados na América do Norte , dois no Oriente médio,

9

27,28 . 3
, e outro na Oceania™ .

um na Europa
Todos os artigos selecionados realizaram estudos apenas com o0s receptores
dopaminérgicos D1 e D2, apesar de este ndo ser um critério de inclusdo/exclusao.
Os objetivos de todos os artigos selecionados estdo relacionados com o
comportamento alimentar, tipo de dieta e/ou algum transtorno nutricional e utilizam a técnica

de andlise molecular RT-PCR para expressdao génica dos receptores dopaminérgicos nas

- 44.,11,27,28,48,15,2,39,49
estruturas cerebrais .

Com relacdo ao tamanho total das amostras, o nimero de animais utilizados nos

. 11 2 . o . ~
estudos varia entre doze e sessenta”. Dois estudos utilizam ratos albinos machos e fémeas da

27,28,2

linhagem Wistar™, trés utilizam machos da linhagem Sprague—Dawley , um estudo

utilizou machos da linhagem Zucker'', e outro utilizou machos da linhagem Ficher**, trés

o A 48,15 . .
utilizaram camundongos machos e f€meas ™ °. Quanto as estruturas cerebrais, o nucleo

27,48,15,2,39,49

accumbens foi estudado em seis artigos , a drea tegmentar ventral em seis

27,28,48,15,39,49 44,11,48,15,49

artigos seguidos pelo hipotdlamo, cinco artigos

27,28,48,49

, 0 cortex pré frontal

27,2815, 27,28

em quatro artigos o estriado em trés e o hipocampo, em dois artigos

Na maioria dos estudos, hd redugdo significativa na expressao génica dos receptores
o, . . . - .. < . ... 4815,
dopaminérgicos D2, quando os animais sdo expostos principalmente as dietas palatdveis

2.4 . . . . e oA . ..
“% Nos artigos em que os animais apresentam algum tipo de deficiéncia nutricional, ocorre
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5 oA 442728 . S

aumento da expressdo génica de ambos receptores D1 e D27""""°, e nos artigos com animais
11 . . . - -

obesos  ocorre aumento significativo da expressdao dos receptores D1 e reducdo de D2 nas

estruturas cerebrais estudadas.

DISCUSSAO

A heterogeneidade do conteddo dos artigos ndo permitiu a aplicagdo de tratamento
estatistico (metandlise). Dentre as diferencas entre os estudos, ressalta-se a falta de
padronizacdo na maioria das varidveis analisadas principalmente a grande divergéncia em
relacdo ao tamanho das amostras, dos objetivos e das diversas estruturas cerebrais analisadas.

A maioria dos estudos foram realizados nos Estados Unidos da América**!" 4824,
Outro ponto relevante € a auséncia de estudos na América Latina, sugerindo pouca énfase em
pesquisar este tema nessa regiao.

Pesquisas sobre as fungdes dos receptores dopaminérgicos sobre o comportamento
alimentar e da sua relacdo sobre a regulacdo central do apetite parece ter se intensificado nos
ultimos anos. Acredita-se que esse fato possa estar relacionado a grande preocupagdo dos
paises desenvolvidos com o aumento da ocorréncia da obesidade em suas populagdes, a mais
importante desordem nutricional, sendo considerada como um grande problema de saude
piiblica®3!133048.11
A func¢do normal da neurotransmissdo dopaminérgica tem se mostrado indispensavel
para a alimentacdo e sobrevivéncia®. Acredita-se que qualquer anormalidade envolvendo o
sistema dopaminérgico serd refletido por mudangas no comportamento alimentar™ .

Virios estudos tém demonstrado que os comportamentos motivados, induzido por
alimentos altamente palatdveis sdo mediados pelo sistema dopaminérgico mesolimbico™.

Os nove artigos utilizados nesta revisdo, avaliaram o0s genes para 0s receptores
dopaminérgicos D1 e D2 que sdo fortemente associados com a ingestao de alimentos™ .

Sato et al** desenvolveram estudo que objetivou determinar a expressdo génica de
receptores dopaminérgicos D1 e D2 no hipotdlamo de ratos portadores de anorexia
relacionada ao tumor. Os resultados desse estudo mostraram que os genes dos receptores
dopaminérgicos D1 e D2 foram expressos abundantemente no hipotdlamo de ratos com
anorexia de tumor em comparagdo aos ratos normais sem tumor e com alimentacao livre. Tal
estudo fornece evidéncias de que os subtipos de receptores dopaminérgicos pos-sindpticos no

hipotdlamo estdo envolvidos na regulacdo do tamanho e nimero de refeicdes e, portanto, na

ingestdo alimentar de ratos com anorexia relacionada ao tumor, e que, bloqueando-se os
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efeitos da dopamina nos receptores D1 ocorre diminui¢do da ingestdo alimentar e no tamanho
das refei¢des, enquanto nos receptores D2 hd um aumento do consumo alimentar através do
aumento do nimero de refei¢cdes. De fato, parece ser consenso na literatura, que os receptores
D1 e D2 quando sdo estimulados no hipotdlamo, t€ém efeitos opostos. Os receptores D1
quando estimulados liberam adenilato ciclase®, que por sua vez estimula a ingestdo

alimentar*®*!

45,8

, j& os receptores D2 ao serem estimulados inibem a liberacdo da adenilato

ciclase™", e como no hipotdlamo os receptores D2 desempenham papel no processo de

36,9 o o
, postula-se que os altos niveis destes receptores expressos no hipotdlamo,

saciedade
contribui para uma reducio da ingestdo alimentar associada ao padrdo alimentar caracteristico
de ratos com anorexia de tumor.

A funcdo normal da sinalizacdo dopaminérgica estd intimamente ligada ao nivel
de expressdo de receptores dopaminérgicos45. Diante disto, Fetissov e colaboradores'’,
determinaram aexpressdo génica dos receptores dopaminérgicos DIleD2 no
hipotdlamo de ratos Zucker obesos e magros e testaram a hipétese de que as diferengas nos
niveis de expressdao dos receptores sdo relevantes para a hiperfagia em ratos obesos.
Constataram que ratos obesos que consomem alimentos em grandes quantidades, numa
frequéncia menor de vezes, apresentam alteracdes sobre os niveis da expressdo génica dos
receptores dopaminérgicos no hipotdlamo. Supdem que a diminuicdo dos niveis da expressao
génica dos receptores D2 encontrado no hipotdlamo sdo relevantes para hiperfagia, e que as
mudancas na expressdo dos receptores dopaminérgicos no hipotilamo induz a
comportamentos associados com aumento do consumo dos alimentos, 0 que, por sua vez,
favorecem o desenvolvimento da obesidade'".

No que diz respeito receptor D1, a liberacdo de dopamina é sincronizado entre o
nucleo ventromedial do hipétdlamo e a érea lateral hipotalémicazg, portanto um alto nivel de
receptores D1 no nucleo ventromedial do hipotilamo e um baixo nivel na drea lateral
hipotalamica dos ratos obesos podem, simultaneamente, acentuar e diminuir, respectivamente,
o efeito da dopamina nestas duas dreas.

Estudo de Kupernstein e colaboradores®’ que avalia as consequéncias da deficiéncia
de n-3 PUFA (4cidos graxos poli-insaturados), durante o periodo perinatal sobre a expressao
génica dopaminérgica, apresenta forte evidéncia de que tal deficiéncia imposta aos filhotes
através da manipulacdo da dieta materna provoca aumento de expressio de genes que
codificam os receptores dopaminérgicos D1 e D2.

E possivel que esta alteracdo génica dos receptores dopaminérgicos D1 e D2 nos

filhotes, esteja relacionada com a manipulacdo da dieta materna durante o periodo perinatal.
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O periodo perinatal constitui o periodo critico do desenvolvimento cerebral. A falta ou
excesso de nutrientes poderd exercer profundo impacto no desenvolvimento das estruturas e
funcdes cerebrais, bem como alterar o nivel de neurotransmissores € o nimero e a afinidade
de alguns receptores de vdrios sistemas de neurotransmissdo, dentre os quais os receptores
dopaminc—‘:rgico37’1 .

Alguns estudos**'?

tem confirmado o papel da PUFA na regulacdo da transcricao de
genes. Assim, parece que ratos cronicamente deficiente em n-3 PUFA apresentam
funcionamento anormal nas regides mesocorticais € mesolimbicas, que sdo as vias
dopaminérgicas, e esta deficiéncia pode ser parcialmente revertida por suplementagﬁoé.

. 2
Noutro estudo, Kupernstein e colaboradores o

investigaram se a dieta materna
deficiente em n-3 LNA (4cido linolénico) iria alterar a expressdo de componentes-chave da
via de neurotransmissdo dopaminérgica durante o periodo pos-natal. Os resultados fornecem
evidéncias convincentes de que a dieta materna deficiente em n-3 LNA provoca um aumento
significativo nos niveis de expressdao dos receptores D1 e D2 no cértex pré-frontal e no corpo
estriado de ratos no periodo pés-natal. O aumento dos niveis dos receptores D1 e D2 foi mais
evidente apds quatro semanas do periodo pos-natal, sugerindo o desenvolvimento de um
mecanismo compensatorio para regular e corrigir os baixos niveis de dopamina na fenda
sindptica’’. Independentemente, a expressio elevada de ambos os receptores em virias
regides cerebrais pode ser atribuida a uma hipersensibilidade comportamental causada pela
possivel insuficiéncia na producao de dopamina27. Esses dados corroboram com resultados de
estudo recente, onde uma dieta com deficiéncia cronica de n-3 LNA provocou uma
diminuigdo na ligacdo do receptor DRD2 em estruturas selecionadas do cérebro™.

