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RESUMO

A desnutricdo durante o periodo perinatal tem sido associada a aumento da compulsdo alimentar,
preferéncia por alimentos palataveis e risco de desenvolvimento de obesidade na vida adulta. O
apetite é controlado por varios sistemas fisioldgicos, dentre 0s quais o sistema neural de
recompensa. A dopamina é um conhecido neurotransmissor deste sistema, estando envolvida nas
relacBes de prazer proporcionado por alimentos e drogas, agindo através da ligacdo em receptores
neuronais, de duas classes: D1-like e D2-like. O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressao dos
receptores dopaminérgicos D1 no Nucleo Accumbens e estriado, &reas relacionadas ao
comportamento alimentar, em ratas desnutridas. Dois grupos experimentais foram formados: grupo-
controle (CF - fémeas gestadas por mées normonutridas durante a gestacdo e lactacdo) e grupo-
desnutrido (DF - fémeas gestadas por maes que receberam dieta hipoprotéica no periodo perinatal).
Os animais passaram a receber dieta-padrdo de laboratério ap6s o desmame e tiveram o peso
avaliado em diferentes momentos da vida. No 120° dia, foram sacrificadas e submetidas a perfuséo,
para retirada dos encéfalos. Apos os cortes dos cérebros em micrétomo de congelamento, procedeu-
se a Imunohistoquimica para contagem de neurdnios marcados para DRD1. As imagens foram
obtidas através de camera acoplada ao microscopio Optico e a morfometria realizada no software
livre ImageJ. Os dados estatisticos foram expressos em médiatdesvio-padrao, sendo analisados no
software livre GraphPad Prism 5. Os animais desnutridos apresentaram menor peso em relagcdo aos
normonutridos desde o nascimento até o sacrificio. N&o foi encontrada diferenca significativa entre
0s grupos na expressao de DRD1 nas areas cerebrais analisadas (Estriado: CF: 230,0 + 86,40, n=4;
DF: 225,50 + 89,90, n=4; Nucleo Accumbens: CF: 109,80 + 41,40, n=4; DF: 128,0 £ 49,50, n=5;
test t de Student, p<0,05). Estes dados sugerem que a expressdo dos receptores D1 esta diretamente
relacionada a quantidade de dopamina liberada na fenda sinaptica, quantidade essa que é maior na
apresentacdo de alimentos novos e palataveis.

Palavras-chave: Desnutrigdo protéica. Receptores de Dopamina D1. Obesidade.



ABSTRACT

Malnutrition during the perinatal period has been linked to increased binge eating, preference for
palatable foods and risk of obesity developing in adulthood. Appetite is controlled by several
physiological systems, including the neural reward system. Dopamine is a neurotransmitter in this
system and it is involved in relations of pleasure provided by foods and drugs, acting through its
binding to neuronal receptors of two classes: D1-like and D2-like. The goal of this study was to
evaluate the expression of dopamine D1 receptors in the striatum and Nucleus Accumbens, areas
related to feeding behavior, in malnourished rats. Two experimental groups were formed: the
control group (CF - rats coming from normonutridas mothers during pregnancy and lactation) and
group-malnourished (DF - coming rats of mothers who received low protein diet during the
perinatal period). The animals began to receive standard laboratory diet after weaning and had the
weight assessed at different times of life. In 120 days, they were sacrificed and submitted to
perfusion, to remove the brains. After the cuts of the brains in freezing microtome, it proceeded to
Immunohistochemistry for counting neurons marked for DRD1. The images were obtained through
camera coupled to an optical microscope and morphometry performed on the Free Software ImageJ.
Statistical data were expressed as mean + standard deviation and analyzed the free software
GraphPad Prism 5. Malnourished animals showed lower weight compared to well-nourished from
birth to the sacrifice. There was no significant difference between groups in the expression of
DRD1 the analyzed brain areas (Striatum: CF: 230.0 £ 86.40, n = 4; DF: 225.50 + 89.90, n = 4;
Nucleus Accumbens: CF: 109.80 + 41.40, n = 4; DF: 128.0 + 49.50, n = 5; Student's t test, p <0.05).
These data suggest that the expression of D1 receptors is directly related to the amount of
dopamine released in the synaptic cleft, which amount is higher in presenting new and palatable
food.

Key-words: Protein Malnutrition. Receptors, Dopamine D1. Obesity.
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1. APRESENTACAO

1.1 - Caracterizacéo do problema

Os indices alarmantes de obesidade, aumento da adiposidade corpérea, tem despertado
grande interesse da comunidade cientifica ao redor do mundo, na tentativa de elucidar a sua origem
(GUIMARAES et al., 2006). Além de fatores socio-ambientais, como reducéo da atividade fisica
nas ocupacdes e aumento da disponibilidade de alimentos ricos em gordura, também ha
componentes fisioldgicos envolvidos na génese da obesidade, dentre os quais estimulos periféricos
(leptina, insulina) e estimulos centrais (neurotransmissores), o que coloca a obesidade como
distdrbio metabolico de origem multifatorial (PINHEIRO et al., 2004).

Desnutri¢do no periodo intra-uterino ou perinatal, um fator ambiental, tem sido associada ao
desenvolvimento de hiperfagia e obesidade na vida adulta. A restricdo proteica ou caldrica nestes
periodos criticos do desenvolvimento pode alterar a plasticidade e estrutura cerebral, alteractes
estas que podem persistir na vida adulta e se refletir em obesidade, distarbios cardiovasculares e
diabetes (LOPES DE SOUZA et al., 2008). Em linhas gerais, diante da injaria nutricional nestes
periodos criticos do desenvolvimento, se alcanca um estado de adaptacéo fisioldgica, que pode ser
benéfico, caso se mantenham as condicGes que o gerou, ou maléfico quando o individuo adquire
acesso a alimentos abundantes e saborosos (MANUEL-APOLINAR et al., 2014).

A preferéncia por alimentos palatdveis esta intimamente associada ao sistema de
recompensa cerebral e a sensacdo de prazer que provocam (BERRIGDE, 2008; SANTOS et al.,
2014). Um dos componentes deste sistema, 0 neurotransmissor dopamina, é conhecido por estar
envolvido na compulsdo por alimentos (SANTOS et al., 2014), drogas (FOKI et al., 2001), alcool
(MCKINNEY et al, 2000) e, inclusive, sexo (ZEKI, 2007).

A dopamina faz parte da familia das catecolaminas de neurotransmissores, juntamente com a
norepinefrina e epinefrina. A tirosina é precursora de todas as catecolaminas, sendo obtida da dieta
e, em menor propor¢do, do figado, a partir da fenilalanina (STANDAERT & GALANTER, 2008).

Neurdnios que nascem na substancia negra (cuja pigmentacédo resulta da decomposicdo da
dopamina em melanina), langcam suas terminacdes no estriado (formado pelo ndcleo caudado e
putamen), estando envolvidos na estimulacdo do movimento em direcdo a recompensas
(VALLONE et al, 2000). A érea tegmentar ventral abriga varios corpos celulares, cujas projecoes
invervam varias regides, especialmente o cortex cerebral e Nucleo Accumbens (NAcc). Esta via
dopaminérgica, conhecida como meso-limbica ou meso-cortical, desempenha papel pouco
elucidado nos comportamentos de motivagcdo e recompensa (KOOB, 1992; KOOB & BLOOM,
1988; GALANTER & LOWENSTEIN, 2008).
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A dopamina, nestas regifes, age por meio da ligacdo a receptores de membrana especificos
(GINGRICH & CARON, 1993), os quais fazem parte da familia de receptores com sete dominios
transmembrana acoplados a proteina G. Cinco receptores dopaminérgicos ja foram isolados e
subdivididos em duas subclasses, de acordo com suas propriedades bioquimicas e farmacoldgicas
(VALLONE et al, 2000): A subclasse D1-like agrupa os receptores D1 e D5, enquanto a subclasse
D2-like agrupa os receptores D2, D3 e D4. Os receptores D1 estdo expressos em altos niveis no
estriado e no NAcc (GALANTER & LOWENSTEIN, 2008).

Drogas aditivas, como a cocaina, causam aumento nos niveis de dopamina no NAcc e
estriado (VOLKOW et al, 2009). O alcool também dispara a liberagdo de dopamina no NAcc
(DIANA et al, 1992). Da mesma forma, a dopamina é liberada no NAcc de ratos que, apds periodo
prolongado de jejum, retornam o acesso ao alimento, ou sdo expostos a alimentos palataveis
(SWIFT & LEWIS, 2008).

Ao se ligar no receptor dopaminérgico D1, a dopamina parece influenciar na motivagédo do
apetite, estimulando o animal a ingerir mais alimentos (SANTOS et al., 2014). Ao se ligar nos
receptores da classe D2, a dopamina parece ter efeito contrario, inibindo o consumo de alimentos;
estes receptores estariam, pois, relacionados a saciedade e ndo & motivagdo (BEAULIEU et al.,
2011; ROBINSON et al., 2005; SANTOS et al., 2014).

Diversos estudos tem tentado elucidar o papel destes receptores na origem da obesidade,
porém poucos trabalhos correlacionam a desnutricdo perinatal com a funcdo destes receptores
(MARTIMIANO et al., 2014). Possivelmente, a desnutricdo perinatal pode alterar um dos
mecanismos neurais que favorecem o aumento alarmante da obesidade na populagdo mundial atual:

0 sistema dopaminérgico.

1.2 - Justificativa

O aumento nas taxas de obesidade em nivel mundial e o conhecimento da gama de possiveis
doencas decorrentes deste distdrbio nutricional tem despertado grande interesse na comunidade
cientifica. A desnutricdo perinatal tem sido amplamente relacionada na literatura como uma das
possibilidades de causa da obesidade na vida adulta, causando alteragdes permanentes nos
mecanismos neurais que controlam a ingestdo de alimentos. Apesar disso, ha poucos trabalhos
publicados que explanam a relacdo entre desnutricdo perinatal e sistema de recompensa
dopaminérgico na origem da obesidade.

Levando-se em consideracdo o papel da dopamina no estimulo a busca de alimentos e o
aumento alarmante dos casos de obesidade, é importante compreender as implicacbes deste

neurotransmissor em modelos experimentais submetidos a desnutricdo perinatal. Isto podera
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contribuir para a obtencdo de maior respaldo sobre os mecanismos cerebrais envolvidos na origem

da obesidade, de forma a utilizar este conhecimento em futuras formas de prevencdo e tratamento.

1.3 - Objetivos
1.3.1 - Objetivo geral
e Analisar, em ratas, o efeito da desnutricdo protéica perinatal em &reas cerebrais relacionadas

ao comportamento alimentar.

