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RESUMO

Héa algumas décadas a ciéncia vem dando particular atencéo as relagdes do homem atual com o
alimento e seu estilo de vida, emergindo, nas Ultimas décadas, alta incidéncia de patologias, tais
como obesidade e sindrome metabodlica. Elas, associam-se diretamente ao balango energético
positivo crénico. Entretanto, o controle do balanco energético ndo se constitui num sistema
fechado e recebe influencia de outros sistemas fisioldgicos. Assim, disfuncdes em sistemas,
como o eixo Hipotalamo Pituitaria Adrenal (HPA) e o de rel6gios circadianos, podem repercutir
sobre o balanco energético, contribuindo para a etiologia da obesidade. Neste sentido, destaca-
se a participacdo de dois receptores nucleares, os de glicocorticoides e 0 REV-ERBao,
pertencentes ao eixo HPA e sistema circadiano, respectivamente. Diante do exposto, o atual
trabalho teve como objetivo, analisar os efeitos da utilizacdo de agonistas dos receptores de
glicocorticoides e do REV-ERBua, sobre o balanco energético. Para isto, foram utilizados ratos
wistar albinos, aos 60 dias de idade. Em uma primeira etapa do estudo, foi administrado o
agonista para os receptores de glicocorticoides (dexametasona) por duas vias de administracéo;
intraperitoneal e intracerebroventricular. Observou-se que quando administrado por via
intraperitoneal (5 mg/kg) a dexametasona promoveu aumento do consumo alimentar, sem
alteracBes no ponto de saciedade, além de reducdo do gasto energético. Quando administrado
por via intracebebroventricular (10 pg/rat), o grupo tratado com o agonista apresentou aumento
do consumo alimentar associado ao retardo no ponto de saciedade e reducdo do gasto
energético. Juntos, esses resultados demonstram que os glicocorticoides contribuem para o
balanco energético positivo. Em uma segunda etapa do estudo, foi utilizado o agonista para 0s
receptores REV-ERBa. Quando administrados por via intracerebroventricular (10 pg/rat)
resultou em aumento no consumo alimentar, ganho de massa corporal, da eficiéncia alimentar
e bem como redugéo da tolerancia a glicose. Entretanto, em animais sob alimentagdo ad libitum,
a ativacdo central desses receptores promoveu aumento da atividade locomotora e
consequentemente do gasto energético, sem alteracbes no consumo alimentar e eficiéncia
energética. Esses resultados evidenciam que a funcdo dos receptores REV-ERBa sobre o
balanco energético pode ser influenciada pelo status energético da célula. De uma maneira
geral, conclui-se que os receptores nucleares influenciam, cada um a sua maneira, o controle
do balango energético, podendo contribuir, quando em desequilibrio, para a etiologia da
obesidade e dosordens metabolicas. Os receptores de glicocorticoides promovem balanco
energético positivo, enquanto os receptores REV-ERBa influencia o balango energético a
depender do tecido ou estado energético do organismo.

PALAVRAS-CHAVE: Ritmo Circadiano. Glicocorticoides. Consumo Alimentar.
Metabolismo Energético.



ABSTRACT

Science has been paying particular attention to man's relationships with food and his lifestyle,
given the high incidence of pathologies such as obesity and metabolic syndrome in the last
decades. They are associated directly with the chronic positive energy balance. However,
energy balance control does not constitute a closed system and is influenced by other
physiological systems. Thus, dysfunctions in systems such as the Hypothalamic Pituitary
Adrenal axis (HPA) and circadian clocks can affect the energy balance, contributing to the
etiology of obesity. In this sense, we highlight the participation of two nuclear receptors,
glucocorticoids and REV-ERBa, belonging to the HPA axis and circadian system, respectively.
In view of the above, the present work aimed to analyze the effects of the use of glucocorticoid
receptor agonists and REV-ERBua on the energy balance. For this, albino wistar rats were used
at 60 days of age. In a first part of the study, the glucocorticoid receptor agonist
(dexamethasone) was administered by two routes of administration; Intraperitoneal and
intracerebroventricular. It was observed that when administered intraperitoneally (5 mg / kg)
dexamethasone promoted an increase in food intake, without changes in the satiety point, in
addition to a reduction in energy expenditure. When administered intravenously (10 pg / rat),
the group treated with the agonist presented an increase in dietary intake associated with delay
at the satiety point and reduction of energy expenditure. Together, these results demonstrate
that glucocorticoids contribute to a positive energy balance. In a second stage of the study, the
agonist for the REV-ERBa receptors was used. When administered intracerebroventricularly
(10 pg / rat) resulted in increased food intake, body mass gain, food efficiency and reduced
glucose tolerance. However, in animals fed ad libitum, central activation of these receptors
promoted increased locomotor activity and consequently energy expenditure, without
alterations in food intake and energy efficiency. These results show that the role of REV-ERBa
receptors on the energy balance can be influenced by the energetic status of the cell. In general,
it is concluded that the nuclear receptors influence, in their own way, the control of energy
balance, and may contribute, when unbalanced, to the etiology of obesity and metabolic
disorders. Glucocorticoid receptors promote positive energy balance, whereas REV-ERBa
receptors influence the energy balance depending on the tissue or energetic state of the
organism.