Vucetic e colaboradores*® analisaram se o consumo da dieta materna com alto teor de
gordura (HF) iria alterar a metilacdo do DNA globalmente ou dentro das regides promotoras
de genes relacionados a dopamina e opidides, Assim, foi constatado um aumento significativo
da expressao do transportador de dopamina (DAT) no VTA, NAcc, e PFC, e uma diminui¢ao
da expressao do receptor D1, D2, no NAcc e PFC apés o consumo da dieta hipercaldrica.

Essas alteracOes parecem resultar um estado hipodopaminérgico, com aumento da
recaptacdo da dopamina (via aumento da expressdo do DAT e diminui¢do da sinalizagdo
através dos receptores)44.

Sendo assim, acredita-se que o consumo materno de dieta com alto teor de gordura
durante a gestacdo e lactacdo, pode programar o aumento de consumo de alimento palatavel

em paralelo com alteragdes na expressdo génica dos receptores dopaminérgicos dentro do

. . . . . . . 23.4 , . ~ ~ A s
circuito mesocorticolimbico e hipotalamo™**. Além disso, as alteracdes na expressdo génica
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da dopamina no hipotdlamo com aumento da tirosina hidroxilase (TH) e diminui¢do de DAT*
fornecem evidéncias de que no hipotdlamo, a dopamina desempenha papel importante no
processo da regulacio da ingestao alimentar'***,

Uma das principais preocupacdes no tratamento das desordens alimentares é a alta
taxa de recidiva aos hédbitos de ingestao anormal®. Neste sentido, Garcia e colaboradores'
avaliaram a reintegracdo do comportamento de busca recidiva por alimentos palatdveis,
induzida por estimulos anteriormente associado a esses tipos de alimentos, como a re-
exposicdo e estresse. Além disso, examinaram mudangas na expressdo génica da dopamina no
sistema mesolimbico e hipotdlamo em diferentes fases das respostas operante.

Os resultados indicam que apds a reintegracdo do comportamento de busca por
alimentos palatdveis, ocorre uma diminuicdo da expressdo génica dos receptores D2 no
estriado dorsal e no NAcc, e nenhuma alteragdo nos receptores D1.

Nao esta claro se a resposta dopaminérgica no NAcc a alimentos palatdveis resulta da
suscetibilidade a obesidade. Nesse sentido, Alsio e colaboradores? investigaram o efeito do
acesso ampliado e irrestrito a dieta com alto teor de gordura e elevado teor de acticar (HFHS)
na expressao de genes que codificam os receptores de dopamina no NAcc de ratos propensos
a obesidade (OP) e resistentes a obesidade (OR). Os resultados mostraram que o acesso
restrito da dieta HFHS levou a diminui¢do da expressao gé€nica de receptores D1, bem como
nos niveis de expressdo de receptores D2 em relacdo ao grupo que foram alimentados com
racao-controle/HFHS. Sendo assim, os autores concluem que a exposi¢do a dietas HFHS
altera os niveis da dopamina no NAcc, talvez modificando a motivacdo para procurar
recompensa alimentar. O fato de ocorrerem mudangas na expressdo génica dos receptores D1
em animais propensos a obesidade apds longo periodo de exposi¢do a alimentos palatdveis e
que este efeito se estende até a fase de descontinuag@o da recompensa, implica o receptor D1
na propensdo a comer em excesso e, no efeito de ganho de peso, em individuos propensos a
obesidade. Os autores do estudo sugerem que esse padrdo de expressdo génica € produzido
pelo consumo de alimentos HFHS e ndo por ingestao excessiva desta dieta ou pela obesidade
relacionada a tal alimentag@o excessiva.

Embora as causas da obesidade sejam multifatoriais, a disponibilidade de junk-food
(alimentos ricos em gordura e pobre em nutrientes), associado a reducdo da atividade fisica,
tem exercido grande efeito sobre o aumento das taxas de obesidade nas ultimas décadas™.
Neste contexto, Ong e Muhlhausler,39 desenvolveram estudo afim de determinar o efeito de
uma dieta materna junk-food sobre a expressdo génica de componentes das vias de

recompensas do sistema mesolimbico nos filhotes em diferentes fases da vida pds-natal (6
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semanas e 3 meses), mostrando distintas alteragcdes moleculares dentro do sistema central de
recompensa em machos e fémeas. Os resultados indicam que ndo houve efeito significativo da
dieta materna junk-food sobre a expressdo génica de TH e dos receptores D1 e D2 no NAcc e
VTA nos filhotes de todos os grupos do estudo. Ocorreu diminui¢do da expressdo de DAT e
aumento da expressdo de opidides, em 6 semanas, assim como diminui¢do da expressao do
receptor opidide e o aumento de DAT aos 3 meses de idade. Este padrdo de expressdao do
gene € consistente com a sensibilidade reduzida a opidides e do aumento da recaptacdo de
dopamina no neurdnio pré-sindptico, ambos indicam redu¢do do sinal de opidides e
dopamina”. Da mesma forma, Vucetic e colaboradores®® relatam que filhotes alimentados
com dieta rica em gordura, apresentam baixa sinalizacdo dopaminérgica, evidenciada pela
expressdo diminuida dos receptores D1 e D2 e pelo aumento da expressao de DAT em 6
meses de idade. Os autores concluem que estudos como estes, fornecem evidéncias de que a
exposicdo a uma dieta com alto teor de gordura e/ou agucar antes do nascimento pode
aumentar a preferéncia por alimentos ricos em gordura nos filhotes ap6s o nascimento, e estas
preferéncias estd associada com mudancgas nas vias do sistema de recompensa central.

No mesmo sentido, estudo recente de Vucetic e colaboradores* buscaram investigar
modificagdes epigenéticas e alteracOes na expressdao de genes relacionados a dopamina em
ratos com (DIO) obesidade induzida pela dieta. Os resultados indicaram que ocorreu redugao
da expressdo dos receptores D1 no NAcc e PFC e redugdao e ambos receptores D1 e D2 no
VTA. Nenhuma alteracio do receptor D2 no PFC. A ingestdo da dieta cronica de alto teor de
gordura (HF) € conhecido por alterar sistemas cerebrais de neurotransmissores que participam
na regulacdo central da ingestdo alimentar. Sendo assim, os autores do estudo sugerem que o
consumo de uma dieta cronica HF em ratos, estd associada com alteracOes significativas na
expressdo do gene dopaminérgico, e que o padrdo desta mudancga difere, dependendo da
regido do cérebro, sendo importante identificar os mecanismos que liga a ingestao de dieta HF

At ~ 4
cronica a essas alteragoes 9.

CONCLUSAO

Apesar da heterogeneidade dos métodos utilizados e da falta de padronizacao entre as
varidveis das amostras, a maioria dos resultados dos artigos selecionados para esta revisao
sistemadtica, sugerem uma reducdo da expressdo génica dos receptores dopaminérgicos D1 e
D2, sobretudo no NAcc, quando os animais sdo expostos principalmente as dietas palativeis.

Além disso, ocorre aumento da expressdo de ambos receptores (D1 e D2) nos animais com
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algum déficit nutricional e aumento da expressdo de D1 e reducdo de D2 no hipotdlamo de
animais obesos.

Como o sistema dopaminérgico estd criticamente envolvido no comportamento
alimentar, se faz necessdria a realiza¢do de estudos mais aprofundados, sobre a regulacdo dos
receptores dopaminérgicos, com especial atencdo para os receptores D1 e D2, que estdo
relacionados ao sistema de recompensa alimentar.

Abordagens futuras no sentido de encontrar mecanismos de ajuste e controle das
funcdes dos receptores dopaminérgicos D1 e D2, tornam-se necessdrias para normalizar
a neurotransmissdo dopaminérgicano cérebro com o objetivo final do tratamento

de comportamentos de dependéncia, incluindo a hiperfagia da obesidade.
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Tabela 1- Artigos sobre expressao génica de receptores dopaminérgicos em dreas do cérebro, envolvidas com o comportamento alimentar em ratos, publicados entre

2001 e 2012, identificados segundo autor e ano, pais, tipo de receptor, objetivo do estudo, amostra, estrutura cerebral, métodos e resultados.

Autor/Ano Pais Tipo de Objetivo do Amostra (n) Estrutura Métodos Resultados
receptor estudo cerebral
Sato et al, Estados D1, D2 Determinar a expressao génica de 15 Ratos Ficher machos Hipotidlamo RT-PCR Aumento da expressdo dos receptores D1 e
2001 Unidos receptores dopaminérgicos no n= 8§ (grupo estudo) D2 em ratos com anorexia relacionada ao
hipotdlamo de ratos portadores de n= 7 (grupo controle) tumor em relacdo ao grupo controle.
anorexia relacionada ao tumor.
Fetissov et al, Estados D1, D2 Determinar expressao dos receptores n= 12 Ratos Zucker Hipotalamo RT-PCR  Em ratos obesos, ocorreu aumento da
2002 Unidos D1 e D2 no hipotalamo de ratos machos expressdo do receptor D1 e redugdo do D2
obesos e magros. em comparagdo com ratos magros.
Kuperstein et al,  Israel D1, D2 Identificar expressdo génica em 14 Ratos Sprague—Dawley = Hipocampo; VTA RT-PCR  Aumento significativo da expressdo dos
2005%" cérebros de filhotes de ratas que n= 8 (grupo estudo) (Area Tegumentar receptores D1 e D2 nas estruturas cerebrais
receberam dietas deficientes de n-3 n= 6 (grupo controle) Ventral); NAcc- estudadas.
PUFA (4cidos graxos poli- (Nicleo Accumbens);
insaturados) durante o periodo Estriado, e PFC
perinatal. (Cértex Pré Frontal)
Kuperstein et al,  Israel D1, D2 Investigar se a dieta materna 11 Ratos Sprague-Dawley = Hipocampo; VTA,; RT-PCR  Aumento significativo da expressido dos
2008Y deficiente em n-3 LNA (4cido n= 5 (grupo estudo) Estriado e PFC receptores D1 e D2 no PFC e Estriado.
linolénico) altera a expressao de n= 6 (grupo controle)
componentes-chave da via de
neurotransmissdo dopaminérgica
durante o pds-natal.
Vucetic et al, Estados D1,D2 Investigar se a dieta materna rica em 20 Camundongos machos VTA, NAcc; RT-PCR  Ocorreu redugdo da expressao dos
2010“Y Unidos gordura altera a metilagdo e expressdo e fémeas Hipotdlamo e PFC receptores D1 e D2 no NAcc e PFC.