1.3.2 - Objetivos especificos
e Acompanhar, ao longo do periodo de estudo, a evolucdo ponderal das ratas submetidas a
desnutri¢do protéica perinatal.
e Analisar a expressdo do DRD1 no NAcc e estriado de ratas submetidas & desnutricdo

protéica perinatal.

1.4 - HipoGtese

A desnutricdo protéica, em ratas, durante periodos criticos do desenvolvimento, pode
predispor alteragdes no sistema dopaminérgico de recompensa cerebral ao longo da vida. Como o0s
receptores dopaminérgicos D1 estdo envolvidos na compulsdo alimentar, espera-se que a expressao

destes receptores esteja aumentada em areas cerebrais relacionadas ao comportamento alimentar.



13

2. INFLUENCIA DA DOPAMINA E SEUS RECEPTORES NA GENESE DA OBESIDADE:
REVISAO SISTEMATICA
Introducéo

A obesidade, aumento da adiposidade corporea, € um problema crescente de salde publica
mundial, sendo responsavel por altas taxas de morbi-mortalidade, em decorréncia de problemas
diversos, desde distirbios locomotores e respiratérios, até diabetes, cancer’ e doencas
cardiovasculares®.

Dados da Organizacdo Mundial de Saude, em 2005, apontam para a existéncia de 1,6
bilhdes de pessoas em situagdo de sobrepeso®. Projecdes para o futuro indicam que, em 2030, estes
nimeros chegardo a 3,3 bilhdes de pessoas, o que significa que 57,8% da populacdo mundial estara
com sobrepeso ou obesidade’. No Brasil, a obesidade como problema de satde pulblica é
acontecimento relativamente recente, provavelmente devido & urbanizagdo tardia>. Apesar de nas
Gltimas décadas ter sido observado no pais um aumento dos indices de obesidade®, a pesquisa
oficial VIGITEL-2013 mostrou, pela primeira vez, uma tendéncia de estabilizacdo das taxas de
sobrepeso e obesidade’. Apesar disso, estudos estimam que o pais estara no 5° lugar do ranking
mundial em 2025°,

A determinacdo da origem da obesidade ndo é simples: fatores genéticos e ambientais
sempre permearam estas discussdes®, sendo, portanto, uma doenca com causa multifatorial.
AlteracGes no padrédo de vida atual trouxeram consigo mudangas no perfil de comportamento
alimentar, juntamente com reducdo da atividade fisica’. A coexisténcia da obesidade em vérios
membros de uma familia confirma a contribuicdo genética na génese da obesidade®. Sistemas
fisiologicos, como as vias da leptina, da insulina e das catecolaminas estdo implicados na regulacéo
do consumo e gasto alimentar, podendo responder a cerca de 40% do balanco energético™.

O sistema dopaminérgico é apontado na literatura como importante contribuinte na busca
por alimentos, uma vez que este sistema esta relacionado com o prazer oferecido por recompensas
naturais (alimentos) e artificiais (drogas)™*. A dopamina faz parte da familia das catecolaminas de

neurotransmissores, juntamente com a norepinefrina e epinefrina®. Neurénios dopaminérgicos que
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se projetam da area tegmentar ventral para o Nucleo Accumbens (NAcc) sdo essenciais na via de
recompensa encefalica. O bloqueio desta via reduz os efeitos de recompensa decorrentes da
estimulagdo da area tegmentar ventral. Sabe-se que a dopamina é liberada no NAcc de ratos que,
apos periodo prolongado de jejum, retornam o acesso ao alimento, ou sdo expostos a alimentos
palataveis™. O acesso a esse tipo de alimento, que confere prazer, é considerado um fator de risco
para surgimento da obesidade™**°.

As duas classes de receptores da dopamina — D1 e D2 — sdo expressas no NAcc, estriado,
hipotalamo e cortex cerebral. Os receptores dopaminérgicos D1 podem influenciar na motivacao do
apetite, estimulando o individuo a ingerir mais alimentos. J& os receptores D2 parecem inibir o
consumo de alimentos, estando relacionados & saciedade e ndo & motivacéo'®*’. Apesar disso, o
papel da dopamina na génese da obesidade ainda é um fenémeno pouco compreendido®®.

O objetivo deste estudo é levantar dados, na literatura disponivel, que confirmem, através de
testes experimentais, as alteragcdes na liberacdo de dopamina e de expressao de seus receptores, em
participantes obesos.

Método

A revisdo da literatura foi realizada nas bases de dados eletronicas Lilacs, MedLine e
SciELO. Foram pesquisados os seguintes descritores (DeCS) e cruzamentos com termos livres
relacionados ao assunto deste trabalho (TL), com seus correspondentes em portugués: dopamine
(DeCS), receptors, dopamine (DeCS), dopamine (receptors, dopamine) and appetite (TL),
dopamine (receptors, dopamine) and obesity (TL), dopamine (receptors, dopamine) e food intake
(TL). A pesquisa foi realizada no periodo compreendido entre maio de 2013 e margo de 2014.

Para refinar a pesquisa, selecionou-se a busca apenas para artigos completos livres, sem
restricdes de datas. Artigos de revisdo foram excluidos da pesquisa, levando-se em consideracéo,
apenas trabalhos com testes experimentais. Foram aceitas tanto pesquisas envolvendo seres

humanos quanto aquelas envolvendo outros animais.
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Foram considerados como artigos validos para discussao neste trabalho apenas aqueles que
relacionavam a dopamina e seus receptores com o consumo de alimentos e/ou obesidade. Artigos
que se referiam a drogas de abuso (como alcool e cocaina), a outras doencas que nédo a obesidade, a
outros sistemas fisioldgicos ou ao transportador da dopamina foram excluidos.

Resultados

Na base de dados do SciELO foi encontrado um total de 50 artigos dos quais, por leitura do
titulo, apenas 1 foi selecionado, o Unico a relacionar os receptores dopaminérgicos ao consumo de
alimentos. Os demais se referiam a drogas de abuso ou a doencga de Parkinson, esquizofrenia ou
sindrome de hiperatividade, patologias decorrentes de alteragdes no sistema dopaminérgico™?, tendo
sido rejeitados para discussdo. A exclusdo por titulos nesta revisdo so foi feita quando o titulo do
artigo indicava diferenca substancial do objetivo principal. Caso o titulo ndo fornecesse
informacdes suficientes para exclusdo ou inclusdo, procedia-se a leitura do Abstract. O artigo
encontrado na base de dados Scielo foi o Unico escrito em lingua espanhola; os demais foram
publicados em lingua inglesa.

Ao pesquisar 0s cruzamentos nas bases de dados MedLine e Lilacs, foi encontrado um total
de 331 e 10 artigos, respectivamente. Destes artigos, por leitura do titulo, 140 foram excluidos, pelo
fato de fazerem mencéo a outros sistemas fisiol6gicos, como o da leptina, insulina e grelina, ou por
abordarem o transportador da dopamina, polimorfismos em genes dos receptores, ou
correlacionarem dopamina com doencas de mudancas de humor, além de drogas de abuso. Os
demais artigos foram selecionados para leitura do Abstract. Apos leitura do Abstract, apenas 41
artigos foram aceitos para leitura completa, conforme um dos critérios de exclusdo, uma vez que
boa parte dos artigos encontrados era de revisdo. Apos leitura do texto completo, e retirando as
repeti¢Oes, selecionamos um total de 17 artigos para discusséo (Figura 1).

Apesar de haver outras bases de dados on line disponiveis para pesquisa e possivelmente

outros artigos sobre o tema nestas bases, 0s artigos selecionados para este trabalho foram suficientes
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para ilustrar alteracfes no sistema dopaminérgico em participantes hiperfagicos ou obesos, além de
os resultados dos trabalhos ndo divergirem entre si.

Os resultados da leitura dos artigos foram colocados na forma de tabela, com as principais
informac0es de cada trabalho, bem como o padréo de qualidade do periddico, tomando como base o
mais recente fator de impacto calculado (Tabela 1).

A obesidade desperta aten¢do, como alarmante problema de saude publica, especialmente
em paises desenvolvidos. Nos EUA, as taxas de sobrepeso e obesidade estdo em constante aumento,
com cerca de 35% da populacdo adulta de ambos 0s sexos obesa, enquanto a taxa em adolescentes e
criangas obesos chega até 15 a 30%". Isso pode ser evidenciado no fato de a maioria dos estudos

(12 dos 17) ter sido conduzida nos EUA?%-26: 2930, 32.36-37

391 artigos
189 excluidos
apos leiturado
Titulo
202 artigos

161 excluidos
apos leiturado
Abstract

41 artigos

24 artigos
descartados
apos leiturado
Texto
completo

17 artigos selecionados

Figura 1 — Quantidade inicial de artigos encontrados e artigos selecionados para discussao.



17

Tabela 1 — Resultados obtidos: quadro-resumo, com as principais informacgdes de cada trabalho selecionado para a revisdo, abordando autores, ano de publicacéo,
pais onde os estudos foram conduzidos, fator de impacto do periodico (padréo de qualidade), grupos experimentais, técnica (s) empregada (s) e principais resultados
obtidos (os artigos estdo em ordem cronoldgica de publicacéo).

Legenda: DA (dopamina); IMC (indice de massa corporea); NAcc (Nicleo accumbens); HPLC (Cromatografia liquida de alta performance); OP (propenso a
obesidade); DRD- (receptor de dopamina tipo-).