KEYWORDS: Circadian Rhythm. Glucocorticoids. Food Consumption. Energy
Metabolism.
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1 APRESENTACAO:

Constitui-se na atualidade, um problema de grande magnitude a incidéncia da obesidade
e seus impactos socio-econdmicos. Estimativas realizadas pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), apontam que no ano de 2030, cerca de 57,8% da populacdo adulta mundial podera
apresentar sobrepeso ou obesidade [1]. A obesidade, por si sO, pode ser caracterizada como
acumulo de tecido adiposo localizado ou generalizado, provocado por desequilibrio nutricional
associado ou ndo a disturbios genéticos ou enddcrino metabolicos [2]. No entanto, esse acimulo
de adiposidades ndo constitui a Unica caracteristica da obesidade, surgindo em decorréncia dela,
uma série de patologias de ordem variada, que correspondem as suas comorbidades [3]. Dentre
essas, destacam-se as de ordem metabdlica caracterizada por um quadro de resisténciaa insulina
e dislipidemias, associados ao aumento dos niveis circulantes de fatores pré-inflamatorios [3].
Estas comorbidades, predispdem o seu portador ao desenvolvimento de diabetes mellitus tipo
Il e doengas cardiovasculares, manifestagcdes que em conjunto, caracterizam o que se conceitua

como Sindrome Metabdlica [3].

Sendo os impactos socio-econdmicos proporcionais a gravidade das consequéncias da
obesidade e/ou sindrome metabolica, torna-se coerente o interesse de implementar medidas
profilaticas, que junto as curativas, permitam perspectivas mais otimistas. Nesse sentido, aflora
a necessidade do conhecimento mais detalhado quanto aos fatores de origem desta sindrome.
Entretanto, a etiologia da obesidade envolve mecanismos fisiopatolégicos complexos e
multifatoriais, exigindo uma abordagem detalhada e focada apesar de multidisciplinar. As
causas da obesidade, tem sido atribuida a fatores ambientais que englobam as experiéncias
nutricionais vivenciadas desde o periodo critico do desenvolvimento até as da vida adulta
[4,5,6]. Isto reflete a problematica das relagdes do homem com o ambiente que o circunda
dentro de seu contexto evolutivo. Além disso, atribui-se ainda a essa fisiopatogenia, fatores
enddgenos em associacdo aos ambientais. Nestes, estdo inclusas as disfungdes em um ou mais
componentes humorais pertencentes ao Controle do Balango Energético. Amplas sdo as
evidencias demonstrando que polimorfismos e niveis de expressdo de seus genes, alteracdes em
suas secrecdes, ou até mesmo diferencial densidade de seus receptores, podem induzir ao

fendtipo de sobrepeso e obesidade [7,8,9]. No entanto, o controle do balanco energético ndo se
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constitui num sistema fechado. Ele recebe influencia de outros sistemas fisioldgicos
capacitando o organismo a se manter em homeostase. Assim, disfuncdes em outros sistemas
podem repercutir sobre o balango energeético, apresentando uma funcao adicional na etiologia
da obesidade. Neste sentido, apontamos a participacdo de alguns receptores nucleares, dentre
0s quais destacamos o0s receptores de glicocorticoides, pertencente ao eixo Hipotalamo
Pituitaria Adrenal HPA [10], bem como os receptores REV-ERBa, pertencente ao sistema de

ritmos circadianos [11].

Observacdes clinicas, demonstram que a hipersecrecdo de glicocorticoides promove
desequilibrio do balanco energético e aumento no consumo alimentar culminando em obesidade
[10]. As observacBes experimentais, porém, apesar de inumeras, carecem de resultados que
permitam uma conclusdo solida, havendo muitos resultados contraditorios. Estudos ha que
demonstram que ratos adrenalectomizados, e, portanto, incapazes de secretar glicocorticoides,
apresentam anorexia que € revertida com a administracdo de glicocorticoides [12]. Enquanto
outros demonstram que o tratamento cronico com injec¢des intraperitoneal de agonistas para
receptores de glicocorticoides, resultam em reducéo do consumo alimentar e do peso corporal
[13]. Sendo esta a realidade das informacdes acerca do envolvimento dos receptores nucleares
de glicocorticoides com o balango energético, faz-se necessario o planejamento e execucéo de
mais pesquisas que tenham como objetivo esclarecer os efeitos deste sistema humoral sobre o

comportamento alimentar.