de genes da dopamina e opidides
relacionados.

n=5 (por grupo)
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Autor/Ano Pais Tipo de Objetivo do estudo Amostra (n) Estrutura Métodos Resultados
receptor cerebral
Garcia et al, Espanha D1, D2 Avaliar o restabelecimento 32 Camundongos machos Hipotilamo, VTA, RT-PCR  Ocorreu diminuicao da expressao dos
2010 do comportamento de busca por n= 8 (por grupo) Estriado dorsal e NAcc receptores D2 no estriado dorsal e NAcc e
alimentos palatdveis induzido por nenhuma alteragc@o na expressao do receptor
estimulos anteriormente associado Dl1.
a comida palatavel.
Alsio et al, Estados D1, D2 Investigar a efeito da exposicdo a 60 Ratos Sprague-Dawley ~ NAcc RT-PCR Reduziu expressdo D1 (grupo acesso
2010? Unidos dieta palatavel HFHS (alto teor de e Wistar machos continuo)
gordura e agticar) na expressao dos n= 24 (grupo acesso Reduziu expressdo D1 (grupo acesso
genes que codificam os receptores de continuo) restrito)
dopamina no NAcc. n= 16 (grupo acesso Reduziu Dle D2 (grupo acesso restrito em
restrito) comparagdo com o grupo ragao
n= 20 (grupo ragdo controle/HFHS)
controle + HFHS)
Ong; Australia D1, D2 Examinar o efeito da dieta materna 21 Ratos Wistar machos e NAcc, VTA RT-PCR Nio houve efeito significativo da dieta
Muhlhausler, junk-food sobre a expressdo de fémeas materna junk-food sobre a expressdo
20117 componentes do sistema de n= 11 (grupo controle) de receptores D1 e D2 no NAcc ou VTA
recompensa. n=10 (grupo junk-food)
Vucetic et al, Estados D1, D2 Investigar alteracdes na expressdo de 22 Camundongos machos ~ VTA, NAcc; RT-PCR  Ocorreu reducdo da expressao dos
20124 Unidos genes relacionados a dopamina em n = 7/grupo no Nacc e PFC  Hipotdlamo e PFC receptores D1 no NAcc e PFC e redugdo e

ratos com (DIO) obesidade induzida
por dieta.

n =4/grupo no VTA

ambos receptores D1 e D2 no VTA.
Nenhuma alterac¢do do receptor D2 no PFC
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar provenientes do biotério de criacio
do Departamento de Nutricio da Universidade Federal de Pernambuco. Para obtenc¢iao dos
animais experimentais, ratos adultos (120 dias) foram acasalados na propor¢ao de 1 fémea
para 1 macho. A prenhez foi diagnosticada pela presenca de espermatozdide no esfregaco
vaginal, e confirmada pelo ganho de peso corporal da fémea. O dia seguinte a este foi
considerado o dia O (zero) da gestacdo. No dia O as fémeas gestantes foram transferidas para
gaiolas individuais, e durante toda a gestacdo e lactacdo receberam as dietas experimentais
conforme tabela 1, (normoproteica - caseina 17%) ou (dieta hipoproteica - caseina a 8%), de
acordo com os grupos experimentais (normonutrido n=5) e (desnutrido n=6). Apds o
nascimento dos filhotes foi realizada a sexagem para a formacdo das maternidades com 8
filhotes machos por mae. Durante toda a pesquisa, os filhotes foram mantidos em condi¢des
padrdo de biotério (temperatura de 22 + 2C, sob ciclo claro/escuro invertido de 12 horas, luz
acesa as 18 horas) e recebendo 4gua ad libitum, segundo recomendacdo ética do Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal. Apds o desmame, todos os animais foram alimentados
com racdo padrdo de biotério. Durante os experimentos de ingestdo sob estimulo alimentar
(aos 60 dias) ou farmacoldgico (aos 100 dias) foi ofertado aos animais experimentais dieta
palatdvel Biscoito Cookies (Tabela 2). Todos os procedimentos foram aprovados de acordo
com a Comissdo de Etica em Experimentacdio Animal (CEEA) da UFPE- processo n°

23076.034632/2010-79 (vide anexo).
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3.2 Obtencao dos Grupos Experimentais
Inicialmente, os grupos experimentais foram obtidos aleatoriamente de acordo com a

dieta experimental oferecida durante a gestacdo e lactacdo (Tabela 1):

e Grupo Controle (C): Constituido de animais nascidos de fémeas que receberam
dieta normoprotéica (Caseina 17%) durante a gestacdo e lactacdo (n=30).
e Grupo Desnutrido (D): Constituido de animais nascidos de fémeas que receberam

dieta hipoprotéica (Caseina 8%) durante a gestacdo e lactacdo (n=30).

Tabela 1. Composicdo das dietas experimentais.

Constituintes Dieta hipoprotéica Dieta normoprotéica (17 %) Dieta Palatavel (21%)
(8%)

G % 100,00 100,0 100,00
Proteinas 8,10 17,30 23,36
Carboidrato 75,10 65,90 48,50
Lipidios 7,00 7,00 15,33
Fibras 5,00 5,00 2,72
Vitaminas 1,00 1,00 1,00
Minerais 3,50 3,50 3,50
Metionina 0,30 0,30 0,30
% Kcal 362,48 363,44 421,41

As dietas foram elaboradas no Departamento de Nutri¢do da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. *As vitaminas e
mistura mineral foram formulados de acordo com a recomendagdo da AIN-93G para dietas de roedores [PG Reeves, Nielsen
FH, Fahey GC Jr, 1993].

3.3 Agonistas

Os agonistas dopaminérgicos D1 (SKF 38393) e D2 (Quinpirole) foram obtidos na
forma cristalina e dissolvidos em 4gua na propor¢do de Smg/ml, segundo recomendagdo do
fabricante (Sigma®). Em todos os experimentos, o agonista dopaminérgico D1 foi
administrado na dose de 3 mg/kg de peso corporal (Cooper; Al-Naser, 2006), o agonista
dopaminérgico D2 na dose de 0,3 mg/kg corporal (Cooper; Al-Naser, 2006). Todos os

farmacos foram administrados através da via intraperitoneal.
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3.4 Procedimentos experimentais

3.4.1 Peso Corporal
O peso corporal dos animais foi registrado nos intervalos de 30, 60, 90, 120 dias de
vida. Para as medidas foi utilizada balanca eletrobnica com capacidade para 4 Kg e

sensibilidade 0,1g (Marte, modelo S-4000®).

3.4.2 Ingestao Alimentar

A andlise da ingestdo alimentar foi realizada aos 60 dias de vida. Neste periodo os
animais dos grupos controle (n=30) e desnutrido (=30), foram alojados em gaiolas
individuais, onde foi disponibilizado entre 100-150 gramas de dieta palatavel (Tabela 1). Trés
dias foram utilizados para a adaptacdo as gaiolas e a dieta, sendo esta oferecida aos animais
durante uma hora por dia. O consumo alimentar foi obtido a cada 12 horas dos ciclos de
luminosidade (claro/escuro) durante trés dias. Para as medidas da ingestdo alimentar foi
utilizada balanca eletronica com capacidade para 4 Kg e sensibilidade 0,1g (Marte, modelo S-

4000®).

Tabela 2. Informacdo Nutricional do alimento Palatdvel*
Porcao de 30g (2 unidades)

Quantidade por porcao

Valor caldrico 147 kcal
Carboidratos 19g
Actcares 10g
Proteinas 1,8¢g
Gorduras totais 7,3¢g
Gorduras saturadas 3.4¢g
Gorduras trans 0,3¢g
Fibra alimentar I,lg
Sédio 63mg

(*) Informagdes contidas na embalagem do produto: Chocooky Chocolate-Nabisco®
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3.4.3 Avaliacio da ingestio de alimento palativel sob estimulo dos agonistas

dopaminérgicos D1 e D2 durante a idade adulta.

Nessa andlise, foram utilizados animais previamente privados (por quatro horas) de
alimento. Aos 100 dias de vida, os subgrupos CD1 (n=10) e DD1(n=10) receberam dose
aguda do agonista dopaminérgico D1 (SKF 38393) na dose 3 mg/kg de peso corporal, os
subgrupos CD2 (n=10) e DD2 (n=10) receberam 0,3 mg/kg de peso corporal do agonista
dopaminérgico D2 (Quinpirole) e os subgrupos CA (n=10) e DA (n=10) receberam dgua
destilada no volume de 1ml/kg de peso corporal via intraperitoneal. Uma hora apds as
injecdes, foi disponibilizado alimento palatavel (Tabela 1) em quantidade conhecida. Apds
meia hora, o alimento foi removido e pesado para obtencao do consumo por diferenca entre a

quantidade oferecida e a rejeitada.

3.4.4 Obtencao de Amostras dos Tecidos Cerebrais.

Aos 120° dia de vida, os animais dos dois grupos foram sacrificados. Os ratos foram
previamente pesados e imediatamente decapitados com guilhotina. Apds a decapitacdo foi
feita uma craniotomia para a remocdo do encéfalo. Com auxilio de instrumental cirdrgico
(pingas, tesouras, etc.), os ossos parietais foram afastados a partir da sutura sagital e o
encéfalo foi removido.