Autores/ano Pais Fator de impacto  Grupos experimentais ou Técnica utilizada Resultados obtidos: grupos de estudo e desfecho final
do periddico de estudo
Johnson EUA 14,976 Ratos Wistar (n=31). Imuno-histoquimica O grupo que consumiu dieta de cafeteria (palatavel) mostrou reducdo da
2010%° disponibilidade de DRD2 no estriado, em compara¢do com 0 grupo que consumiu
racao-padrao. Observou-se também uma relacdo inversa entre peso corporeo e
expressdo de DRD2 no estriado.
Stice 2010% EUA 6,910 Mulheres entre 11-21 anos Ressonéancia magnética Mulheres que ganharam peso apresentaram menor ativacdo dopaminérgica no
(n=26). estriado que mulheres com peso corpéreo estavel (baixa responsividade do sistema
de recompensa).
Stice 2008% EUA 4,646 Mulheres adolescentes Ressonéancia magnética Adolescentes obesas mostraram menor ativacdo do sistema dopaminérgico no
(n=33). estriado, em relagao as jovens de peso normal. Além disso, o IMC se relaciona com
alteracGes no sistema de recompensa.
Mathes 2010  EUA 3,393 Camundongos obesos M16 HPLC para andlise da DA Ratos M16 (obesos) possuem desregulagdo da neurotransmissdo dopaminérgica no
(obesos selecionados) e ICR e seus metabdlitos NAcc e estriado em relacdo aos ratos-controle ndo-obesos. Esta desregulacdo
(ndo-obesos) (n total ndo reforca a motivacdo para busca de alimentos em animais obesos, na tentativa de
informado). aumentar a sinalizacdo de dopamina.
Rada 2010% EUA 3,150 Ratos Sprague—Dawley Microdialise Ratos propensos a obesidade apresentam menor liberagdo de DA no NAcc do que
(n=55). HPLC para analise da DA os resistentes a obesidade. A busca continua de alimentos nos ratos obesos é
e metabdlitos tentativa de regular os niveis basais de DA.
Anélise comportamental
Geiger 2008% EUA 5,480 Ratos Sprague—Dawley (n Microdidlise e Reducdo do volume de DA em terminac@es de neurdnios dopaminérgicos no NAcc,
total ndo informado). eletroencefalograma estriado dorsal, cértex pré-frontal medial em ratos propensos a obesidade (ratos
OP).
Geiger 2009% EUA 3,458 Ratos Sprague-Dawley Microdialise e HPLC Ratos alimentados com dieta palatdvel de cafeteria desenvolveram obesidade
(n=56). paraanalise da DA e (ganho de mais de 20% da massa corporea inicial) e apresentaram reducdo nos
metabolitos niveis basais de dopamina no NAcc, quando comparados com o grupo alimentado
com ragdo de laboratério.
Ahn 1999% Canadd 6,910 Ratos Long-Evans (n=28). Microdialise Niveis de DA aumentam no cortex pré-frontal medial apds apresentacdo de novo
alimento palatavel em animais com racdo ad libitum.
Davis 2008%° EUA 2,634 Ratos Long-Evans (n total HPLC para anélise da DA Reducdo do volume de DA no NAcc dos animais que receberam dieta rica em
ndo informado). e metabdlitos gorduras em comparagdo com os que receberam dieta-padrdo de laboratério.
Nair 2011* EUA 7,833 Ratos Long-Evans (n=114).  Microdialise O antagonista de receptores D1 (SCH23390) reduziu a busca de alimentos.

Receptores D1 estao envolvidos na recaida a busca de alimentos.
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Juérez 2010** Méxic  0,2889 Ratos Wistar (n total ndo Microdialise A ativacdo dos receptores D2/D3 (uso de agonistas) diminuiu o consumo de
0 informado). alimentos dos ratos, que foram avaliados durante 2 horas.
Thanos 2011%  EUA 3,393 Ratos OM e S5B (n total Anélise comportamental A aplicacdo de bromocriptina (agonista de DRD2) levou a redugdo da busca de
ndo informado). alimentos.
Anderberg Suécia 3,150 Ratos Sprague-Dawley HPLC para analise da DA Apds o jejum noturno e retorno a alimentacdo, os ratos apresentaram aumento nos
2014% (Grupos: com/sem restricdo e seus metabdlitos niveis da dopamina e seus metabdlitos na amigdala em relacdo aos ratos sem
alimentar noturna). Analise comportamental restricdo alimentar.
(n total ndo informado). A estimulacdo e bloqueio de receptores D1 na amigdala ndo alteraram o
comportamento em busca do alimento e a ingestdo nos ratos em jejum noturno.
A estimulacdo de receptores D2 da amigdala reduziu o consumo alimentar nos
ratos em jejum noturno; o bloqueio apresentou efeito contrario.
Zendehdel Ird 1,364 Frangos de corte (n=308). Cirurgia e injecdo Injecdo de dopamina e L-Dopa levou a redugdo no consumo de alimento.
2014% intracerebral de dopamina,  Injecdo de 6-OHDA (inibidor da dopamina) em solucdo salina a 300nmol mostrou
L-Dopa, 6-OHDA e aumento do consumo de alimento.
antagonistas dos Apos injecdo de SCH 23390 (antagonista de D1), em concentracdes 2,5 e 5 nmol
receptores D1, D2, D3 e ndo houve alteracdo do consumo alimentar, enquanto a injecdo de 10nmol do
D4. mesmo antagonista conduziu a aumento na ingestéo.
Da mesma forma, os grupos que receberam injecBes separadas do antagonista
DRD2 AMI-193 (2.5, 5 e 10 nmol), antagonista DRD3 NGB2904 (3.2, 6.4 e 12.8
nmol) e antagonista DRD4 L-741, 742 (1.5, 3 e 6 nmol) ndo mostraram alteracbes
no consumo alimentar.
Quando os 4 antagonistas foram administrados juntos, houve leve reducdo no
consumo de alimentos, provavelmente pela agdo isolada do antagonista DRD1.
Weijer 2011*  Holand 5,217 Mulheres (n=30). Tomografia Individuos obesos apresentam reducdo da expressdo dos receptores D2/D3 no
a computadorizada estriado em relagdo aos ndo-obesos.
Dunn 2012 EUA 7,735 Mulheres (n=22). Tomografia por emissdo Aumento da disponibilidade de D2 livre esta relacionado a um aumento no IMC.
de positrons (PET) Este aumento foi observado pelo fato de o radio-ligante fallypride ter se ligado ao
receptor livre, dada a baixa liberacdo de dopamina. O resultado foi diferente do
observado em outros estudos; isso pode ser explicado pelo fato de os experimentos
terem sido realizados durante a noite, diferente de outros trabalhos, realizados de
dia. O ciclo circadiano interfere diretamente na neurotransmissédo dopaminérgica e
dos reguladores da dopamina.
Dunn 2010% EUA 2,957 Mulheres obesas submetidas  Tomografia por emisséo 7 semanas apos a realizagdo da cirurgia, observou-se reducdo da quantidade de

a cirurgia de reducéo de
estdmago (n=5).

de positrons (PET) antes e
apos a cirurgia bariatrica

receptores D2 livre em varias regifes do cérebro, essenciais para comportamento
alimentar (caudado, putamen, estriado ventral, hipotadlamo, substancia negra,
talamo e amigdala). Esta reducdo é explicada como resultado da elevagédo dos
niveis de dopamina extracelular, que compete com o radio-ligante na ligacdo aos
receptores D2. A elevacdo dos niveis de DA reduz a ansiedade por busca de
alimentos apo6s a cirurgia, ativando receptores D2, dando a sensagdo de saciedade.
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Discussao

A heterogeneidade dos estudos utilizados nesta revisao, bem como as diferencas na natureza
(espécie/racas) dos participantes e variedade de metodologias ndo permitiram a realizacdo de
metanalise (estudo estatistico).

A dopamina tem sido apontada na literatura como um dos contribuintes na génese da
obesidade. AlteracBes no sistema de recompensa cerebral podem ser notadas em individuos ou
animais obesos. Este achado foi unanime em todos os artigos selecionados.

N&do é claro se o hipofuncionamento do sistema dopaminérgico se manifesta antes do
desenvolvimento da obesidade (“sindrome da deficiéncia de recompensa”), ou se a obesidade ¢
causa das alteracdes na neurotransmissido dopaminérgica?’. Nenhum dos trabalhos aceitos para
discusséo elucidou se as alteragdes neste sistema de recompensa S0 causa ou consequéncia da
obesidade.

Individuos obesos apresentam baixa responsividade no sistema de recompensa. A analise,
via ressondncia magnética, do cérebro de 26 mulheres entre 11 e 21 anos, mostrou
hipofuncionamento do estriado naquelas com propensdo a ganhar peso®:. Em outro estudo do
mesmo autor, foi relatada uma relagio entre a elevacdo do indice de Massa Corporea (IMC) e a
baixa ativacdo dopaminérgica no estriado em mulheres obesas?’. Em uma pesquisa experimental,
também foi encontrado este hipofuncionamento do sistema dopaminérgico em ratos M16 (obesos
selecionados), quando foram comparados com ratos ndo selecionados®.

Em outro estudo experimental, foram demonstrados baixos niveis de dopamina no NAcc de
ratos propensos a obesidade, 0 que os motiva a buscar mais alimentos, na tentativa de regular os
niveis deste neurotransmissor?. Similarmente, outros autores observaram reducdo dos niveis de
dopamina no NAcc, cortex pré-frontal medial e estriado dorsal de ratos propensos a obesidade (OP)
2% e, em outro trabalho, notaram reduc&o na exocitose de dopamina em neurdnios pré-sinapticos no

NAcc de animais obesos, quando comparados com o grupo controle ndo-obeso?.
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A teoria chamada Sindrome da Deficiéncia de recompensa afirma que individuos com baixa
funcdo dopaminérgica buscam substancias recompensadoras, como alimentos e drogas de abuso,
para aumentar os niveis de dopamina endégena e melhorar o humor?’.

Em estudo de saciedade sensorial especifica, foi comprovado aumento nos niveis de
dopamina no cértex pre-frontal medial apds a apresentacdo de novos alimentos palataveis, aumento
néo observado quando na re-apresentacdo do mesmo alimento®. Por outro lado, outros autores em
um estudo utilizando HPLC, observaram baixas concentragdes de dopamina no NAcc de animais
que receberam dieta rica em gordura, reforcando o papel da exposi¢do cronica e hiperfagia de

alimentos palatéaveis nas alteragdes deste sistema neural®

. A preferéncia por alimento palatavel é
explicada porque este alimento leva a um retorno temporario nos niveis normais de dopamina. Isto
parece ser, na atualidade, um agravante para o aumento dos casos de obesidade ao redor do
mundo®.

A expressdo dos receptores de dopamina parece também estar alterada em individuos
obesos. A administracdo, em ratos, do antagonista de receptores D1 (SCH23390), levou a uma
reducdo na procura de alimentos nestes animais*’, o que reforca o papel de DRD1 na recaida &
busca de reforgos naturais.

Em dois trabalhos de diferentes autores, foi observado que a ativacéo de receptores da classe
D2 levou & reducdo na busca de alimento®*. Achado semelhante foi obtido em outro estudo: a
comparacao entre animais que recebiam dieta palatavel de cafeteria com os que recebiam dieta-
padrdo de laboratério revelou reducdo da disponibilidade de DRD2 no grupo dieta de cafeteria, 0
que explicava a compulsdo destes animais para ingestdo de alimento palatavel®.

A estimulacdo de DRD2 na amigdala central reduziu o consumo alimentar, ao passo que 0
bloqueio ou estimulacdo de DRD1, na mesma regido, ndo repercutiram no comportamento

motivacional®

. Como justificativa para este achado, acredita-se que se tivesse sido feita injecdo
bilateral de antagonistas/agonistas de DRD1, bem como administradas doses mais concentradas dos

farmacos no estudo, poderia ter se obtido maiores informacdes sobre o papel deste receptor. De
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fato, neste estudo, os antagonistas e agonistas de DRD1 e DRD2 eram aplicados unilateralmente na
amigdala. Para os receptores D1, a inje¢do unilateral ndo mostrou resultados; para DRD2 ndo foi
necessaria injecéo bilateral.