No tocante as relagdes da etiologia da obesidade com os ritmos circadianos, algumas
evidéncias apontam para um caminho promissor na busca desta compreensdo. O gene clock,
que diretamente esta ligado ao sistema de ritmos circadianos, também contribui para o balango
energético resultando em obesidade quando presente com mutagdo [14]. Pertencente ainda a
este sistema de reldgios circadianos, destaca-se o receptor nuclear REV-ERBa, considerado por
muitos autores o principal responsavel pela integracdo metabolismo e ritmos circadianos [15].
Recentemente, alguns estudos epidemiolégicos apontaram relacéo direta entre polimorfismos
do gene Rev-erba e fendtipo de obesidade em adolescentes e adultos [16]. Relacéo essa também
encontrada na populacdo espanhola [11], norte americana e mediterranea [17]. Frente a essas
descobertas recentes, cabe-nos a investigacdo do possivel envolvimento deste receptor com o
balan¢o energético. Este envolvimento constitui uma nova e promissora linha de pesquisa sobre
a etiologia da obesidade, havendo também a possibilidade da descoberta de novos instrumentos

farmacoldgicos para o seu tratamento.
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Diante das possiveis relacGes entre obesidade e disfungdes em dois diferentes receptores
nucleares, a proposta do atual estudo é analisar os efeitos da ativacdo dos receptores de
glicocorticoides, bem como dos receptores REV-ERBa sobre o consumo e gasto energético.
No6s propomos que: 1- A ativacdo periférica e central dos receptores nucleares de
glicocorticoides contribue para o balanco energético positivo, resultante do aumento do
consumo alimentar e/ou diminuicéo do gasto energético; 2- A ativacao dos receptores nucleares
REV-ERBa centrais contribue para o balanco energético negativo, resultante da diminuicao do

consumo alimentar e/ou aumento do gasto energético.

O atual estudo resultou na confecg¢do de um artigo original, intitulado, “Peripheral and
central glucocorticoid signaling contributes to positive energy balance in rats” submetido
e aceito pela revista Hormone and Metabolic Research. Neste artigo, nds avaliamos os feitos
da ativacao dos receptores de glicocorticoides periféricos e centrais sobre o consumo e gasto
energético. O segundo artigo original, intitulado “The central activation of the nuclear
receptors REV-ERBa affects the energetic balance in a manner dependent on the
energetic state of the organism”, sera submetido a revista International Jornal of Obesity.
Neste artigo, nos avaliamos os efeitos da ativacao dos receptores nucleares REV-ERBa centrais

sobre 0 consumo e gasto energético.
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1- REVISAO DA LITERATURA:

O envolvimento de receptores nucleares de glicocorticoides e REV-ERBa na
etiologia da obesidade e suas comorbidades no estresse e disfuncdes nos

relogios circadianos

2.1.0besidade, epidemiologia e impactos socio-econémicos:

Sobrepeso e obesidade podem ser definidos, na conceituacao da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), como o acimulo de tecido adiposo localizado ou generalizado, provocado por
desequilibrio nutricional associado ou néo a distarbios genéticos ou enddcrino metabolicos [1].
Esse acumulo adiposo exerce consequéncias na vida do individuo, predispondo a doengas, que
em conjunto denomina-se de obesidade e suas comorbidades [2]. Essas comorbidades, podem
se dividir em duas categorias; uma associada as consequéncias fisicas advindas da massa
corporal excessiva, como osteoartrite, principalmente nos joelhos e coluna vertebral, apneia do
sono, refluxo gastresofagico, dentre outros. E a segunda categoria refere-se as desordens
metabdlicas, como o aumento dos niveis de triacilgliceréis (TG), lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), conhecida como colesterol ruim, reducdo dos niveis das lipoproteinas de alta
densidade (HDL), conhecida como colesterol bom, aumento da glicemia, e aumento da
liberacdo de fatores pré-inflamatérios pelo préprio tecido adiposo, como as citocinas, que
incluem a proteina C reativa (PCR), fator de necrose tumoral (TNF-alfa) e interleucina 6 (IL-
6) [3,4]. Atribui-se a essas comorbidades metabolicas a génese do que se conceitua atualmente
como Sindrome Metabdlica, que pode ser definida como um grupo de fatores de risco inter-
relacionados, de origem metabdlica, que diretamente contribuem para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, como hipertenséo arterial e distirbios da coagulacdo (aumento da
adesdo plaquetaria e do inibidor do ativador do plasminogénio-PAl-1) e/ou diabetes do tipo 2
[5]. Entdo, além de um individuo portador da Sindrome Metabolica apresentar as caracteristicas
bioquimicas supracitadas, em decorréncia delas, ele também ira apresentar doencas

cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2008 cerca de 1,5 bilhdes de
adultos apresentavam sobrepeso, onde destes mais de 500 milhGes eram obesos [1]. Se

comparados com dados obtidos em 1980, o aumento na prevaléncia de obesidade foi mais de
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duas vezes e as projecOes para 0s proximos anos indicam que em 2030 um numero proximo a
3,3bilhoes de adultos, ou 57,8% da populacdo adulta mundial, terd sobrepeso ou obesidade [6].
Frente a tais estimativas, a obesidade é apontada como um dos maiores problemas de saude
publica no mundo. Em um recente estudo realizado no Brasil, Pesquisa de Orgamento Familiar
(POF), foi demonstrado a incidéncia de sobrepeso e obesidade em homens e mulheres nas
idades entre 5a 9 anos, 9 a 19 anos e 20 anos ou mais, entre os anos 2008 e 2009. Os resultados
sdo alarmantes, a prevaléncia de sobrepeso em homens com idade de 20 anos ou mais é de
50,1% e cerca de 12,4% de obesidade. Em mulheres, com a mesma idade, a incidéncia de
sobrepeso e obesidade é de 41,4% e 13,2% respectivamente. Ainda mais preocupante sao 0s
dados de criancas entre 5 e 9 anos, onde foram registrados indices de sobrepeso de 34,8% em
meninos e 32,0% em meninas, e obesidade de 16,6% em meninos e 11,8% em meninas.
Entretanto, 0 que mais chama atencdo aos resultados desta pesquisa, é a comparagao desses
indices entre os anos de 2008 — 2009 com os de 1989. Verifica-se um aumento maior que 0
dobro dos casos de sobrepeso e obesidade de 1989 para 2009, evidenciando e, instigando a
futuros estudos, o fato de que o contexto atual no qual o homem esta inserido possa estar
envolvido na etiologia da obesidade e sindrome metabdlica [7]. No Recife, segundo o VIGITEL
2008 [8], que consiste no acompanhamento por linhas telefonicas dos indices estatisticos de
sobrepeso e obesidade nas capitais brasileiras, estima que entre os homens adultos ha uma
incidéncia de 51,5% de sobrepeso e em mulheres, essa incidéncia é de 41,6%. Essas estimativas
mostram que os indices de sobrepeso em nosso estado podem ser mais elevados que a media

nacional, como mostrado pelo estudo do POF 2009 [7].

Visto a gravidade da obesidade e sindrome metabolica, bem como a elevagdo de sua
incidéncia, estima-se que os custos do tratamento e as consequéncias médico-sociais possam
gerar problemas de elevada ordem. Nos estados Unidos, por exemplo, o custo descriminado
para a obesidade no ano de 1990, foi estimado em 46-68 bilhdes de ddlares. Este valor aumentou
para 99 bilhdes de dolares em 1995 e tem excedido esse valor anualmente [9] chegando a 147
bilhGes de dolares em 2010 [10]. Embora a obesidade seja atribuida uma ampla gama de
patologias, como doencas degenerativas nas articulagdes, cancer de mama, Utero, préstata e
coluna, a maior parte dos gastos estdo diretamente associados as patologias cardiovasculares
relacionadas a sindrome metabdlica [11]. No Brasil estima-se que o SUS gaste anualmente
cerca de 3,6 bilhdes de reais com o tratamento destas doencas, sendo 2,4 bilhdes (68%) com o
tratamento hospitalar e 1,2 bilhdes (32%) com ambulatorial. As doengas cardiovasculares,

provavelmente por apresentarem-se com maior frequéncia, foram responsaveis por 67% desses
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custos [12]. De modo a modificar essas estimativas preocupantes, torna-se necessario o
implante de acdes preventivas, que incluiriam modifica¢Ges no estilo de vida da populacéo. No
entanto, tendo a obesidade uma etiologia multifatorial e complexa, faz-se necessario a
elaboracdo de mais estudos que objetivem a compreensdo dos processos fisiopatoldgicos
subjacentes a obesidade, de modo a auxiliar a formacao de estratégias na adogdo destas medidas

preventivas e/ou curativas.

2.2-Etiologia da obesidade e sindrome metabdlica

2.2.1- Relacdes ambientais e fisiologicas:

A etiologia da obesidade é um assunto complexo envolvendo tanto fatores ambientais,
como a ma nutricdo e sedentarismo, quanto fisiolgicos e genéticos. Os fatores ambientais
parecem ser predominantes, mas interrelacionados com os fatores genéticos e/ou fisioldgicos.
Ou seja, a genetica determina a suscetibilidade a doengas, enquanto que os fatores ambientais

determinam qual individuo, geneticamente suscetivel, desenvolvera a patologia [13].