Posteriormente, foram isolados os ndcleos accumbens e estriado e acondicionados em
tubos de 1,5 ml devidamente identificados. Todo o material foi congelado em diéxido de
carbono solidificado (gelo seco) e mantido em freezer a -80° C para andlise molecular por

PCR em tempo real.

3.4.5 Procedimentos para PCR em Tempo Real.

a. Homogeneizacao
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As amostras dos tecidos cerebrais congeladas foram imersas em ImL de TRIzol

(Invitrogen®), maceradas e homogeneizadas com Pistilo por 1 minuto.

b. Extracdo do RNA Total

As amostras homogeneizadas foram centrifugadas a 4°C por 12000g durante 10 min
para permitir a completa dissociacdo de complexos nucleoproteicos. Em seguida, foram
adicionados 200ul de cloroférmio, e os tubos foram agitados vigorosamente por 15 seg., e
incubadas em temperatura ambiente por 3 min e centrifugadas (12.000g, 4°C, 15 min). Apds
a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido (fase aquosa que contém o RNA). A
precipitacdo do RNA foi feita pela adicao de 0,5 ml de dlcool isopropilico. Seguida de uma
incubacdo em temperatura ambiente por 10 min e centrifugacdo de 12.000g, 4°C por 10 min.
O sobrenadante foi desprezado, permanecendo apenas o precipitado de RNA; este foi lavado
com ImL de etanol 75% em d4gua isenta de RNases. As amostras foram centrifugadas a
7.500g, 4°C por 5 min e o sobrenandante desprezado; o precipitado de RNA foi
ressuspendido em 4gua livre de RNases, em volume de 65 pl. A concentracio de RNA total
foi determinada atraves da andlise do Nanodrop, utilizando 260 nm de comprimento de onda.
Preparacdes com uma razdo de densidade 6ptica 260/280 nm< 1,7 (um dos critérios de pureza
da amostra) foram descartadas. As solucdes de RNA foram armazenadas a —80°C para
posterior andlise.

c. Sintese do cDNA

Para a sintese utilizamos 2 pug de RNA total de cada amostra, utilizando o kit
QuantiTect® Reverse Transcription (Qiagen®). A reacdo foi iniciada com a mistura das
amostras de RNA e dos componentes do kit (gDNAWipeoutBuffer; Quantiscript
transcriptase reversa; Quantiscript RT buffer; RT Primer Mix; e dgua livre de RNases). Para
eliminacdo do DNA gendmico, foi preparada uma reacdo utilizando: 2 ul gDNAWipeout

Buffer, 7x; amostras de RNA e dgua livre de RNases até 14 ul. Incubou-se a 42°C durante 2
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minutos e em seguida colocou-se em gelo. O mix de reacdo da transcricdo reversa
QuantiTect® foi preparado utilizando: 1 ul Quantiscript Reverse Transcriptase; 4 ul
Quantiscript RT Buffer,5x; 1 ul RT Primer Mix e 14 ul da reacdo de eliminagao (que contém
o RNA amostral) em seguida foi homogeneizado. Foi adicionado uma aliquota a cada reag¢ao
de transcricdo reversa e assim obteve-se 0 Mix de cDNA. Apds esse processo as amostras
foram colocadas no termociclador e incubadas a 42°C durante 15 minutos e logo apds,
incubadas a 95°C durante 3 minutos para inativar a Quantiscript da transcriptase reversa. As
amostras foram armazenadas no freezer a -20°C. Para o controle de reagdo, foi retirada a

enzima de cada amostra em um tubo excedente.

d. PCR em Tempo Real

A reacdo de PCR foi realizada usando o Rotor-Gene® SYBR® Green PCR Master
Mix (Qiagen®) e analisada em tempo real através do sistema de deteccdo de sequéncia
automatizado Rotor-Gene® TM RG 3000 (Corbett Life Science, Austrdlia) para determinar a
expressao do mRNA das amostras. O volume total da reacdo foi de 25ul, sendo: 12,5ul do
composto fluorescente SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen®), 2ul do cDNA (usado
como molde para a reacdo), 2,5ul para os primers sense e antisense e 5,5ul de dgua livre de
RNases. Para a escolha da concentracdo ideal de DNA a ser amplificado, foram feitas
diluicdes seriadas do cDNA obtido das amostras, e apds a andlise da curva padrao de
amplificacdo com as dilui¢cdes para cada par de primer, foi escolhida aquela com maior
eficiéncia para a concentracdo de trabalho. Os niveis da expressdo dos genes foram
comparados em relac@o ao gene de referéncia B-Actin. As reacdes foram incubadas a 95°C por
5 min para a ativacdo da enzima DNA polimerase, seguido por 40 ciclos de 5 seg a 95°C para
desnaturagdo e de 10 seg a 60°C para anelamento, extensao e coleta do sinal de fluorescéncia.
As amostras referentes ao grupo controle e experimental para cada gene foram processadas

sempre na mesma corrida, ou seja, no mesmo set de microtubos e em duplicata. Para
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realizacdo da curva de dissocia¢do, ao final dos ciclos, a temperatura foi elevada de 60°C,
com incremento de 1°C a cada 5 s, até 90 °C. Os seguintes pares de primers para f§ actina, D1
e D2 que foram utilizados na reacdo estdo descritos na Tabela 3. Os primers especificos para
esses receptores foram desenhados por meio do programa Primer Express (Applied
Biosystems), sintetizados e purificados por IDT — Integrated DNA Tecnologies (EUA). O
Rotor-Gene Q Series Software 2.0.2 (Corbett Research, Concord, Australia) foi utilizado para
gerar a curva padrido de cada produto de amplificag¢do, as curvas de dissociacdo, bem como
suas andlises. Os niveis de expressdo relativa de mRNA do receptor dopaminérgico D1 e D2
nas amostras dos tecidos cerebrais foi calculado utilizando o método comparativo Ct
(threshold cycle) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), tendo a 3 actina como gene normalizador.
O valor de ACt foi determinado subtraindo o alvo Ct de cada amostra do valor respectivo de f3
actina. O calculo de ACt envolveu o valor médio de ACt do grupo controle como uma

constante arbitraria para subtrair de todos os valores médios restantes de ACt.

Tabela 3 - Sequéncia de Primers para os receptores -Actina, DRD1a,
e DRD2 utilizados na rea¢do de RT-PCR.

Gene Sequéncia
Acti F 5-ACGGTCAGGTCATCACTATCG-3'
B-Actina F 5-CAGCACTGTGTTGGCATAGAG-3'

DRDIla F 5 -CTGGAGGACACCGAGGATGAC-3’
R 5’-GTCGATGAGGGACGATGAAATGG-3’

DRD2 F 5’-CAACAATACAGGCAAACCAGAATGAG-3’
R 5’-ACCAGCAGAGTGACGATGAAGG-3’

3.5 Anélises estatisticas
Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média. Para demonstrar a

diferenca entre a ingestdo alimentar dos grupos experimentais, os valores foram
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transformados em calorias e relativizados pelo peso corporal de cada animal, multiplicado por
100 [(g consumida x cal)/peso do animal) x 100]. Além disso, para comparar a quantidade de
alimento ingerido pelos grupos normonutridos e desnutridos em resposta aos agonistas
dopaminérgicos D; e D,, os dados foram expressos em porcentagem relacionada a ingestao
alimentar dos grupos que receberam aplicacdo de dgua destilada. Para as diferengas
estatisticas foram utilizados os testes: T student para a ingestdo alimentar aos 60 dias de vida
e para a expressdo génica dos receptores DRDIla e DRD2. Para os demais experimentos,
(peso corporal, ingestao alimentar em resposta aos agonistas D; e D»), utilizou-se ANOVA de
duas vias, seguido por Bonferroni pos-teste. O nivel de significincia foi considerado p igual
ou menor que 0,05. Todos os dados foram analisados usando o programa GraphPad PRISM

5™ versdo 7 (San Diego USA).
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4 RESULTADOS

4.1 artigo original a ser submetido a Revista Neuropharmacology (Anexos)

EFEITO DA DESNUTRICAO PROTEICA PERINATAL SOBRE A EXPRESSAO
GENICA DOS RECEPTORES DRDla e DRD2 NO NUCLEO ACCUMBENS E
ESTRIADO EM RATOS ADULTOS

Gilvanildo Roberto da Silva”, Paula Honério de Melo Martimiano®, Sandra Lopes de Souza™’,
Rhowena Jane Barbosa Matos®‘, Amanda Alves Marcelino da Silva®, Bruno Souza', Diogo de
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Resumo

Objetivo: Analisar o efeito da desnutricdo proteica perinatal sobre a expressdo gé€nica dos
receptores dopaminérgicos DRD1a e DRD2, no niicleo accumbens e estriado em animais
adultos. Método: Foram utilizados ratos da linhagem Wistar divididos em dois grupos
segundo a dieta materna: n=30 normonutrido (17% de caseina) e n=30 desnutrido (8%
caseina). Foi analisado o peso corporal entre 15 e 120 dias de vida; a ingestdo de alimento
palativel sob efeito dos agonistas dopaminérgicos D1 e D2 e a expressdo génica dos
receptores DRDla e DRD2 no nicleo accumbens e estriado. Resultados: Animais
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desnutridos ingeriram maior quantidade de alimento palatdvel. Houve redu¢do do consumo de
dieta palatavel nos grupos normonutridos e desnutridos apds aplicagcdo dos agonistas D1 e D2,
entretanto, o efeito anorético do agonista D1 foi atenuado nos animais desnutridos. Aumento
da expressdo génica do receptor DRDIa no nicleo accumbens e estriado de animais
desnutridos, ndo havendo alteracdes significativas em relacdo ao receptor DRD2. Conclusao:
A desnutricdo proteica perinatal altera a expressdo génica do receptor dopaminérgico DRD1a
no nucleo accumbens e estriado em ratos adultos e estimula os componentes motivacionais
do comportamento alimentar, reduzindo a a¢@o hipofdgica do receptor dopaminérgico D1 e
contribuindo no aumento do consumo de alimentos palativeis.