Em um dnico estudo com frangos de corte, realizado no Ira, foram testados os efeitos da
injecdo de dopamina, L-Dopa, 6-OHDA (inibidor da dopamina) e antagonistas dos receptores D1 e
de receptores da classe D2-like (D2, D3 e D4). Ao injetar L-Dopa e dopamina nos frangos privados
de alimento, observaram reducdo do consumo alimentar®. A injecdo de 6-OHDA, que inibe a
funcdo da dopamina, mostrou efeito contréario, elevando o consumo. Ao aplicar o antagonista de D1
(SCH23390), obtiveram reducdo do consumo de alimentos em relagdo aos frangos que recebiam
apenas solucdo salina como veiculo. Nenhum efeito foi visualizado na administracdo de
antagonistas dos receptores da classe D2-like, o que reforca o papel da ativacdo desta classe de
receptores na sensacao saciedade.

Uma correlacdo negativa entre o IMC e a disponibilidade dos receptores D2/D3 foi tracada
em um estudo com mulheres obesas e ndo-obesas: estes receptores estavam 23% menos expressos
no estriado das mulheres obesas®. Em estudo experimental, também foi encontrada essa
correlagdo®. Isto sugere que a dopamina pode produzir efeitos inibitérios da ingestdo alimentar,
através da sua ligac&o aos receptores D2-like™".

Resultado diferente foi encontrado em um estudo conduzido nos EUA: correlagdo positiva
entre a disponibilidade de DRD2 e IMC™*. A justificativa encontrada pelos autores para este achado
diz respeito ao horario em que o estudo foi conduzido. Os participantes do estudo foram
monitorados no periodo noturno, enquanto outros trabalhos haviam sido realizados no periodo
diurno. A neurotransmissao dopaminérgica, bem como os reguladores da dopamina (grelina, leptina
e insulina) respondem ao ciclo circadiano. Além disso, o estudo utilizou um pequeno ndmero de
mulheres (n=22), ao passo que outros compararam maiores numeros de mulheres e também
homens. Em geral, os autores corroboraram a idéia de que a obesidade é um estado com baixa

sinalizacdo dopaminérgica no tangente aos circuitos de recompensa e motivacao.
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O tratamento de maior sucesso para a obesidade € a cirurgia bariatrica, que reduz o peso
corporeo e a morbi-mortalidade resultante deste distirbio alimentar. Em um estudo pioneiro sobre a
relacdo dopamina-cirurgia bariatrica®’, cinco mulheres obesas foram submetidas & tomografia por
emissdo de positrons para comparacdo da disponibilidade dos receptores DRD2 em varias regides
de influéncia no comportamento alimentar antes da cirurgia bariatrica e ap6s 7 semanas de
realizacdo da cirurgia. Houve reducéo na disponibilidade de DRD2 livre. Esta redugéo ocorreu pela
elevacdo dos niveis de dopamina extracelular, que competia com o radio-ligante na ligagdo aos
receptores DRD2. A elevacao dos niveis de DA reduziu a ansiedade por busca de alimentos apos a
cirurgia. Apesar destes achados, ndo se sabe qual a como a cirurgia bariatrica altera o sistema de
recompensa dopaminérgico. E nitida, porém, a maior eficacia deste procedimento em relagdo a
outros tratamentos convencionais para a obesidade®.

Observando a obesidade como epidemia global e diante da emergéncia da necessidade de
melhorar a qualidade e eficacia dos tratamentos disponiveis*®, o conhecimento sobre as relacdes
entre a dopamina e os distarbios nutricionais pode oferecer grande arcabouco para futuras pesquisas
neste campo da saude.

Conclusoes

Apesar das variacfes metodoldgicas e estatisticas, 0s estudos analisados sugerem alteracdes
no sistema dopaminérgico encontradas no estado de obesidade. Estudos futuros precisam levar em
condigdo esta condigdo, com desenhos experimentais adequados, seguindo 0 CONSORT, com
grupos-controle, além de desfechos bem definidos e dados validados internacionalmente, buscando
meios de normalizacdo da neurotransmissdo da dopamina em individuos obesos.
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3. METODO

3.1 — Animais

Os animais utilizados neste trabalho foram provenientes do Biotério de Criacdo do
Departamento de Nutricdo da UFPE e os experimentos realizados foram amparados pelo Comité de
Etica da UFPE através do processo n° 23076.037409/2011-64, seguindo as normas para pesquisas
com animais de laboratorio do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

Ratas albinas da linhagem Wistar foram acasaladas na propor¢do de duas fémeas para um
macho. A prenhez foi identificada pela presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal e
aumento do ganho ponderal. A partir do diagnostico, as ratas foram transferidas para gaiolas
individuais e passaram a receber, durante a gestacéo e lactacao, dietas com diferentes concentracGes
protéicas, conforme sugerido por VUCETIC et al., 2010 (Tabela 1): dieta normoprotéica (17% de

proteina, n=13) e dieta hipoprotéica (8% de proteina, n=13).

Tabela 1 - Composicao das dietas experimentais oferecidas durante o periodo de gestacéo e
lactacdo. Para ambas as dietas, 0s constituintes sdo 0s mesmos, variando apenas a concentracéo de

proteinas. Os dados estdo apresentados em porcentagem.

Constituintes Dieta hipoprotéica Dieta normoprotéica
(394,8 kcal) (394,8 kcal)

Proteinas (caseina) 8,20 17,05
Carboidratos 74,75 65,90
Lipidios 7,00 7,00
Fibras 5,00 5,00
Vitaminas 1,00 1,00
Minerais 3,50 3,50
Metionina 0,30 0,30
Colina 0,25 0,25

Apos o desmame dos filhotes, foi realizada a separacdo de uma fémea por mée, obtendo,
pOis 0s seguintes grupos experimentais:
Grupo A (CF): controle-fémea (n=13) - fémeas gestadas por mées que receberam dieta

normoprotéica durante a gestacao e lactacao;
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Grupo B (DF): desnutrido-fémea (n=13) - fémeas gestadas por maes que receberam dieta
hipoprotéica durante a gestacéo e lactagéo.

Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em condig¢des-padréo de criagéo:
temperatura 22+1°C, ciclo claro/escuro invertido de 12 horas (luz acesa as 18h) e agua e racdo ad

libitum.

3.2 - Pesagem dos animais

Para fins de comparacgédo ponderal, foi observado o peso dos animais no desmame, aos 30,
45, 60, 75, 90 e 120 dias de vida. Para isso, utilizou-se uma balanca eletrénica digital, marca Marte

XL 500, classe Il, capacidade méaxima 500g.

3.3 - Perfusao transcardiaca e retirada dos encéfalos

No 120° dia de vida, os animais foram anestesiados via intramuscular com uma combinagéo
de ketamina (1ml/Kg) e xilazina (0,1ml/kg). Em seguida, foi realizada incisdo torécica e
introduzida a cénula de perfusdo no ventriculo esquerdo (SILVA et al., 2013). A canula foi mantida
acoplada a uma bomba peristaltica em velocidade compativel com a manutencédo da integridade dos
Vasos sanguineos.

Inicialmente foi infundida 150mL de solucdo salina (NaCl, 0,9%) a temperatura ambiente,
para remocao do sangue dos vasos. Em seguida, realizou-se infusdo de 400 mL da solucéo fixadora
(4% de paraformoldeido, pH 7,4, em 4° C). Ao final da passagem do fixador, os encéfalos foram
retirados do cranio e pds-fixados ha mesma solucdo fixadora, acrescida de sacarose (20%) durante 4
horas. Ap6s esse periodo, foram armazenados em solucdo crioprotetora (PBS - sacarose 30%) até a
realizacdo dos cortes. Secgdes coronais dos cérebros foram obtidas por micrétomo de
congelamento, com 40um de espessura, sendo acondicionadas em placas de acrilico com 25 pogos

em solucéo crioprotetora (PBS + sacarose) a -20°C até a realiza¢do da Imunohistoquimica.

3.4 — Imunohistoquimica

De cada grupo experimental, foram selecionados, de forma aleatéria, um nimero maior
que trés (VUCETIC et al., 2010) encefalos para realizacdo de Imunohistoquimica (n=5), visando a
analise da expresséo do receptor D1 no NAcc e estriado.

Os cortes cerebrais foram submetidos a 3 banhos em PBS, de 10 minutos cada, em mesa

agitadora e, em seguida, incubados em perdéxido de hidrogénio a 3%, em temperatura ambiente,
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durante 20 minutos. A lavagem em H,0, é utilizada para bloqueio da peroxidase endogena e para
evitar que o anticorpo primario (préxima etapa) se ligue em sitios ndo-especificos (SILVA et al.,
2013). Apds mais 3 lavagens de 10 minutos em PBS, os cortes foram colocados em solugdo de
Anticorpo priméario Anti-DRD1 em PBS, na proporcdo de 1:500 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) e colocados em incubadora durante 18 horas (overnigth) a 20°C. Para cada sessdo de
imunohistoquimica, o controle negativo foi feito sem Anticorpo primario.

Apbs 3 banhos em PBS (10 minutos cada), os cortes foram incubados em solucdo de
anticorpo secundario (Anti-rabbit produced in goat, Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) em PBS,
na propor¢do de 1:1000, durante 90 minutos a 20°C. Lavados em PBS (3x 10 minutos), os cortes
foram incubados em solucdo de avidina-biotina (Vectastain; Camon, Wiesbaden, Germany) por 90
minutos a 20°C. Apo6s 2 banhos em PBS (10 minutos cada), a reacdo foi revelada em solugédo de
3,3-diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich) diluido em &gua destilada, além de niquel amdnio
sulfato, solugdo de acetato de sddio e B-D-Glicose (SILVA et al., 2013). Apos lavagem em PBS
(3x10 minutos), os cortes foram colocados em laminas gelatinizadas, desidratados em solugfes com
concentracdes crescentes de etanol (50 a 100%), clareados com xilol e montados permanentemente

para microscopia com laminula e Entellan®.