A historia evolutiva do homem, estd intimamente relacionada as influéncias dos
comportamentos de procura, sele¢do e consumo de alimentos. A propria postura bipede, sugere-
se, pode ter sido estabelecida como uma postura para alimentacdo, uma vez que possibilitava o
acesso a alimentos antes ndo alcangados. As dimensdes encefalicas também se correlacionam
com a alimentacdo. O cérebro do homem moderno responde por 10 a 12% da demanda de
energia de um corpo em repouso [13]. Um Australopithecus tipico, com um cérebro de 450cm3,
teria reservado cerca de 11% de sua energia em repouso para este 6rgao; enquanto um Homo
erectus, com um cérebro de cerca de 850 cm3, teria reservado cerca de 16% de sua energia em
repouso. Contudo, a expansdo do cérebro ndo poderia ter ocorrido se 0s hominideos nédo
tivessem adotado uma alimentacdo rica em calorias. E provavel que para o antigo Homo
expandir a sua massa cerebral fosse necessaria uma dieta variada, ndo somente composta por
frutos, tubérculos e raizes, mas alimentos de origem animal, como forma de aumentar a
densidade cal6rica [13]. Com o decorrer do tempo, 0 homem que era essencialmente ndmade,
cacador coletor, passa a manipular de modo mais intenso a terra e surge o desenvolvimento da
agricultura e da criacdo de animais, as colheitas tornaram-se mais abundantes e favoreceram o

aumento da populacdo. Surge entdo, o que se chama de Revolugdo Agricola. Nos ultimos
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10.000 anos, desde a Revolugdo Agricola, 0 genoma humano basicamente ndo mudou, ou seja,
a taxa de mutacao espontanea para o0 DNA nuclear esta estimada em 0,5% por milhdo de anos
[14]. Portanto, os 10.000 anos passados ainda ndo foram suficientes para causar mudancas
importantes em nossos genes, que sdo muito similares aos dos nossos ancestrais que viveram
no Periodo Paleolitico, ha 40.000 anos, no tempo em que nosso perfil genético foi estabelecido
[14]. Mais tarde, a Revolucao Industrial difundiu-se pelo mundo, e o trabalho realizado pelo
homem comeca a ser substituido pelo de maquinas. Apresentando impactos ndo apenas na
estrutura social e econdmica, mas também no estilo de vida e salde das pessoas. Com o advento
da globalizacdo gerada pela cultura de massa, o padréo alimentar tem sofrido influencias que
favorecem habitos alimentares inadequados, priorizando a praticidade nos fast foods. Como o
homem ndo esta geneticamente adaptado para alta ingestdo caldrica e baixo gasto energético
(sedentarismo), a tendéncia é que essa energia se acumule no organismo sob forma de gordura,
resultando no aumento acelerado da incidéncia e prevaléncia de sobrepeso e obesidade, além

de doencas crénicas relacionadas a ela [15].

Atualmente, a nossa dieta difere muito daquela para a qual nossos genes foram
selecionados. Ela mudou essencialmente no que diz respeito ao tipo, a quantidade de acidos
graxos essenciais e a constituicdo antioxidante dos alimentos [14]. Estudos epidemioldgicos
apontam que entre 0s anos de 1990 e 2010 houve um aumento de 2% no rendimento per capita
mundial que é diretamente proporcional ao aumento do consumo energético. Observa-se que,
em média, o consumo mundial de energia da dieta aumentou em cerca de 210 kcal por
pessoa/dia, ou seja, 8% [16]. Nota-se que 0 aumento foi maior nos paises em desenvolvimento
quando comparado aos paises desenvolvidos. Entre todas as regides dos paises em
desenvolvimento, os maiores aumentos absolutos se concentraram na Asia (onde o crescimento
econémico foi mais rapido), na América Latina e no Caribe, enquanto 0s menores aumentos
ocorreram na Oceania e na Africa Sub ariana (onde o crescimento econdmico foi lento) [16]. O
aumento da energia disponivel dos alimentos tem sido acompanhado por mudangas na
composic¢do das dietas. Observa-se que a presenca dos carboidratos derivados de cereais, raizes
e tubérculos é muito menor nas dietas de familias com maior renda. Em contrapartida, a relativa
presenca dos carboidratos a partir de aclcares e outros alimentos é maior em familias de renda

mais alta, assim como a contribuicdo de gorduras [16].