Palavras-Chave: alimento palatdvel, desnutri¢do perinatal, pcr em tempo real, receptor D1,
receptor Da.

Introducao

O cérebro durante a fase de desenvolvimento € extremamente vulnerdvel a diferentes
tipos de agressdes'. Os efeitos deletérios sdo evidenciados por diferentes paradigmas
experimentais, tais como estresse pré-natal®, separacio materna’, hipernutrigﬁo4 e desnutri¢ao
durante fases precoces da vida’.

A desnutricdo € um problema mundial que afeta recém-nascidos e criangcas durante os
estdgios mais vulnerdveis do desenvolvimento do SNC, sendo capaz de produzir alteracdes na
maturacdo e desenvolvimento do cérebro. Estas alteracoes podem afetar aspectos
comportamentais, neuroquimicos, neurofisiolégicos e morfofuncionais do padrdo normal do
funcionamento cerebral e conduzir a alteragdes persistentes sobre o controle dopaminérgico
do comportamento alimentar'.

Um aspecto a se considerar refere-se as tendéncias concomitantes de declinio da
desnutri¢do e de ascensdo da obesidade, observadas em sociedades em desenvolvimento que
experimentam rdpidas e intensas transformacdes em seu padrdao de crescimento econdmico e

estrutura demografica, fendmeno que caracteriza a denominada “transi¢io nutricional” *’.
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Sendo assim, a obesidade tem se tornado um importante problema de saidde publica
mundial, devido ao aumento da sua prevaléncia e a consequente repercussdo das suas
comorbidades sobre a satde da populagﬁos.

Algumas evidéncias cientificas apontam para a intrinseca a¢io da desnutricdo perinatal
sobre os mecanismos encefdlicos da regulacdo da ingestdo alimentar e sua relacdo com a
etiologia da obesidadeg, entretanto os mecanismos moleculares, celulares e comportamentais,
subjacentes a esse fendmeno, ainda s@o pouco esclarecidos para explicar sua amplitude de
prejuizos a saude, sendo na atualidade alvo de intensa investigacao cientifica’.

Com o objetivo de investigar essa tematica, varios pesquisadores vém realizando
diversas pesquisas comportamentais e celulares colaborando com o meio cientifico para
desvendar quais fatores estdo associados com o surgimento dessa patologia®'*''.

O acesso a alimentos palatdveis € considerado atualmente um importante fator de
predisposicdo de desordens metabdlicas, a qual estd diretamente associada ao surgimento da
obesidade'>. A preferéncia por esse tipo de alimento estd associada a respostas hedénicas,
como a motivagdo, a palatabilidade e o prazer'>'*. A dopamina participa desses mecanismos
através da acdo dos receptores dopaminérgicos D1 e D2'*"°.

Segundo alguns autores o receptor dopaminérgico D1 pode contribuir para a
motivacdo do apetite e desempenha um importante papel no aumento do incentivo para
adquirir recompensas naturais, como por exemplo, o alimento palatdvel, e sugerem que a acao
dos receptores dopaminérgicos D2 estd particularmente voltada a saciedade e ndo a
motivagdo, por isso, esses receptores atuam principalmente inibindo o consumo de alimentos,
controlando tamanho, duracdo e frequéncia das refeicdes'®'"'*192-

Mesmo na auséncia de fome, o prazer e a sensa¢do de recompensa associados ao

alimento podem estimular o consumo. O nticleo acumbens tem sido amplamente relacionado

. . . . .. 21 .
a comportamentos direcionados e aprendizado instrumental apetitivo™. Acredita-se que a
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liberagdo da dopamina no ndcleo accumbens estd associada com a ingestdo de alimentos,
principalmente os palatdveis, como chocolate e biscoitos".

Estudos realizados em humanos utilizando tomografia por emissdo de pésitrons (PET
scan) mostraram que a ingestdo alimentar associa-se a liberacdo da dopamina no estriado
dorsal, e que a quantidade liberada do neurotransmissor se correlaciona com o grau de prazer
associado 2 alimentacdo®, sugerindo que a regulacdo dos mecanismos hedonicos pode ser
mais complexa.

Embora muitos estudos ja tenham fundamentado o papel dos receptores
dopaminérgicos D1 e D2 sobre o comportamento alimentar, a literatura ainda € escassa em
relacdo ao efeito da desnutricdo perinatal sobre a fungdo desses receptores, podendo ser esse,
um dos mecanismos neurais que esteja relacionado atualmente a etiologia da obesidade na
populacdo mundial.

Dentro desse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar, em ratos adultos,
o efeito da desnutricdo proteica perinatal sobre a expressdo gé€nica dos receptores
dopaminérgicos DRD1a e DRD2 no NAcc e estriado de ratos adultos, afim de compreender
melhor os mecanismos moleculares envolvidos no comportamento alimentar e possiveis

alteracodes derivadas da desnutricdo perinatal.

Materiais e Métodos
Animais

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar provenientes do biotério de criacao
do Departamento de Nutrigdo da Universidade Federal de Pernambuco. Para obtengdo dos
animais experimentais, ratos adultos (120 dias) foram acasalados na proporcao de 1 fémea
para 1 macho. A prenhez foi diagnosticada pela presenca de espermatozdide no esfregaco
vaginal, e confirmada pelo ganho de peso corporal da fémea. O dia seguinte a este foi

considerado o dia O (zero) da gestacdo. No dia 0 as fémeas gestantes foram transferidas para
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gaiolas individuais, e durante toda a gestacdo e lactacdo receberam as dietas experimentais
conforme tabela 1, (normoproteica - caseina 17%) ou (dieta hipoproteica - caseina a 8%), de
acordo com os grupos experimentais (normonutrido n=5) e (desnutrido n=6). Apds o
nascimento dos filhotes foi realizada uma randomizacdo com filhotes de varias maes do
mesmo grupo experimental e em seguida foi realizada a sexagem para a formacdo das
maternidades com oito filhotes machos por mae. Durante todo o experimento, os filhotes
foram mantidos em condi¢des padrao de biotério (temperatura de 22+2C, sob ciclo
claro/escuro invertido de 12 horas, luz acesa as 18 horas), recebendo racao padrao de biotério
e dgua ad libitum, segundo recomendacdo ética do COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal). Durante os experimentos de ingestdo sob estimulo alimentar (aos
60 dias) ou farmacoldgico (aos 100 dias) foi ofertado aos animais experimentais dieta

palatdvel (Biscoito Cookies) conforme tabela 2.

Agonistas

Os agonistas dopaminérgicos D1 e D2 foram obtidos na forma cristalina e dissolvidos
em 4agua na proporcao de Smg/ml, segundo recomendacgdo do fabricante (Sigma). Em todos os
experimentos, o agonista dopaminérgico D1 (SKF 38393) foi administrado na dose de 3
mg/kg de peso corporal e o agonista dopaminérgico D2 (Quinpirole) na dose de 0,3 mg/kg,

por via intraperitoneal.

Peso Corporal e Ingestao Alimentar

O peso corporal foi analisado aos 30, 60, 90 e 120 dias de vida. Aos 60 dias de vida os
animais dos grupos normonutrido (n=30) e desnutrido (n=30) foram alojados em gaiolas
individuais sendo disponibilizado entre 100-150 gramas de dieta palatdvel (Tabela 1). Trés
dias foram utilizados para a adaptacdo as gaiolas e a dieta, sendo esta oferecida aos animais

durante uma hora por dia. O consumo alimentar foi obtido a cada 12 horas dos ciclos de
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luminosidade (claro/escuro) durante trés dias. Para demonstrar a diferenca entre a ingestao
alimentar dos grupos experimentais, os valores foram transformados em calorias e
relativizados pelo peso corporal de cada animal, multiplicado por 100 [(g consumida x cal)] x

100.

Avaliacao da ingestio de alimento palatavel sob estimulo dos agonistas dopaminérgicos D1

e D2 durante a idade adulta

Nessa andlise, foram utilizados animais previamente privados de alimento por quatro
horas. Aos 100 dias de vida, os animais dos subgrupos controle D1 (n=10) e desnutrido D1
(n=10) receberam uma dose do agonista dopaminérgico D1, os subgrupos controle D2 (n=10)
e desnutrido D2 (n=10) receberam uma dose do agonista dopaminérgico D2 e os subgrupos
controle A (n=10) e desnutrido A (n=10) receberam uma dose de dgua destilada. Meia hora
apos as injecdes foi disponibilizado alimento palatavel (Chocooky chocolate Nabisco®) em
quantidade conhecida. Apés uma hora, o alimento foi removido e pesado para obtencdo do
consumo por diferenca entre a quantidade oferecida e a rejeitada. Para comparar a quantidade
de alimento ingerido pelos grupos normonutrido e desnutrido em resposta aos agonistas
dopaminérgicos D1 e D2, os dados foram expressos em porcentagem relacionada a ingestdao

alimentar dos grupos que receberam agua destilada.

Isolamento do NAcc e Estriado

Aos 120° dia de vida, os animais dos dois grupos foram sacrificados. Os ratos foram
previamente pesados e imediatamente decapitados com guilhotina. Apds a decapitacdo foi
feito craniotomia para a remog¢do do encéfalo e os nuicleos accumbens juntamente com o

estriado foram isolados e acondicionados em tubos de 1,5 ml devidamente identificados. Todo
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o material foi congelado em di6xido de carbono solidificado (gelo seco) e mantido em freezer

a -80° C para posterior andlise molecular por PCR em tempo real.