3.5 - Contagem de células

Fotomicrografias foram capturadas em uma camera digital acoplada a microscépio éptico e
computador em aumento de 100x, para identificacdo e quantificagdo dos neurdnios marcados pela
imunohistoquimica. O Atlas Estereotdxico (PAXINOS & WATSON, 2006) foi utilizado para
delimitar o Nucleo Accumbens (bregma +1,44) e estriado (bregmas +1,44) (Figura 1). Para cada
animal, foram considerados 3 cortes nesta faixa de bregmas. A contagem de neurdnios foi feita
utilizando o software livre ImageJ (version 1.45; http://rsbweb.nih.gov/ij/), considerando-se, para

cada regido de interesse, 0s hemisférios direito/esquerdo do cérebro.
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Plate 21

Figural - A) Bregma +1,44: CPu (Caudado-putdmen), AcbC (Nucleo Accumbens), LV (em azul,
Ventriculo Lateral). B) Visualizacdo de corte cerebral na faixa de bregma +1,44. (Adaptado de
PAXINOS & WATSON, 2006).
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3.6 - Andlise estatistica

Dados do peso corporal e da expressdo quantitativa de DRD1 no NAcc e estriado
(caudado-putdmen) dos animais foram expressos em médiatdesvio-padrdo. Para avaliagdo
ponderal, foi utilizado ANOVA bifatorial seguido de Bonferroni Test. Teste t-Student foi utilizado
para comparar 0s grupos desnutrido e controle quanto a expressao tecidual de DRD1. Para a
comparacao estatisitica, foi adotado como nivel de significancia 5%. Os testes estatisticos foram

realizados no software GraphPad Prism 5 (versao 7; http://www.graphpad.com).
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4. EXPRESSAO DOS RECEPTORES DOPAMINERGICOS D1 NO NUCLEO ACCUMBENS
E ESTRIADO DE RATAS DESNUTRIDAS
1. Introducéo

Diversos estudos tem mostrado que a desnutricdo no periodo perinatal (gestacdo e lactacao)
pode acarretar em aumento do consumo alimentar na vida adulta e preferéncia por alimentos
palataveis, em geral ricos em gordura?. O acesso a esse tipo de alimento, que confere prazer, é
considerado um fator de risco para surgimento da obesidade®. Em ratos desnutridos foi demonstrado
que ha reducdo do tempo entre refeicbes, bem como atraso na saciedade e ingestdo de maior
quantidade de alimentos®. Em linhas gerais, estudos epidemioldgicos e experimentais tem
correlacionado fortemente a agressdo nutricional nos periodos criticos de desenvolvimento
(gestacéo e lactaco) a disturbios cronicos no adulto, como obesidade”.

A obesidade, conceituada como aumento da adiposidade corpérea geral, apresenta-se
como importante problema de satde publica, despertando a atencdo de pesquisadores ao redor do
mundo®. E considerada doenca cronica ndo-transmissivel, de origem multifatorial, estando
relacionada a disturbios respiratorios, locomotores, dermatoldgicos, além de favorecer o surgimento
de doencas como diabetes tipo I, dislipidemias, alguns tipos de cancer e doencgas cardiovasculares,
especialmente aquelas que acometem a regido coronariana’.

O balanco energético é regulado por diversos sistemas fisiol6gicos, tanto atraves de
estimulos periféricos (insulina, leptina) quanto centrais (neurotransmissores), além de estimulos do
meio ambiente®. Além do controle homeostatico, representado pelo hipotalamo, o sistema de
recompensa cerebral esté intrinsecamente relacionado com o comportamento alimentar. O sistema
de recompensa pode ser estimulado pelas propriedades organolépticas (sabor, cheiro) do alimento, o
que envolve estruturas cerebrais relacionadas ao comportamento hedonico®, dentre as quais o
estriado (caudado-putdmen), Nucleo Accumbens (NAac), amigdala e hipocampo, além de
neurotransmissores, como serotonina e dopamina™.

A dopamina tem sido apontada na literatura como um dos contribuintes na génese da
obesidade®, uma vez que este sistema esté relacionado com o prazer oferecido por recompensas
naturais (alimentos) e artificiais (drogas) através de mecanismo semelhante: a liberacdo de
dopamina na fenda sinaptica durante o consumo de alimentos ou drogas causa sensagdo de prazer e
saciedade.

O estriado (caudado-putdmen) recebe projecdes de neurdnios dopaminérgicos da area
tegmentar ventral (VTA) e substancia negra, estando relacionado com aspectos motivacionais
causados por propriedades organolépticas dos alimentos e controle dos movimentos em direcdo a
estimulos prazerosos'®. A VTA também envia projeces de neurdnios dopaminérgicos para o NAcc,

onde a dopamina vai estimular comportamentos de motivacéo e recompensa™.
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A dopamina realiza suas funcGes ligando-se a duas classes de receptores transmembrana
acoplados a proteina G: D1-like (compreende os receptores D1 e D5) e D2-like (receptores D2, D3
e D4). Os receptores dopaminérgicos D1 parecem influenciar na motivacéo do apetite, estimulando
o animal a ingerir mais alimentos, especialmente os palataveis®*?. Ja os receptores D2 parecem ter
efeito contrario, inibindo o consumo de alimentos, estando relacionados a saciedade e ndo a
motivacdo®. O presente estudo propds analisar o efeito da desnutricdo proteica perinatal, em ratas,
na expressao dos receptores dopaminérgicos D1 em areas cerebrais hedénicas do comportamento
alimentar.

2. Método

2.1 — Animais

Os animais utilizados neste trabalho foram provenientes do Biotério de Criacdo do
Departamento de Nutricdo da UFPE e os experimentos realizados foram amparados pelo Comité de
Etica da UFPE através do processo n° 23076.037409/2011-64, sequindo as normas para pesquisas
com animais de laboratério do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

Ratas albinas da linhagem Wistar foram acasaladas na propor¢do de duas fémeas para um
macho. A prenhez foi identificada pela presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal e
aumento do ganho ponderal. A partir do diagnostico, as ratas foram transferidas para gaiolas
individuais e passaram a receber, durante a gestacao e lactacao, dietas com diferentes concentracGes
protéicas, conforme sugerido por VUCETIC et al., 2010 (Tabela 1): dieta normoprotéica (17% de
proteina, n=13) e dieta hipoprotéica (8% de proteina, n=13).

Tabela 1 - Composicgéo das dietas experimentais oferecidas durante o periodo de gestacéo e
lactacdo. Os dados estdo apresentados em porcentagem. Para ambas as dietas, 0s constituintes sdo

0s mesmos, variando apenas a concentracdo de proteinas.

Constituintes Dieta hipoprotéica Dieta normoprotéica
(394,8 kcal) (394,8 kcal)

Proteinas 8,20 17,05
Carboidratos 74,75 65,90
Lipidios 7,00 7,00
Fibras 5,00 5,00
Vitaminas 1,00 1,00
Minerais 3,50 3,50
Metionina 0,30 0,30

Colina 0,25 0,25
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Apos o desmame dos filhotes, foi realizada a separacdo de uma fémea por mée, obtendo,
pois 0s seguintes grupos experimentais:
Grupo A (CF): controle-fémea (n=13) - fémeas oriundas de mé&es que receberam dieta
normoprotéica durante a gestacao e lactacao;
Grupo B (DF): desnutrido-fémea (n=13) - fémeas oriundas de mdes que receberam dieta
hipoprotéica durante a gestacéo e lactagéo.

Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em condi¢Ges-padréo de criagéo:
temperatura 22+1°C, ciclo claro/escuro invertido de 12 horas (luz acesa as 18h) e agua e racdo ad

libitum.

2.2 - Pesagem dos animais
Para fins de comparacé@o ponderal, foi observado o peso dos animais no desmame, aos 30,
45, 60, 75, 90 e 120 dias de vida. Para isso, utilizou-se uma balanca eletronica digital, marca Marte

XL 500, classe 11, capacidade méxima 500g.

2.3 - Perfusdo transcardiaca e retirada dos encéfalos

No 120° dia de vida, os animais foram anestesiados via intramuscular com uma combinacao
de ketamina (1ml/Kg) e xilazina (0,1ml/kg). Em seguida, foi realizada incisdo toracica e
introduzida a canula de perfusdo no ventriculo esquerdo (SILVA et al., 2013). A canula foi mantida
acoplada a uma bomba peristaltica em velocidade compativel com a manutencéo da integridade dos
Vasos sanguineos.

Inicialmente foi infundida 150mL de solucéo salina (NaCl, 0,9%) a temperatura ambiente,
para remocao do sangue dos vasos. Em seguida, realizou-se infusdo de 400 mL da solucéo fixadora
(4% de paraformoldeido, pH 7,4, em 4° C). Ao final da passagem do fixador, os encéfalos foram
retirados do cranio e pés-fixados na mesma solucao fixadora, acrescida de sacarose (20%) durante 4
horas. Apos esse periodo, foram armazenados em solugéo crioprotetora (PBS - sacarose 30%) até a
realizacdo dos cortes. Seccbes coronais dos cérebros foram obtidas por micrétomo de
congelamento, com 40um de espessura, sendo acondicionadas em placas de acrilico com 25 pocos

em solucéo crioprotetora (PBS + sacarose) a -20°C até a realizacdo da Imunohistoquimica.

2.4 — Imunohistoquimica
De cada grupo experimental, foram selecionados, de forma aleatéria, um nimero maior
que trés (VUCETIC et al., 2010) encefalos para realizacdo de Imunohistoquimica (n=5), visando a

andlise da expressdo do receptor D1 no NAcc e estriado.
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Os cortes cerebrais foram submetidos a 3 banhos em PBS, de 10 minutos cada, em mesa
agitadora e, em seguida, incubados em perdxido de hidrogénio a 3%, em temperatura ambiente,
durante 20 minutos. A lavagem em H,0; é utilizada para bloqueio da peroxidase enddgena e para
evitar que o anticorpo primario (préxima etapa) se ligue em sitios ndo-especificos (SILVA et al.,
2013). Apds mais 3 lavagens de 10 minutos em PBS, os cortes foram colocados em solucdo de
Anticorpo priméario Anti-DRD1 em PBS, na proporcao de 1:500 (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO,
USA) e colocados em incubadora durante 18 horas (overnigth) a 20°C. Para cada sessdo de
imunohistoquimica, o controle negativo foi feito sem Anticorpo primério.

Apo6s 3 banhos em PBS (10 minutos cada), os cortes foram incubados em solucdo de
anticorpo secundario (Anti-rabbit produced in goat, Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) em PBS,
na proporcdo de 1:1000, durante 90 minutos a 20°C. Lavados em PBS (3x 10 minutos), 0s cortes
foram incubados em solucdo de avidina-biotina (Vectastain; Camon, Wiesbaden, Germany) por 90
minutos a 20°C. Apo6s 2 banhos em PBS (10 minutos cada), a reacdo foi revelada em solucéo de
3,3-diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich) diluido em agua destilada, além de niquel amonio
sulfato, solug¢do de acetato de sodio e B-D-Glicose (SILVA et al., 2013). Apds lavagem em PBS
(3x10 minutos), os cortes foram colocados em laminas gelatinizadas, desidratados em solugdes com
concentracOes crescentes de etanol (50 a 100%), clareados com xilol e montados permanentemente

para microscopia com laminula e Entellan®.