Entretanto, fatores ambientais como a ma nutricdo, também pode alterar
permanentemente a fisiologia e até a genética do individuo. Sabe-se que a ma-nutricao

caracterizada por desbalanco nos nutrientes em uma dieta, é um fator predisponente ao
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desenvolvimento de obesidade e comorbidades. Mas, quando esta méa nutricdo ocorre durante
a gestacdo, lactacdo e/ou primeira infancia, podem gerar modificacfes na genética e fisiologia
predispondo o individuo ao desenvolvimento de obesidade na vida adulta [17]. Diversos
estudos vém apontando que um geno6tipo pode da origem a uma variada gama de fendtipos
dependendo das influencias ambientais. Sendo a gestacdo e lactacdo os periodos associados a
ontogénese onde ocorrem intensos processos de diferenciacdo e maturagédo de células e tecidos,
sugere-se este periodo como o de maior vulnerabilidade as influencias ambientais [17] e,
portanto, definindo como periodo critico do desenvolvimento [18]. Acredita-se que 0 ambiente
exercendo influencia, especialmente as nutricionais, sobre este periodo critico, pode alterar
permanentemente a morfologia e fisiologia dos tecidos e 6rgdos [17]. Muitas dessas alteracdes
ndo objetivam apenas as respostas homeostaticas do feto ao ambiente, mas sim introduzir
expectativa de futuras mudancas adaptativas que podem conferir ao organismo sobrevivéncia e
sucesso reprodutivo, sendo por isso denominadas de “respostas preditivas adaptativas” [19]. No
entanto esta predicdo pode limitar as respostas adaptativas do organismo a um ambiente
diferente daquele em que foi gerado. E € exatamente esta incompatibilidade entre 0 ambiente
intra-uterino e pds-natal que predispde o organismo as doencas metabolicas na vida adulta [19].
Um bom exemplo é que em ratas gestante a restricdo de macronutrientes como proteinas e
lipideos levam h& alteragdes no metabolismo provocando mudangas na utilizacdo e
armazenamento desses componentes na prole predispondo-a a intolerancia a glicose,

dislipidemias e hipertenséo [20].

Além de fatores ambientais e influencia deste sobre a fisiologia e genética, alguns
individuos apresentam alteracdes no sistema de balango energético que o predispde ao aumento
do consumo alimentar e reducdo do gasto energético, apresentando como fen6tipo resultante,

obesidade e sindrome metabdlica.

2.2.2-Controle do Balango energético:

A fome, o0 apetite e a saciedade sdo sensacdes ditadas pelo sistema de controle do
comportamento alimentar que tem como objetivo a manutencdo do balanco energético no
organismo. O balango energético consiste em um estado metabdlico, precisamente regulado dia
apos dia, caracterizado pelo equilibrio entre gasto e consumo energético. Essa regulacdo

precisa, na qual chamamos de controle do comportamento alimentar, integra informacdes
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vindas de tecidos e oOrgaos periféricos acerca do estoque nutricional do corpo, com o
hipotalamo, localizado no diencéfalo. Neste ultimo, as informacdes periféricas influenciardo o
balanco entre peptideos orexigénicos e anorexigénicos que refletira no consumo alimentar e
gasto energético. No hipotdlamo o nucleo arqueado apresenta um importante papel na regulacéo
do balanco energético. Localizado subjacente a eminéncia média, regido desprovida da protecédo
da barreira hematoencefélica, o nucleo arqueado é altamente acessivel aos sinais periféricos do
balanco energeético. Neste nucleo ha duas populacBes de neurdnios primarios [21], uma cujo
circuito neural expressa o peptideo pro-opiomelanocortina (POMC) e o transcrito relacionado
a cocaina e anfetamina (CART), que inibem o consumo alimentar [22, 23] e a outra cujo
circuito neural expressa neuropeptideo Y (NPY) e neuropeptideo agouti (AgRP) que estimulam
0 consumo alimentar [24]. Do ndcleo arqueado axdnios de neurénios POMC/CART e
NPY/AgRP projetam-se para outros nucleos hipotaldmicos tais como o nucleo paraventricular,
hipotalamo dorsomedial, &rea hipotalamica lateral e perifornical, que possuem neurdnios de

segunda ordem e integram informac0es sobre energia de homeostase [22, 25] (Figura 1).

Quanto aos sinais periféricos destacam-se a leptina e insulina, cuja secrecdo é
proporcional ao estoque adiposo, e quando presentes no sistema nervoso central interagem com
receptores hipotalamicos diminuindo o consumo alimentar [26]. Sinais provenientes do trato
gastrointestinal também inteiram o controle da ingestdo alimentar. A grelina € um horménio
secretado pelas células oxinticas do estbmago, bem como duodeno, ileun, cecon e colon [27]
que resulta no aumento do consumo alimentar e peso corporal e reduz a utilizacdo de reservas
lipidicas [28]. O peptideo YY (PYY) secretado no trato gastrointestinal distal [29] e o
polipeptideo pancreatico (PP) presente em células pancreéaticas exdcrinas e no colon [30]
aumentam pos-prandialmente e seus niveis podem ser influenciados pelo contetido nutricional
da refeicdo [31]. A colecistocinina (CCK) é secretada no duodeno e no jejuno [30] e sua acdo
diminui o consumo alimentar e a duracéo da refeicdo [32] em resposta também a distenséo

gastrica [32].