Analise da expressao génica dos receptores DRD1a e DRD2 no NAcc e estriado

Extracao do RNA Total
O RNA total do NAcc e estriado foi extraido utilizando Iml do reagente Trizol
(Invitrogen®) conforme instru¢des do fabricante, tendo sua concentracdo sido determinada a

partir da medida de absorbancia a 260 nm.

Sintese do cDNA

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit QuantiTect® Reverse Transcription
(Qiagen®). Para eliminagdo do DNA genOmico, foi preparada uma reacdo utilizando: 2 pl
gDNAW:ipeout Buffer, 7x; amostras de RNA e dgua livre de RNases até 14 pl. O mix de
reacdo da transcri¢do reversa QuantiTect® foi preparado utilizando: 1 pl Quantiscript Reverse
Transcriptase; 4 ul Quantiscript RT Buffer,5x; 1 ul RT Primer Mix e 14 ul da reacdo de

eliminagdo (que contém o RNA amostral). As amostras foram armazenadas no freezer -20°C.

PCR em Tempo Real

A reacdo de PCR foi realizada usando o Kit SYBR® Green PCR Master Mix
(Qiagen®) e analisada em tempo real através do sistema de deteccdo de sequéncia
automatizado Rotor-Gene® TM RG 3000 (Corbett Life Science, Austrélia) para determinagao
da expressao do mRNA das amostras. O volume total da reacdo foi de 25ul, sendo: 12,5ul do
composto fluorescente SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen®), 2ul do cDNA (usado
como molde para a reacdo), 2,5ul para os primers sense e antisense € 5,5ul de agua livre de
RNases. As reacOes foram incubadas a 95°C por 5 min para a ativagdo da enzima DNA

polimerase, seguido por 40 ciclos de 5 seg a 95°C para desnaturacdo e de 10 seg a 60°C para
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anelamento, extensao e coleta do sinal de fluorescéncia. As sequéncias dos primers utilizados
para amplificacdo foram: B-actina - forward, 5’- ACG GTC AGG TCA TCA CTA TCG-3’ ¢
reverse, 5’- CAG CAC TGT GTT GGC ATA GAG-3’; DRDIla — forward, 5° CTG GAG
GAC ACC GAG GAT GAC-3’ e reverse, 5’- GTC GAT GAG GGA CGA TGA AAT GG -
3’; DRD2 - forward, 5’- CAA CAA TAC AGG CAA ACC AGA ATG AG- 3’ e reverse, 5°-
ACC AGC AGA GTG ACG ATG AAG G-3’ e foram sintetizados e purificados por IDT —
Integrated DNA Tecnologies (EUA). Os niveis de expressdo relativa de mRNA do receptor
dopaminérgico DRDIla e DRD2 no Nacc e estriado foi calculado utilizando o método

comparativo Ct (threshold cycle)23, tendo a [} actina como gene normalizador.

Analises estatisticas

Para as diferencas estatisticas foram utilizados os testes: t de Student para a ingestao
alimentar aos 60 dias de vida e para a expressdo génica dos receptores DRD1a e DRD2. Para
os demais experimentos, (peso corporal, ingestdao alimentar em resposta aos agonistas D; e
D,), utilizou-se ANOVA de duas vias, seguido por Bonferroni pds-teste. O nivel de
significancia foi considerado p igual ou menor que 0,05. Todos os dados foram analisados

usando o programa GraphPad PRISM 5™ versdo 7 (San Diego USA).

Resultados

Efeito da desnutricao perinatal sobre o peso corporal e ingestao de dieta palatavel.

O peso corporal dos animais desnutridos se manteve significantemente menor
comparado com os animais normonutridos dos 30 até os 120 dias de vida (normonutridos,
96,9 £ 6,5g, n=30, versus desnutridos 260,4 + 1,64g, n=30) **p<0,01, ***p<0.001 (Figura 1).
Os animais expostos a dieta hipoprotéica durante o periodo de gestacdo e lactagdo ingeriram

uma maior quantidade de alimento palatdvel comparado com o grupo normonutrido durante o
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periodo de teste (normonutridos, 26,8g + 0,3, n=30 versus desnutrido 40,7g + 0,3, n=30)

*p<0,05 (Figura 2).

Acao anorética dos agonistas dopaminérgicos D1 e D2 em animais normonutridos e
desnutridos.

A aplicagdo dos agonistas D1 e D2 reduziu o consumo de dieta palatdvel durante os 60
minutos do experimento nos grupos experimeintais (normonutrido, 8,8 + 1,18; 3,0 + 0,45,
n=10, ***p<0,001, versus desnutrido 21,1 + 0,19; 4,8 + 0,45, n=10) ***p<0,001. Entretanto,
o efeito anorético do agonista D1 foi atenuado nos animais desnutridos durante o periodo de
gestacdo e lactacdo (normonutrido, 8,8 + 1,18, n=10, desnutrido, 21,1 £+ 0,19, n=10) #p<0,05.
E ao se comparar com os animais tratados com dgua destilada, o agonista D1 inibiu em 57% a
ingestdo alimentar no grupo normonutridos e a mesma dose da droga, reduziu apenas em 27%
a quantidade de alimento ingerido pelos animais desnutridos. Nao houve diferenca
estatisticamente significante na quantidade de alimento ingerido entre o grupo normonutrido e
desnutrido que receberam aplicacdo do agonista dopaminérgico D2 (normonutrido, 14,77 +

0.30, n=10 versus desnutrido, 15,01 + 0,45, n=10) Figura 3.

Analise da expressao génica dos receptores DRD1a e DRD2 no NAcc e estriado

A eficiéncia da amplificacdo dos genes DRDla e DRD2 em relacio ao gene
normalizador B-actina, foi sistematicamente analisada usando amostras de cDNA de ambos
animais controle e desnutridos. Foi encontrado diferenca significativa (p<0,05) nos niveis de
expressdo do gene DRD1a de animais desnutridos (D= 1,89 + 0,45) em relagdo aos animais

controle (C= 1,29 + 0,30), sendo este aumento de 46%. (Figura 4).
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Com relacdo a expressdao do gene DRD2, a média do nivel de expressdao nos animais
desnutridos foi de (D= 1,29 + 0,30) e nos animais controle (C= 1,07 £ 0,22), portanto a
expressao dos niveis de mRNA nio foi estatisticamente significante (p<0,05). (Figura 5).

A expressao relativa dos niveis de mRNA do receptor DRD1a estava aumentada no
NAcc e estriado de animais desnutridos em relagdo ao controle.

Discussao

A desnutricdo, especialmente a proteico-energética, tem sido um problema para
grande parte da humanidade e frequentemente aparece como causa de vdrias alteracdes no
desenvolvimento humano, entretanto, os mecanismos que relacionam desnutri¢do e déficits de
desenvolvimento ainda ndo estdo totalmente estabelecidos.

Pesquisas sugerem que intervengdes nutricionais nos periodos iniciais da podem estar
associadas com alteragdes no comportamento alimentar na vida adulta, particularmente sobre
componentes das vias de recompensa alimentar”**>%°

O presente estudo fornece evidéncias de que a desnutri¢do proteica perinatal altera a
expressao dos niveis de mRNA do receptor dopaminérgico DRD1a nos nicleos accumbens e
estriado em ratos adultos, reduz a a¢do hipofagica do agonista do receptor dopaminérgico D1,
e contribui para o aumento do consumo de alimentos palatdveis.

Os resultados mostram que os animais que foram submetidos a desnutricdo proteica
perinatal apresentam uma reducio de peso corporal em relacido aos animais do grupo controle.

Esses achados sdo consistentes com estudos anteriores que confirmam que a causa
mais frequente de alteragdes do peso corporal em periodos precoces da vida € o aporte

.. . ~ ~ 27,282 1
nutricional materno durante o periodo de gestacdo e lactacio” ***°2%3!,

Portanto, a reducao
da ingestao caldrico-energética, sobretudo em periodos de elevado

crescimento/desenvolvimento como a gestacdo e lactagdo, pode limitar o crescimento de

4o~ . 2
6rgdos e tecidos™.
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De fato, ha relatos na literatura que mostram que ratas alimentadas durante a gravidez
e lactacdo com dietas deficientes em proteina diminui o tamanho da ninhada e a massa
corporal de filhotes®~*.

Outras pesquisas sugerem que a restricdo proteica materna no inicio ou a partir da
segunda metade da gestacdo afeta o ndimero de fibras musculares da prole, observado em
estudos realizados em ratos, caes € macacos com baixo peso ao nascer "3,

Ha duas fases consecutivas do desenvolvimento normal do tecido. Todos os 6rgios e

tecidos crescem inicialmente por proliferacdo celular (hiperplasia) e subsequentemente pelo
aumento do volume celular (hipertrofia)”. Na deficiéncia protéico-energética podem ocorrer
hipoplasia e atrofia de tecidos™ e desta forma uma diminuicio do tamanho corporal e de
6rgaos .
Uma diminui¢do do niimero de células devido a restri¢do nutricional no inicio da vida
intra-uterina tende a resultar em deficiéncia de crescimento permanente, enquanto uma
reducdo no tamanho das células causada pela restricdo nutricional no final da gestacdo ou na
vida p6s-natal pode ser recuperdvel .

A presente pesquisa indica que, 0os animais que tiveram um baiXxo peso ao nascer
apresentaram também um alto consumo de alimentos palataveis na vida adulta. Esses dados
corroboram com estudos experimentais anteriores realizados em animais que foram
submetidos a restri¢do proteica durante o periodo de gestacdo e lactacdo e resultou também

25,43,44 A . . . , 4
34344 6 uma elevada preferéncia por alimentos ricos em acucar e gordura 3,

em hiperfagia
Evidéncias na literatura descrevem que o consumo de alimentos ricos em agtcar e gordura
provoca modificagdes neuroquimicas em sistemas neurotransmissores como o mesolimbico,

. . 46,47
envolvido no comportamento alimentar e na recompensa " ".