2.5 - Contagem de células

Fotomicrografias foram capturadas em uma camera digital acoplada a microscépio éptico e
computador em aumento de 100x, para identificagdo e quantificacdo dos neurénios marcados pela
imunohistoquimica. O Atlas Estereotaxico (Paxinos & Watson, 2006) foi utilizado para delimitar o
Nucleo Accumbens (bregma +1,44) e estriado (bregmas +1,44). Para cada animal, foram
considerados 3 cortes nesta faixa de bregmas. A contagem de neurdnios foi feita utilizando o
software livre ImageJ (version 1.45; http://rsbweb.nih.gov/ij/), considerando-se, para cada regido de

interesse, os hemisférios direito/esquerdo do cérebro.

2.6 - Anélise estatistica

Dados do peso corporal e da expressdo quantitativa de DRD1 no NAcc e estriado
(caudado-putamen) dos animais foram expressos em médiatdesvio-padrdo. Para avaliacdo
ponderal, foi utilizado ANOVA bifatorial seguido de Bonferroni Test. Teste t-Student foi utilizado
para comparar 0s grupos desnutrido e controle quanto a expressdo tecidual de DRD1. Para a
comparacdo estatisitica, foi adotado como nivel de significAncia 5%. Os testes estatisticos foram

realizados no software GraphPad Prism 5 (versdo 7; http://www.graphpad.com).
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3. Resultados
3.1 - Avaliacéo ponderal
A desnutricdo perinatal foi capaz de promover reducdo do peso corporal (p<0,0001) ao
longo do periodo avaliado (figura 2), do desmame (CF=43,14g * 0,16, n=13; DF= 32,619 + 0,55,
n=11; p<0,01) aos 120 dias de vida (CF= 245,169 + 2,61, n=10; DF=234,37g + 1,42, n=10;
p<0,05).

o B
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Figura 1: Avaliacdo do peso corporal de fémeas submetidas a desnutricdo proteica perinatal. Foi
utilizado ANOVA bifatorial seguido do Teste de Bonferroni, * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Dados apresentados em médiatdesvio-padrao.

3.2 - Contagem de neurdnios imunorreativos para DRD1

N&o foi observada diferenga estatistica na expressdo de DRD1 nas areas analisadas
(figuras 2 e 3). No estriado (caudado-putamen), a expressdao do receptor D1 foi basicamente
semelhante entre os grupos (CF: 230,0 + 86,40, n=4; DF: 225,50 + 89,90, n=4; p<0,05). No NAcc a
contagem de neurdnios marcados por imunhohistoquimica mostrou uma tendéncia de aumento na

expressdo do receptor D1 no grupo desnutrido, porém ndo significativa (CF: 109,80 + 41,40, n=4;
DF: 128,0 + 49,50, n=5; p<0,05).
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Figura 2 - Expressdo tecidual de receptores dopaminérgicos D1: A) Estriado (Caudado-putamen) e
B) Nucleo accumbens (NAcc). Foi utilizado teste t de Student, sendo considerado p<0,05. Dados

apresentados em médiatdesvio-padréo.

Figura 3 - Marcacao tecidual por imuno-histoquimica com anticorpo anti-DRD1. A) NAcc; B)
Estriado (caudado-putamen). VL: Ventriculo lateral. Aumento de 100x.
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Discussao

Um ambiente hostil encontrado na vida perinatal e primeira infancia esta associado a risco
de doencas na vida adulta. Uma gravidez com restri¢cdo proteica na alimentac@o pode se refletir em
diabetes ou obesidade da prole’. As adaptacbes as situagbes adversas na fase critica do
desenvolvimento podem assegurar a homeostase: ¢ a hipotese do “fendtipo poupador”. Esta
programacédo fetal corresponde a uma tentativa do feto de se adaptar as condi¢Ges adversas
encontradas no Utero. Essas alteracfes sdo benéficas, desde que se mantenham na vida adulta as
mesmas condi¢bes que as gerou, ao passo que podem se tornar maléficas diante de uma alimentacéo
palatavel e abundante, favorecendo aparecimento da obesidade™”.

Manipulagdes nutricionais no inicio da vida tendem a comprometer o0 peso corpéreo na vida
adulta. Os relatos na literatura variam, de acordo com o modelo experimental utilizado. Estudos
utilizando filhotes de mées que receberam dieta hipoproteica ou hipocal6rica no periodo perinatal e
passaram a receber dieta-padrdo de laboratério no pos-desmame, como foi realizado neste estudo,
indicaram que o baixo peso corpdreo foi mantido ao longo da vida'®*’. Por outro lado, a ingestdo de
dieta rica em gordura ou carboidratos no pdés-desmame leva a um rapido ganho de peso
corpéreo’®*®.

Independente da manipulagdo utilizada, a desnutricio nos periodos criticos do
desenvolvimento pode alterar permanentemente mecanismos neurais relacionados ao controle da
ingestdo de alimentos®. Estudos sugerem que intervengdes nutricionais no inicio da vida também
podem alterar o comportamento alimentar na vida adulta, sobretudo aqueles relacionados ao sistema

de recompensa cerebral®?

. Dentre os componentes deste sistema, a dopamina tem sido amplamente
relacionada na literatura com o envolvimento na compulsdo por reforcos, devido ao prazer
proporcionado por alimentos®, drogas® e, inclusive, sexo?".

Neurbnios dopaminérgicos que se projetam da area tegmentar ventral para o NAcc sdo
essenciais na via de recompensa encefalica. Drogas aditivas, como a cocaina, causam aumento nos
niveis de dopamina no NAcc e estriado®’. Sabe-se, ainda, que a dopamina é liberada no NAcc de
ratos que voltam a ter acesso ao alimento ap6s periodo prolongado de jejum?®.

No presente estudo, a desnutri¢cdo protéica na gestacao e lactacdo ndo induziu alteracdes da
expressdo de DRD1 nas &reas cerebrais heddnicas estudadas.

Em um estudo de saciedade sensorial especifica, foi observado aumento nos niveis de
dopamina no cortex pré-frontal medial de ratos apos a apresentacdo de novos alimentos palataveis,
aumento ndo observado quando o mesmo alimento (racdo-padrdo de laboratério) era ofertado®.
Estudos que examinam as adaptacfes dos sistemas neurais e sensoriais indicam que a exposicao
repetida ao mesmo estimulo resulta em resposta neural atenuada ao estimulo e experiéncia

perceptiva diminuida®>2.
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Ratos que recebem racdo-padrdo ad libitum mostram um maior efluxo de dopamina no NAcc

ap6s a ingestdo de um alimento palatavel®’

. Considerando que a expressdo dos receptores de
dopamina no hipotalamo € controlada pela liberacdo de dopamina na fenda sinaptica, € possivel que
em outras regides cerebrais a quantidade dos receptores também seja modulada pela liberacao deste
neurotransmissor™.

Em contraste com este estudo, em que ndo foi ofertado o estimulo palatavel durante a vida
pos-natal dos animais, em um estudo em que foi disponibilizado estimulo palatavel a ratos
desnutridos em diferentes momentos da vida, observou-se aumento da expresséo dos receptores D1
no NAcc e estriado™. Em outro estudo®, em que foi ofertado alimento palatével a ratos submetidos a
desnutricdo perinatal, dentre as areas relacionadas ao comportamento hedénico analisadas quanto a
expressdo neuronal, as mais ativadas foram a amigdala e o corpo estriado (caudado-putanen). O
uso da pista-incentivo neste trabalho® pode ter proporcionado aumento na atividade neuronal do
corpo estriado, uma vez que esta regido cerebral estd relacionada com a motivacdo e controle do
movimento®®. Em outro estudo, em que foram utilizados animais com restricdo a alimento palatavel,
também se observou aumento na ativacdo neuronal no estriado, quando na apresentacdo de leite
condensado®.

Os achados deste estudo apontam que a expressdo de DRD1 é diretamente proporcional a
quantidade de dopamina liberada na fenda sinaptica, quantidade esta que é maior na apresentacdo
de alimentos saborosos. Apesar de se observar uma leve tendéncia a aumento na expressao dos
receptores D1 no NAcc, a diferenga ndo foi estatisticamente significativa. Certamente, se fosse
apresentado algum estimulo hipercalérico ou palatavel em diferentes momentos da vida pds-natal, a
diferenca de expresséo de D1 teria sido significante no grupo desnutrido, semelhante ao encontrado

em outros trabalhos™*22°

, uma vez que estes animais sdo inclinados a ter compulsdo ao consumo
deste tipo de alimento®.

Futuros estudos precisam elucidar melhor a expressédo dos receptores de dopamina em
individuos que sofreram injUrias nutricionais nos periodos criticos de desenvolvimento, sobretudo a
expressdao dos receptores da classe D2-like. Conhecer 0os mecanismos neurais que colaboram na
origem da obesidade pode fornecer pistas para futuras intervencdes de prevencao e tratamento deste

distarbio metabdlico.

Concluséo
A expressdo dos receptores D1 esta relacionada com a liberacdo de dopamina na fenda sinaptica; a
quantidade deste neurotransmissor € maior na apresentacdo de alimentos novos e palataveis.
Portanto, no presente estudo, na auséncia do estimulo saboroso, ndo foi encontrada diferenca

estatistica na expressdo destes receptores em areas cerebrais relacionadas ao comportamento
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hedbnico nas ratas desnutridas. Estes dados apontam para a evidéncia que a desnutri¢do perinatal,
seguida de alimentacdo ndo-repetida, abundante e palatavel, programa um estado de obesidade na
vida adulta, reforcando o papel da dopamina e seus receptores como um dos sistemas fisiol6gicos

implicados na origem da compulséo alimentar.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A expressdo dos receptores D1 esta relacionada com a liberagcdo de dopamina na fenda sinaptica; a
quantidade deste neurotransmissor € maior na apresentacdo de alimentos novos e palataveis.
Portanto, no presente estudo, na auséncia do estimulo saboroso, ndo foi encontrada diferenca
estatistica na expressdo destes receptores em areas cerebrais relacionadas ao comportamento
heddnico nas ratas desnutridas. Estes dados, confrontados com outros da literatura, apontam para a
evidéncia que a desnutricdo perinatal, se seguida de alimentagdo n&o-repetida, abundante e
palatavel, programa um estado de obesidade na vida adulta, refor¢cando o papel da dopamina e seus
receptores como um dos sistemas fisiolégicos implicados na origem da compulsdo alimentar.
Futuros estudos precisam elucidar melhor a expressdo dos receptores de dopamina em individuos
que sofreram injarias nutricionais nos periodos criticos de desenvolvimento, sobretudo a expressao
dos receptores da classe D2-like. Conhecer os mecanismos neurais que colaboram na origem da
obesidade pode fornecer pistas para futuras intervencfes de prevencéo e tratamento deste disturbio

metabolico.
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Influéncia da dopamina e seus receptores na
génese da obesidade: revisao sistematica