Ha centenas de estudos, mostrando que qualquer alteracdo na expressdo de genes ou mal
funcionamento de alguns desses sinais anorexigenos e orexigenos tanto periférico como em
nivel central ou até dos seus receptores, pode predispor o individuo ao desenvolvimento da
obesidade. Um exemplo cléassico, é o que acontece com a deficiéncia da leptina. Camundongos
com mutacdo no gene que codifica a leptina, com gen6tipo ob/ob, apesar de crescerem
normalmente, possuem niveis de corticosterona elevado, sao incapazes de manter-se aquecidos

e mostram comportamento e fisiologia de animais com apetites insacidveis. Como
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consequéncia, eles tornam-se severamente obesos, pesando até trés vezes mais que 0S
camundongos com geno6tipo padrdo [33]. Esses animais apresentam distdrbios metabolicos
muito similares aos de animais diabéticos e sdo insulinorresistentes. Quando a leptina ¢ injetada
em camundongos com genotipo ob/ob, eles perdem peso e aumentam sua capacidade
locomotora e de producdo de calor [34]. Alteragdes nos sistemas de outros sinais periféricos
também contribuem para um fenétipo de obesidade. Camundongos machos que apresentam
diminuicdo na densidade de receptores de insulina no Sistema Nervoso Central, apresentam
hiperfagia, desenvolvendo obesidade e dislipidemia com aumento dos niveis periféricos da
insulina [35]. A severa hiperfagia observada nos individuos portadores da sindrome de Prader
Willi, cujo caracteristica mais marcante é a obesidade, é resultante da hipersecrecédo da grelina
[36]. Ainda, alguns pacientes obesos apresentam hipossensibilidade ao PP [37], além de
hipossecrecdo basal e pos-prandial [38]. O mesmo é observado com relacdo a secre¢do do PY'Y
[39].

Similarmente, as altera¢es nos niveis e sinalizacdo dos peptideos centrais, também estdo
envolvidos na etiologia da obesidade. Polimorfismos no gene que codifica 0 POMC ou
anormalidades no seu processamento resultam em obesidade e insuficiéncia adrenal em
humanos [40]. Assim como ratos que apresentam aumento da expressao do AgRP sdo
hiperfagicos e obesos [41]. No entanto, a etiologia da obesidade pode ser ainda mais complexa
envolvendo um maior nimero de genes e funcdes fisioldgicas. Para citar mais um exemplo, em
2005 foi publicado um artigo evidenciando que camundongos deficientes em um gene
denominado Clock, apresentam obesidade, resultante da diminui¢do no gasto energético, bem
como alteragdes na expressdo dos genes codificadores do CART e Grelina [42]. O gene Clock
faz parte de um grupo de genes chamados genes reldgios, responsaveis pela manutencéo dos
nossos ritmos bioldgicos. Sugere-se que a obesidade e distarbios alimentares decorrente deste
tipo de alteracdo genética, pode estar relacionada principalmente a sindrome do comer noturno.
Mas, o0s estudos nesta area ainda sdo recentes abrindo uma nova linha de pesquisa para o

entendimento da etiologia da obesidade e desordens metabdlicas.
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Figura 1: Controle do balanco energético. Sinais periféricos que ditam o estado nutricional do organismo séo
integrados em regides encefalicas, dentre as quais, destaca-se o hipotalamo. Esses sinais promovem um balango
entre peptideos orexigénicos e anorexigénicos no ARC. Este, emite projecdes para os demais nucleos
hipotaldamicos (DMN, VMN, PVN...), influenciando o balango de outros peptideos. Este balanco seré refletido no
consumo e gasto energético. Figura baseada em informacges de Elias e colaboradores [22] e Kalra e colaboradores
[25].

2.3-Sindrome de Cushing, Estresse, Mudanca de turnos no trabalho e Sindrome do comer

noturno:

Visto uma fisiopatogenia de tamanha complexidade, ndo € de se surpreender que a
obesidade esteja relacionada ao mal funcionamento de alguns sistemas que possam estar
influenciando de maneira indireta, o sistema de controle do balanco energético. E nesse aspecto,
diversas linhas de pesquisas recentes tem se detido a esses sistemas, com o objetivo de melhor

compreender 0s processos subjacentes a etiologia da obesidade.