A neurotransmissao dopaminérgica no sistema nervoso central (SNC) estd associada

as respostas hedodnicas, como a palatabilidade e o prazer ao consumir alimentos ricos em
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energia47. Notavelmente, tanto os receptores D1 quanto os receptores D2 estdo intimamente
associados com o controle da ingestdao de alimentos, principalmente os palatdveis®.

Alguns estudos, com o objetivo de investigar os efeitos dos agonistas dopaminérgicos
e suas funcdes sobre a ingestdo de alimentos, relatam o efeito anorético dos agonistas dos
receptores dopaminérgicos do tipo D1 1348495051 "o ptretanto, evidéncias mais recentes sugerem
que esses receptores estdo envolvidos na preferéncia por alimentos palatdveis®. No presente
estudo, foi observado que a administragdo de agonistas dos receptores D1 e D2 promoveu
reducdo do consumo de alimentos palatdveis independente do histdrico nutricional dos
animais avaliados. Esses dados sdo consistentes com pesquisas subjacentes onde os agonistas
para os receptores D1 e D2 reduziram a ingestdo alimentar, entretanto, por mecanismos
diferentes. Os agonistas do receptor D1 induzem a reducdo da ingestdo alimentar por uma
diminuicdo do nimero de episddios de alimentacdo, enquanto que agonistas D2 levam a
diminui¢do da quantidade de alimento ingelrido5 3,

O efeito dos agonistas D1 e D2 foi comparado com relagc@o a ingestdo alimentar, e foi
constatado que os animais desnutridos foram menos responsivos a a¢do anorética do agonista
D1 e mais motivados a consumir alimentos palatdveis. Esses achados complementam um
trabalho recente, em que o agonista do receptor D1, aumentou a preferéncia de ratos por
alimentos altamente palatdveis’® comprovando que a desnutricdo perinatal reduz a acdo
hipofagica do agonista do receptor dopaminérgico D1. Entretanto, o mesmo efeito nao foi
observado apds aplicacdo do agonista para o receptor D2 no qual pareceu atenuar a
preferéncia por alimentos palatdveis como consequéncia da inibicdo da via dopaminérgica no
cérebro. Além disso, nos animais desnutridos, a reducdo da acdo hipofdgica do agonista do
receptor D1, por sua vez prejudica a via dopaminérgica da regulacdo alimentar, e isso

juntamente com outros fatores, (hed6nicos, homeostdticos, genéticos) podem estar
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relacionados a hipétese que fundamenta o surgimento da obesidade a partir de insultos
perinatais.

De fato, estd bem fundamentado na literatura que o consumo de alimento palatavel
induz a ativacdo do sistema de recompensass, e se observa que ratos expostos ao alimento
doce exibem uma maior resposta dopaminérgica, medida pela liberacio aumentada de
dopamina no nicleo accumbens e no cértex pré-frontal medial®®. Todavia, os exatos
mecanismos pelos quais o nicleo accumbens executa estas fungdes ainda ndo estao totalmente
esclarecidos’’. Entretanto, apesar de serem escassos os estudos do efeito da desnutricdo sobre
os receptores dopaminérgicos, ja foi relatado niveis elevados de dopamina encefélica em
animais desnutridos”’. Da mesma forma, os resultados do presente estudo mostram que a
expressao relativa dos niveis de mRNA do receptor DRD1a encontrou-se aumentada no
ndcleo accumbens e estriado de animais desnutridos em relacdo aos animais normonutridos,
ndo havendo alteracdes significativas em relagdo ao receptor DRD2.

As primeiras evidéncias cientificas mostraram que a estimulacdo dos receptores D2

~ . . . . . . (152
levou a reducdo na quantidade de alimentos ingeridos por animais'>***"

, € sua disfuncdo, um
aumento na ingestao alimentar.
Existem estudos que demonstram que esse tipo de receptor se encontra alterado, em

niveis mais baixos, em animais € humanos obesos %%

. Eles parecem mediar a fungdo
inibitéria que a dopamina tem sobre o controle do apetite e sua disfun¢@o contribui para o
surgimento de doencas metabélicas®”. Recentes estudos corroboram com esses resultados,
reforcando a ideia de que os receptores dopaminérgicos D2 estdo intimamente relacionados
com a manutencdo do balanco energético por atuarem ao nivel do sistema nervoso central,
inibindo o consumo de alimentos, demonstrando sua particular importancia na regulaciao do

. . . . . 1.62.63.64
apetite e consequentemente no surgimento da obesidade e suas patologias associadas®-0%0%%%
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Como o sistema dopaminérgico estd criticamente envolvido no comportamento
alimentar, serd necessdario dados mais detalhados sobre a regulamentacido da expressdo dos
receptores dopaminérgicos, especialmente os receptores D1 e D2 os quais estdo intimamente
envolvidos com a ingestdo alimentar, para melhor entendimento sobre os mecanismos do
envolvimento das vias dopaminérgicas no controle da ingestdo alimentar, buscando
mecanismos para normalizar a neurotransmissdo dopaminérgica no cérebro com o objetivo

final do tratamento de comportamentos de dependéncia, incluindo a hiperfagia da obesidade.

Conclusao

Os resultados deste estudo mostram que a desnutricdo proteica perinatal altera a
expressao génica do receptor dopaminérgico DRD1a no nicleo accumbens e estriado em ratos
adultos e estimula os componentes motivacionais do comportamento alimentar, reduz a acao
hipofagica do receptor dopaminérgico D1 e contribui para o aumento do consumo de
alimentos palataveis.

A menor quantidade nos niveis de expressdo génica de receptores DRD2 em relacdo
aos receptores DRD1 expressos no nicleo accumbens e estriado, pode estar relacionado a
uma resposta neuroadaptativa ao aumento da ingestao de alimentos palatdveis.

Como atualmente observa-se, na populagdo mundial o elevado consumo de alimentos
ricos em lipidios e carboidratos, o conhecimento de mecanismos moleculares que determinam
a preferéncia por esses tipos de alimentos, bem como o entendimento da relagdo de tais
mecanismos com o ambiente nutricional precoce, pode ser um importante alvo para prevencao

e tratamento da obesidade e suas patologias associadas.
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Figura 1. Peso corporal médio dos filhotes machos nascidos de fémeas alimentadas com uma dieta normoproteica (caseina
17%) ou hipoproteica (caseina 8%) durante o periodo de gestacdo e lactagdo. Ao desmame, os filhotes foram alimentados
com dieta padrdo de biotério. Os dados representam média =+ SEM com n= 30 para animais controle e n=30 para animais
desnutridos. A andlise foi realizada entre 30 e 120 dias de vida. As diferencas no peso corporal entre o controle e 0s animais
desnutridos sdo estatisticamente significativas com **p <0,01 em 45 dias e ***p <0,001 em todas as outras idades analisadas
(two-way ANOVA para medidas repetidas seguidas por Bonferroni pds-teste). g = gramas.
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Figura 2. Ingestdo alimentar dos filhotes machos, aos 60 dias de vida, nascidos de fémeas alimentadas com uma dieta
normoproteica (caseina 17%) ou hipoproteica (caseina 8%) durante o periodo de gestacdo e lactagdo. Cada barra representa a
quantidade média de alimento palatavel ingerido durante trés dias consecutivos aos 60 dias de vida. Valor expresso em
calorias por grama do peso corporal de cada animal. Dados correspondem a média = SEM com n = 30 para animais controle
e n = 30 para animais desnutridos. test t de Student para comparag@o entre grupos * p <0,05.
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Figura 3. Efeito dos agonistas dopaminérgicos D1 e D2 sobre o consumo de alimento palativel em animais que foram
submetidos a desnutri¢do perinatal. Foram utilizados 10 animais para cada grupo experimental analisado, os quais receberam
dose aguda dos agonistas D1 (3 mg/kg), D2 (0,3mg/kg) ou dgua destilada (1ml/kg). Os dados correspondem a quantidade de
dieta palatdvel consumida em 60 minutos de teste, os quais foram expressos como porcentagem da quantidade de alimento
consumido pelos animais que receberam aplicacdo de dgua destilada (linha de base). *** p < 0,001 quando os valores foram
comparados com os animais que receberam aplicagdo de dgua destilada do mesmo grupo e # p< 0,05 quando os valores
foram comparados com os animais normonutridos que receberam a mesma dose do agonista D1 (two-way ANOVA para
medidas repetidas seguido por Bonferroni pés-teste). Ndo houve diferenca estatisticamente significante na quantidade de
alimento ingerido entre o grupo normonutrido e desnutrido que receberam aplicagdo do agonista D2.
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Figura 4. Expressdo génica do receptor dopaminérgico DRD1a em relagdo a f-actina no NAcc e estriado em ratos adultos
submetidos a desnutricdo proteica perinatal. Os dados correspondem a média + SEM com n = 6 para animais normonutridos
(1,29 £ 0,30) e n = 7 para animais desnutridos (1,89 + 0,45). A diferenca da expressdo génica dos receptores DRD1 entre os
grupos nutridos e desnutridos foram estatisticamente significantivas. test t student para comparagao entre grupos * p <0,05.
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Figura 5. Expressdo génica do receptor dopaminérgico DRD2 em relacdo a f-actina no NAcc e estriado em ratos adultos
submetidos a desnutricdo proteica perinatal. Os dados correspondem a média + SEM com n = 6 para animais normonutridos
(1,07 £ 0,22) e n = 6 para animais desnutridos (1,29 + 0,30). test t student para comparagdo entre grupos * p <0,05. Nao
houve diferenga estatisticamente significante na expressdo génica dos receptores dopaminérgicos DRD2 entre os grupos
normonutridos e desnutridos.