Influence of dopamine and its receptors in the genesis of obesity: systematic review

Anderson Felipe da Silva Santos’, Cleidiane Silva Vieira de Souza’, Lisiane
dos Santos Oliveira®, Manuela Figueiroa Lyra de Freitas®

RESUMO

Introdugio. A obesidade pode ser considerada um dos principais pro-
blemas de satide piblica mundial, com niimeros alarmantes ao redor
do mundo e correlagio com diversas doengas de curso fatal. Fatores

ibientais ¢ vdrios sist

fisiolégicos estao lmphcados ha causa da
1

doenga. Um destes si ode que
o neurotransmissor dopamina, ¢ amplam:ntc conhecido na literatu-
ra como responsavel pela motivacio 4 busca de recompensas naturais
(alimentos) e artificiais (drogas). Objetivo. Levantar dados na litera-
tura que comprovem o envolvimento da dopamina com a hiperfagia
e obesidade. Método. Foi realizada pesquisa em trés bases de dados
(MedLine, Lilacs e SCiELO) com descritores e termos livres relacio-
nados ao assunto, no periodo de maio/2013 a margo/2014. Resul-
tado. Foram encontrados 391 artigos. Apds selegio criteriosa, com
base nos critérios de exclusdo definidos para este trabalho, apenas 17
artigos foram selecionados para discussdo, os quais foram unnimes
em apontar mudangas no sistema dopaminérgico em participantes
obesos, como alterades na liberagio de dopamina e na expressio de
seus receprores. Conclusdo. Futuros estudos precisam explorar mais
esta condigdo através de desenhos experimentais adequados, seguindo
o CONSORT, com grupos-controle e resultados validados interna-
cionalmente, na expectativa de controlar os indices de morbi-mortali-
dade decorrentes deste transtorno alimentar.

Unitermos. Obesidade, Dopamina, Receprores Dopaminérgicos
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mitter dopamine is widely known in the literature as being respon-
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the involvement of dopamine with hyperphagia and obesity. Method.
A survey was conducted in three databases (MedLine, Lilacs and Sci-
ELO) with descriptors and free terms related to the subject, from May
2013 to March 2014. Results. 391 articles were found. After careful
sclection, based on exclusion criteria defined for this study, only 17
articles were selected for discussion. In all selected articles, changes in
the dopaminergic system in obese participants were observed, includ-
ing changes in dopamine release and expression of its receptors. Con-
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CONSORT and results validated internationally, to control the mor-
bidity and mortality indices associated to this nutritional disorder.
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INTRODUGAO

A obesidade, aumento da adiposidade corpérea, é
um problema crescente de satde piblica mundial, sen-
do responsavel por altas taxas de motbi-mortalidade, em
decorréncia de problemas diversos, desde distirbios lo-
comotores ¢ respiratérios, até diabetes, cAncer' ¢ doengas
cardiovasculares®.

Dados da Organizagio Mundial de Satde, em
2005, apontam para a existéncia de 1,6 bilhées de pes-
soas em situacdo de sobrepeso®. Projegées para o futuro
indicam que, em 2030, estes niimeros chegario a 3,3 bi-
lhdes de pessoas, o que significa que 57,8% da populagio
mundial estard com sobrepeso ou obesidade’. No Brasil,
a obesidade como problema de satide piiblica ¢ aconteci-
mento relativamente recente, provavelmente devido 4 ur-
banizacdo tardia®. Apesar de nas tltimas décadas ter sido
observado no pafs um aumento dos indices de obesidade®,
a pesquisa oficial VIGITEL-2013 mostrou, pela primeira
vez, uma tendéncia de estabilizagio das taxas de sobrepe-
so e obesidade’. Apesar disso, estudos estimam que o pais
estard no 5° lugar do ranking mundial em 2025%.

A determinagdo da origem da obesidade nio é
simples: fatores genéticos e ambientais sempre permea-
ram estas discussoes’, sendo, portanto, uma doenga com
causa multifatorial. Alteragées no padrio de vida atual
trouxeram consigo mudangas no perfil de comportamen-
to alimentar, juntamente com redugio da atividade fisi-
ca’. A coexisténcia da obesidade em virios membros de
uma familia confirma a contribuigio genética na génese
da obesidade’. Sistemas fisioldgicos, como as vias da lep-
tina, da insulina e das catecolaminas estio implicados na
regulagio do consumo e gasto alimentar, podendo res-
ponder a cerca de 40% do balango energético'®.

O sistema dopaminérgico é apontado na lite-
ratura como importante contribuinte na busca por ali-
mentos, uma vez que este sistema est4 relacionado com o
prazer oferecido por recompensas naturais (alimentos) e
artificiais (drogas)'’. A dopamina faz parte da familia das
catecolaminas de neurotransmissotes, juntamerite com a
norepinefrina e epinefrina'>. Neurénios dopaminérgicos
que se projetam da drea tegmentar ventral para o Nicleo
Accumbens (NAcc) sdo essenciais na via de recompensa
encefilica. O bloqueio desta via reduz os efeitos de re-
compensa decorrentes da estimulacdo da 4rea tegmentar

ventral. Sabe-se que a dopamina ¢ liberada no NAcc de
ratos que, apds periodo prolongado de jejum, retornam
o acesso ao alimento, ou sdo expostos a alimentos pala-
téveis'?. O acesso a esse tipo de alimento, que confere
prazer, é considerado um fator de risco para surgimento
da obesidade'*">.

As duas classes de receptores da dopamina = D1
e D2 — sdo expressas no NAcc, estriado, hipotdlamo e
cortex cerebral. Os receptores dopaminérgicos D1 po-
dem influenciar na motivagio do apetite, estimulando o
individuo a ingerir mais alimentos. J4 os receptores D2
parecem inibir o consumo de alimentos, estando relacio-
nados 4 saciedade e nio 4 motivagio'®", Apesar disso, o
papel da dopamina na génese da obesidade ainda é um
fenémeno pouco compreendido’®.

O objetivo deste estudo ¢é levantar dados, na li-
teratura disponivel, que confirmem, através de testes ex-
perimentais, as alteragoes na liberacio de dopamina e de

expressdo de seus receptores, em participantes obesos.

METODO

A revisio da literatura foi realizada nas bases de
dados eletrénicas Lilacs, MedLine e SciELO. Foram pes-
quisados os seguintes descritores (DeCS) e cruzamentos
com termos livres relacionados ao assunto deste trabalho
(TL), com seus correspondentes em portugués: dopamine
(DeCS), receptors, dopamine (DeCS), dopamine (receptors,
dopamine) and appetite (TL), dopamine (receptors, dopa-

mine) and obesity (TL), dopamine (receptors, dopamine)
e food intake (TL). A pesquisa foi realizada no perfodo
compreendido entre maio de 2013 e marco de 2014.

Para refinar a pesquisa, selecionou-se a busca ape-
nas para artigos completos livres, sem restricoes de datas.
Artigos de revisio foram excluidos da pesquisa, levando-
-se em consideragdo, apenas trabalhos com testes experi-
mentais. Foram aceitas tanto pesquisas envolvendo seres
humanos quanto aquelas envolvendo outros animais.

Foram considerados como artigos validos para
discussdo neste trabatho apenas aqueles que relacionavam
a dopamina e seus receptores com o consumo de alimen-
tos e/ou obesidade. Artigos que se referiam a drogas de
abuso (como 4lcool e cocaina), a outras doengas que nio
a obesidade, a outros sistemas fisiolégicos ou ao transpor-
tador da dopamina foram excluidos.
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RESULTADOS

Na base de dados do SciELO foi encontrado um
total de 50 artigos dos quais, por leitura do titulo, ape-
nas um foi selecionado, o tinico a relacionar os receptores
dopaminérgicos ao consumo de alimentos. Os demais se
referiam a drogas de abuso ou 4 doenca de Parkinson,
esquizofrenia ou sindrome de hiperatividade, patologias
decorrentes de alteragdes no sistema dopaminérgico’?,
tendo sido rejeitados para discussdo. A exclusio por ti-
tulos nesta revisio s6 foi feita quando o titulo do artigo
indicava diferenca substancial do objetivo principal. Caso
o titulo nio fornecesse informagGes suficientes para ex-
clusio ou inclusio, procedia-se a leitura do Abstract. O
artigo encontrado na base de dados Scielo foi o tnico
escrito em lingua espanhola; os demais foram publicados
em lingua inglesa.

Ao pesquisar os cruzamentos nas bases de da-
dos MedLine e Lilacs, foi encontrado um total de 331
e 10 artigos, respectivamente. Destes artigos, por leitu-
ra do titulo, 140 foram excluidos, pelo fato de fazerem
mengao a outros sistemas fisioldgicos, como o da leptina,
insulina e grelina, ou por abordarem o transportador da
doparmina, polimorfismos em genes dos receptores, ou
correlacionarem dopamina com doengas de mudangas
de humor, além de drogas de abuso. Os demais artigos
foram selecionados para leitura do Abstract. Apés leitura
do Abstract, apenas 41 artigos foram aceitos para leitura
completa, conforme um dos critérios de exclusio, uma
vez que boa parte dos artigos encontrados era de revisio.
Apbs leitura do texto completo, e retirando as repetigées,
selecionamos um total de 17 artigos para discussio (Figu-
ral).

Apesar de haver outras bases de dados on line
disponiveis para pesquisa e possivelmente outros artigos
sobre o tema nestas bases, os artigos selecionados para
este trabatho foram suficientes para ilustrar alteragoes no
sistema dopaminérgico em participantes hiperfigicos ou
obesos, além de os resultados dos trabalhos nio divergi-
rem entre si.

Os resultados da leitura dos artigos foram colo-
cados na forma de tabela, com as principais informagoes
de cada trabalho, bem como o padrio de qualidade do
periédico, tomando como base o mais recente fator de

impacto calculado (Quadro 1).

391 artigos |

189 exciudos
apdsieiturade
Thula

207 artigos

161 excludos
apds leiturade
Abstract

41 artigos

240tzos
descartados
aplsleRurade
Texto
completn

I 17 artigos selecionados ]

Figura 1. Quantidade inicial de artigos enc
para discussdo.

dos e artigos seleci

A obesidade desperta atengdo, como alarmante
problema de satide piblica, especialmente em pafses de-
senvolvidos. Nos EUA, as taxas de sobrepeso e obesidade
estio em constante aumento, com cerca de 35% da popu-
lagao adulta de ambos os sexos obesa, enquanto a taxa em
adolescentes e criangas obesos chega até 15 a 30%%. Isso
pode ser evidenciado no fato de a maioria dos estudos (12
dos 17) ter sido conduzida nos EUA-%,

DISCUSSAO

A heterogeneidade dos estudos utilizados nesta
revisio, bem como as diferencas na natureza (espécie/ra-
cas) dos participantes e variedade de metodologias nio
permitiram a realizagio de metandlise (estudo estatistico).

A dopamina tem sido apontada na literatura
como um dos contribuintes na génese da obesidade. Al-
teragbes no sistema de recompensa cerebral podem ser
notadas em individuos ou animais obesos. Este achado
foi uninime em todos os artigos selecionados.

Nio ¢ claro se o hipofuncionamento do sistema
dopaminérgico se manifesta antes do desenvolvimento da
obesidade (“sindrome da deficiéncia de recompensa”), ou

se a obesidade é causa das alteragées na neurotransmissio
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dopaminérgica'®. Nenhum dos trabalhos aceitos para dis-
cussio elucidou se as alteragbes neste sistema de recom-
pensa sdo causa ou consequéncia da obesidade.

Individuos obesos apresentam baixa responsivi-
dade no sistema de recompensa. A andlise, via ressonncia
magnética, do cérebro de 26 mulheres entre 11 € 21 anos,
mostrou hipofuncionamento do estriado naquelas com
propensio a ganhar peso™. Em outro estudo do mesmo
autor, foi relatada uma relagio entre a elevagio do Indice
de Massa Corpérea (IMC) ¢ 4 baixa ativagio dopamitée-
gica no estriado em mulheres obesas?. Em uma pesquisa
experimental, também foi encontrado este hipofunciona-
mento do sistema dopaminérgico em ratos M16 (obesos
selecionados), quando foram comparados com ratos nio
selecionados®.

Em outro estudo experimental, foram demons-
trados baixos niveis de dopamina no NAcc de ratos
propensos & obesidade, o que os motiva a buscar mais
alimentos, na tentativa de regular os niveis deste neuro-
transmissor. Similarmente, outros autores observaram
redugio dos niveis de dopamina no NAcc, cértex pré-
-frontal medial e estriado dorsal de ratos propensos
obesidade (OP)* ¢, em outro trabalho, notaram reducio
na exocitose de dopamina em neurénios pré-sindpticos
no NAcc de animais obesos, quando comparados com o
grupo controle ndo-obeso?.

A teoria chamada Sindrome da Deficiéncia de
recompensa afirma que individuos com baixa fungio do-
paminérgica buscam substincias recompensadoras, como
alimentos e drogas de abuso, para aumentar os niveis de
dopamina endégena e melhorar o humor?.

Em estudo de saciedade sensorial especifica, foi
comprovado aumento nos niveis de dopamina no cértex
pré-frontal medial ap6s a apresentagio de novos alimen-
tos palativeis, aumento nio observado quando na re-
-apresentacio do mesmo alimento®. Por outro lado, ou-
tros autores em um estudo utilizando HPLC, observaram
baixas concentragées de dopamina no NAcc de animais
que receberam dieta rica em gordura, reforcando o papel
da exposicdo cronica e hiperfagia de alimentos palatdveis
nas alteragoes deste sistema neural”’. A preferéncia por
alimento palatdvel é explicada porque este alimento leva a
um retorno temporirio nos niveis normais de dopamina.

Isto parece ser, na atualidade, um agravante para o au-

mento dos casos de obesidade ao redor do mundo'.

A expressio dos receptores de dopamina pare-
ce também estar alterada em individuos obesos. A ad-
ministragdo, em ratos, do antagonista de receptores D1
(SCH23390), levou a uma redugio na procura de ali-
mentos nestes animais®®, o que refor¢a o papel de DRD1
na recaida 4 busca de reforgos naturais.

Em dois trabalhos de diferentes autores, foi ob-
servado que a ativagio de receptores da classe D2 levou
A reducio na busca de alimento®?°, Achado semelhante
foi obtido em outro estudo: a comparagio entre animais
que recebiam dieta palatével de cafeteria com os que re-
cebiam dieta-padrio de laboratério revelou redugio da
disponibilidade de DRD2 no grupo dieta de cafeteria, o
que explicava a compulsio destes animais para ingestio
de alimento palatdvel®.

A estimulagio de DRD2 na amigdala central re-
duziu o consumo alimentar, ao passo que o bloqueio ou
estimulagio de DRD1, na mesma regido, ndo repercuti-
ram no comportamento motivacional®’. Como justifica-
tiva para este achado, acredita-se que se tivesse sido feita
injegao bilateral de antagonistas/agonistas de DRDI,
bem como administradas doses mais concentradas dos
firmacos no estudo, poderia ter se obtido maiores infor-
magées sobre o papel deste receptor. De fato, neste estu-
do, os antagonistas e agonistas de DRD1 e DRD2 eram
aplicados unilateralmente na amigdala. Para os recepto-
res D1, a injegio unilateral nio mostrou resultados; para
DRD2 nio foi necesséria injegdo bilateral.

Em um tnico estudo com frangos de corte, re-
alizado no Ira, foram testados os efeitos da injecdo de
dopamina, L-Dopa, 6-OHDA (inibidor da dopamina) e
antagonistas dos receptores D1 e de receptores da classe
D2-like (D2, D3 e D4). Ao injetar L-Dopa e dopamina
nos frangos privados de alimento, observaram redugio do
consumo alimentar®”. A inje¢io de 6-OHDA, queinibea
fungio da dopamina, mostrou efeito contrério, elevando
o consumo. Ao aplicar o antagonista de D1 (SCH23390),
obtiveram redugio do consumo de alimentos em relagio
aos frangos que recebiam apenas solugio salina como ve-
iculo. Nenhum efeito foi visualizado na administragio
de antagonistas dos receptores da classe D2-like, o que
reforca o papel da ativagio desta classe de receptores na
sensagdo saciedade.
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Uma correlagio negativa entre o IMC e a dispo-
nibilidade dos receptores D2/D3 foi tragada em um es-
tudo com mulheres obesas e ndo-obesas: estes receptores
estavam 23% menos expressos no estriado das mulheres
obesas®. Em estudo experimental, também foi encon-
trada essa correlagdo". Isto sugere que a dopamina pode
produzir efeitos inibitérios da ingestao alimentar, através
da sua ligagio aos receptores D2-like?.

Resultado diferente foi encontrado em um estu-
do conduzido nos EUA: correlagio positiva entre a dispo-
nibilidade de DRD2 e IMC?*. A justificativa encontrada
pelos autores para este achado diz respeito ao horério em
que o estudo foi conduzido. Os participantes do estudo
foram monitorados no periodo noturno, enquanto ou-
tros trabalhos haviam sido realizados no periodo diurno.
A neurotransmissio dopaminérgica, bem como os regu-
ladores da dopamina (grelina, leptina e insulina) respon-
dem ao ciclo circadiano. Além disso, o estudo utilizou
um pequeno nimero de mulheres (n=22), ao passo que
outros compararam maiores niimeros de mulheres e tam-
bém homens. Em geral, os autores corroboraram a idéia
de que a obesidade é um estado com baixa sinalizagio
dopaminérgica no tangente aos circuitos de recompensa
€ motivagao.

O tratamento de maior sucesso para a obesida-
de ¢ a cirurgia baridtrica, que reduz o peso corpéreo € a
morbi-mortalidade resultante deste disttrbio alimentar.
Em um estudo pioneiro sobre a relagio dopamina-cirur-
gia baridtrica®, cinco mulheres obesas foram submetidas
a tomografia por emissdo de pésitrons para comparagio
da disponibilidade dos receptores DRD2 em virias re-
gides de influéncia no comportamento alimentar antes
da cirurgia baridtrica e apés 7 semanas de realizagio da
cirurgia. Houve redugo na disponibilidade de DRD2
livre. Esta redugio ocorreu pela elevagio dos niveis de do-
pamina extracelular, que competia com o radio-ligante
na ligagdo aos receptores DRD2. A elevagio dos niveis
de DA reduziu a ansiedade por busca de alimentos apés a
cirurgia. Apesar destes achados, ndo se sabe qual a como
a cirurgia baritrica altera o sistema de recompensa dopa-
minérgico. E nitida, porém, a maior eficicia deste proce-
dimento em relagdo a outros tratamentos convencionais
para a obesidade™.

Observando a obesidade como epidemia global e

diante da emergéncia da necessidade de melhorar a qua-
lidade e eficicia dos tratamentos disponiveis®, o conheci-
mento sobre as relagbes entre a dopamina e os distirbios
nutricionais pode oferecer grande arcabougo para futuras
pesquisas neste campo da satide.

CONCLUSOES

Apesar das variagoes metodoldgicas e estatisticas,
os estudos analisados sugerem alteragoes no sistema dopa-
minérgico encontradas no estado de obesidade. Estudos
futuros precisam levar em condigio esta condigio, com
desenhos experimentais adequados, seguindo o CON-
SORT, com grupos-controle, além de desfechos bem de-
finidos e dados validados internacionalmente, buscando

meios de normalizacdo da neurotransmissio da dopami-

na em individuos obesos.
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ANEXOS

Anexo A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Animais

Universidade Federal de Pernambuco

Centra de Ciéncias Biologicas

Av. Frof. Heison Chaves, s/n
50870-220 / 8

fones: (55 £1)

www . cob.ufpe.br

Recife, 26 de outubro de 2011,

Oficio n° 416/11

Da Comiss&o de Etica o Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof*. Sandra Lopes de Souza

Departamento de Anatomia

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n°® 23076.037409/2011-64

Os membros da Comissfo de Etica no Uso de Animais do Gentro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pemambucu (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa infitulado, “P ¢ do herdé do P

alimentar: Um estudo de i p e celul regulados pelo
sistema serotoninérgico”.

Concluimos que os p di 0s descritos para a utilizago experimental dos animais
encontram-se de acordo com as nommas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentag@o Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais séo adotadas coma critérios de
avaliagdo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11.794
de 08 de outubro de 2008, que trata da quest3o do uso de animais para fins cientificos e
didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel a0s protocolos experimentais a serem
realizados.
| Origem dos animais: Biotério do Departamento de Nulrigdo-|

|UFPE; Animais: Ralos Wistar; Sexo: Machos e Fémeas; Atenciosamente,

Hdade ratas adultas e seus filhotes; Peso: entre 240-260
|gramas; Numero de animais previsto no protocolo: 160‘

animais. |
/Lk(, gl);q¢jv'w" 3
Pfd:.

urre NS

CCB: Integrar para desenvolver
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