Tabela 1. Composicdo das dietas experimentais.

Constituintes Dieta hipoprotéica Dieta normoprotéica (17 %) Dieta Palatavel (21%)
8%)

G % 100,00 100,0 100,00
Proteinas 8,10 17,30 23,36
Carboidrato 75,10 65,90 48,50
Lipidios 7,00 7,00 15,33
Fibras 5,00 5,00 2,72
Vitaminas 1,00 1,00 1,00
Minerais 3,50 3,50 3,50
Metionina 0,30 0,30 0,30
% Kcal 362,48 363,44 421,41

As dietas foram elaboradas no Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. *As vitaminas e mistura mineral

foram formulados de acordo com a recomendac@o daAIN-93G para dietas de roedores [PG Reeves, Nielsen FH, Fahey GC Jr, 1993].

Tabela 2. Informacdo Nutricional do alimento Palatavel*

Porcdo de 30g (2 unidades)

Valor calédrico
Carboidratos
Agucares

Proteinas

Gorduras totais
Gorduras saturadas
Gorduras trans
Fibra alimentar
Sédio

Quantidade por porgdo

147 kcal
19g

10g
1,8g
7,38
3,4g
0,3g
1,1g
63mg

(*) Informagdes contidas na embalagem do produto: Chocooky Chocolate-Nabisco®
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5 CONSIDERA COES FINAIS

O presente estudo teve o objetivo geral de avaliar o efeito da desnutricdo proteica
perinatal sobre a expressdo génica de receptores dopaminérgicos DRD1a e DRD2 no nicleo
accumbens e estriado de ratos adultos, considerando os aspectos morfolégicos, funcionais e
comportamentais da via de recompensa alimentar. Foram realizadas andlises dos efeitos da
desnutri¢do proteica perinatal sobre o peso corporal e da ingestdo alimentar; dos efeitos dos
agonistas dopaminérgicos D1 e D2 (SKD 38393 e Quinpirole) sobre a ingestdo alimentar, e
por fim a andlise da expressdao génica de receptores dopaminérgicos DRDla e DRD2 no
nucleos accumbens e estriado em ratos adultos submetidos a desnutricdo proteica perinatal.

Com base nos resultados deste estudo, pode-se concluir que a desnutri¢do proteica
perinatal altera a expressao génica do receptor dopaminérgico DRD1a no nicleo accumbens e
estriado em ratos adultos e estimula os componentes motivacionais do comportamento
alimentar, reduz a acao hipofagica do receptor dopaminérgico D1 e contribui para o aumento
do consumo de alimentos palatdveis.

Esses dados sdo consistentes com os relatos da literatura aos quais evidenciam que a
desnutricdo perinatal induz adaptacOes neurais que sdo responsdveis pelas alteracdoes da
expressdo génica de receptores dopaminérgicos em dreas do cérebro envolvidas com a
regulacdo do comportamento alimentar.

A ativacdo da via de recompensas do sistema mesolimbico cria uma sensacdo de
prazer e interfere com os sinais fisioldgicos de saciedade, o que promove o consumo maior de
alimentos palatdveis. O acesso a alimentos palataveis com alto teor energético é considerado
fator de risco para a obesidade.

Apesar dos espetaculares progressos da neurociéncia e, destas, em especial, aos
relacionados aos efeitos promovidos pela desnutri¢do sobre o cérebro, ainda hd muitas lacunas

a preencher. Sendo assim, futuros estudos sdo necessarios envolvendo: tamanho amostral
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maior, andlise de outras estruturas cerebral do sistema de recompensa, assim como
investigacdes mais detalhadas que analisem a sensibilidade dos receptores D1 e D2 sobre o
metabolismo de seres desnutridos.

Os testes de motivagdo, sequéncia comportamental de saciedade, preferéncia a
sacarose, Imunohistoquimica para Proteina C-Fos, estudos bioquimicos, além de andlise
detalhada da expressdo génica dos receptores D1 e D2 nas demais estruturas cerebrais
envolvidas com o comportamento alimentar, sdo algumas das ferramentas que pretendemos
utilizar nas futuras investigagdes sobre o efeito da desnutricdo proteica perinatal sobre o
controle dopaminérgico do comportamento alimentar.

Por isto algumas perspectivas do presente estudo consistem em analisar em animais
normonutridos e desnutridos:

e Preferéncia por diferentes concentracdes de sacarose em resposta aos agonistas do
receptor D1 e D2.

e Distribui¢do dos neurdnios, no encéfalo, ativados pelo agonista do receptor D1 e D2
e/ou pelo estimulo alimentar.

e Expressdo génica do receptor dopaminérgico D1 e D2 no nucleo accumbens, estriado,
area tegmentar ventral, cortex pré-frontal e hipotdlamo.

e Expressdo da proteina DARPP-32 no niicleo accumbens, estriado, drea tegmentar

ventral, cortex pré-frontal e hipotdlamo.
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Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 30 de setembro de 2010.
Oficio n® 317/10

Comiss&o de Etica em Experimentacéo Animal (CEUA) da UFPE
Para: Prof®.: Sandra Lopes de Souza

Departamento: Departamento de Anatomia

Processo n° 23076.034632/2010-79

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado, “Efeito do agonista dopaminérgico D1 no comportamento alimentar de
ratos programados nutricionalmente durante o periodo perinatal.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentac&o Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliacéo e julgamento pela CEUA-UFPE.

— Fncontra-ce de-aeordscurmi as riormas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11.794

de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins cientificos e
didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a serem

realizados.
Atenciosamente,
Observagdo: Origem dos animais: Biotério de Nutricdo da ‘/J/
UFPE; Animais: Ratos: Linhagem: Wistar; Sexo: Machos; oL, PPN S
Idade:»1(um) a '120(cento e vinte) dias; N° de Animais previsto £4Profa. Maria Teress Jadser
no projeto: 80(oitenta) ratos. Presidente do GE

UFPE

CCB: Integrar para desenvolver
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consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if referred to
explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this
feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text
and present the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include
footnotes in the Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Formats
If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is' in the native document format.
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Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork
is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a
minimum of 500 dpi.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically
have a low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

 Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless
of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color
reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after
receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or on the
Web only. For further information on the preparation of electronic artwork, please see
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to
'‘gray scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in
addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Illustration services

Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/illustrationservices) offers Illustration
Services to authors preparing to submit a manuscript but concerned about the quality of the
images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators can produce scientific,
technical and medicalstyle images, as well as a full range of charts, tables and graphs. Image
'polishing' is also available, where our illustrators take your image(s) and improve them to a
professional standard. Please visit the website to find out more.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the
figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the
illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols
and abbreviations used.
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Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes
to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid
vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do
not duplicate results described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press'
implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the
reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et
al. (2010) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same
year must be identified by the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.
Examples:

Reference to a journal publication:
Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article.
J. Sci. Commun. 163, 51-59.
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Reference to a book:
Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in:
Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New
York, pp. 281-304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to Index Medicus journal abbreviations:
http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html; List of title word abbreviations:
http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php; CAS (Chemical Abstracts Service):
http://www.cas.org/content/references/corejournals.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article.
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation
content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be
properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that
your video or animation material is directly usable, please provide the files in one of our
recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and animation
files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web
products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with
your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image.
These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data.
For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be
embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and
the print version for the portions of the article that refer to this content.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, highresolution images, background datasets, sound clips and more.
Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In
order to ensure that your submitted material is directly usable, please provide the data in one
of our recommended file formats. Authors should submit the material in electronic format
together with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For more
detailed  instructions please  visit our  artwork  instruction  pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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Submission checklist
The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to
the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

* Full postal address

* Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

* All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

* Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

* References are in the correct format for this journal

 All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

» Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Web)

* Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free
of charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-
and-white in print

« If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also
supplied for printing purposes.

AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The
DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by
the publisher upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes.
Therefore, it is an ideal medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because
they have not yet received their full bibliographic information. Example of a correctly given
DOI (in URL format; here an article in the journal Physics Letters B):
http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059 When you use a DOI to create links to
documents on the web, the DOIs are guaranteed never to change.

Proofs

For all accepted manuscripts, page proofs will be sent to the corresponding author (or the
firstnamed author) for checking. Corrections to the proofs must be restricted to printer's
errors. Any substantial alterations other than these may be charged to the author. Authors are
particularly requested to return their corrected proofs as quickly as possible in order to
facilitate rapid publication. Please note that authors are urged to check their proofs carefully
before return, since late corrections cannot be guaranteed for inclusion in the printed journal.
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Reprints and copies of the issue (at a specially reduced rate) can be ordered on the form which
will accompany the proofs. These should be returned to: Elsevier Ltd, Bampfylde Street,
Exeter, EX1 2AH, U.K. Disclaimer: Whilst every effort is made by the publishers and
editorial board to see that no inaccurate or misleading data, opinion or statement appears in
this journal, they wish to make it clear that the data and opinions appearing in the articles and
advertisements herein are the sole responsibility of the contributor or advertiser concerned.
Accordingly, the publishers, the editorial board and editors and their respective employees,
officers and agents accept no responsibility or liability.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via emai
(the PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover sheet with
the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use). For an
extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the
article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at
any time via Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints).
Authors requiring printed copies of multiple articles may use Elsevier WebShop's

'Create Your Own Book' service to collate multiple articles within a single cover
(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints/myarticlesservices/booklets).

AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission) please
visit this journal's homepage. For detailed instructions on the preparation of electronic
artwork, please visit http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Contact details for
questions arising after acceptance of an article, especially those relating to proofs, will be
provided by the  publisher. You can  track  accepted  articles at
http://www.elsevier.com/trackarticle. You can also check our Author FAQs at
http://www.elsevier.com/authorFAQ and/or contact Customer Support via
http://support.elsevier.com.