Um bom exemplo de um desses sistemas em estado néo fisiologico que pode contribuir
com a etiologia da obesidade, é o que acontece com a sindrome de Cushing. Pacientes
portadores desta sindrome, apresentam hipersecre¢do de glicocorticoides, que podem ser
causadas por adenomas hipofisarios secretores de ACTH, correspondendo a causa mais comum

da Sindrome endogena, responsavel por cerca de 70% dos casos [43], seguida das patologias
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adrenais, como tumores ou, mais raramente, hiperplasia adrenal bilateral [44], e a sindrome do
ACTH ectopico, que corresponde a tumores que sintetizam atipicamente ACTH [45]. E
exatamente a essa hipersecrecdo de glicocorticoides, que é atribuida o aparecimento dos
sintomas mais proeminentes da sindrome, que incluem hipertensdo, resisténcia a insulina,
hiperglicemia, dislipidemia, com aumento do LDL e reducdo do HDL, esteatose hepaética,
obesidade, principalmente central, bem como aumento do catabolismo muscular esquelético e
tecido conjuntivo, culminando com atrofia e fraqueza muscular [46]. Tais sintomas também
estdo presentes em pacientes que fazem uso prolongado de anti-inflamatorios e terapia
imunossupressora com glicocorticoides [47].

Sendo a hipersecre¢do de glicocorticoides resultante de causas enddgenas indutora de
obesidade e desordens metabolicas, pode-se inferir que essa hipersecrecdo tendo como gatilho
fatores ambientais, também poderia contribuir com a fisiopatogenia de tal quadro. De fato, € 0
que tem sido relatado no tocante ao estresse prolongado. A resposta ao estresse ¢ um fenémeno
adaptativo que permite o organismo desviar recursos para lidar com um perigo real ou antecipa-
lo, e em seguida restaurar a energia dispendida, capacitando-o a preparar-se para outra reacao
ao estresse posterior [48]. No entanto, quando o agente estressor € excessivo ou cronico, a
resposta pode ser ndo adaptativa, contribuindo para a etiologia de uma variedade de doencas
[48], algumas delas, podendo estar envolvidas com alteracbes no balanco energético.
Etologicamente, uma resposta de supressdo do apetite frente a um evento estressor pode ser (til
para desviar o individuo de comportamentos que o tirariam da defensiva, como os de forrageio
e alimentacdo, tornando-o0 mais aptos a defender-se de predadores, por exemplo. Assim sendo,
é comum haver diminuicdo do apetite durante um estresse agudo [49]. No entanto, diante de
eventos estressores prolongados, a energia dispensada na reacéo de luta ou fuga, precisa ser
restaurada, e o impacto sobre o balanco energético, deve ter como resultado, 0 aumento do
consumo alimentar e reducdo do gasto energético. Perifericamente, os elevados niveis de
glicocorticoides contribuem com a atividade da lipoproteina lipase, aumentando os estoques de
gordura, particularmente o visceral [50]. Em termos de controle do balanco energético, o0s
glicocorticoides promovem aumento do consumo alimentar, agindo diretamente sobre os
peptideos hipotaldmicos [51], bem como sobre os niveis de hormdnios periféricos podendo
induzir resisténcia a leptina [52] e a insulina [53]. Além disso, aos elevados niveis de
glicocorticoides, também sédo atribuidos a preferéncia pelo consumo de alimentos palataveis,
como ja foi evidenciado por Foster e colaboradores que ratos, quando submetidos a estresse

crbnico, apresentam preferéncia ao consumo de alimentos densamente caldricos [54]. O
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aumento do consumo desses alimentos, estd envolvido com um complexo mecanismo de
retroalimentacdo negativa, onde o valor de recompensa do alimento suprime o eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal. N&o surpreendentemente, o consumo de alimentos palataveis tem uma
funcdo de amenizar os sintomas do estresse [54]. Possivelmente, a preferéncia ao consumo de
alimentos caldricos, faga parte de um mecanismo estratégico que possibilite uma maior
alocacdo de glicose para o encéfalo, ja que este, sob condicdes de estresse crénico, demanda

uma cota extra de energia [55].

N&o apenas o0 estresse cronico, mas as pressdes sociais e estilo de trabalho, também
apresentam forte impacto sobre a fisiologia dos individuos, contribuindo para a etiologia da
obesidade e disfungdes metabolicas. A mudanca de turnos de trabalho é um esquema bastante
frequente em varios setores de producdo, hospitais, dentre outros, que pode ser definida como
um horario de trabalho fora do horario de um trabalho diurno habitual [56]. Em decorréncia da
rotatividade de mudancas de turnos de trabalho, a ritmicidade circadiana nas fungdes bioldgicas
do individuo, pode dessincronizar-se com os ritmos circadianos ambientais. Esse desajuste
temporal interno, pode contribuir para o desenvolvimento de doencgas, como distlrbios do sono,
metabdlicos e obesidade [57]. A mudanca de turnos de trabalho, pode resultar em aumento do
indice de massa corporal (IMC), bem como da razdo circunferéncia abdominal/quadril, em
ambos o0s sexos, independentemente da idade, tabagismo, préatica de atividades fisicas e grau de
escolaridade [58]. Di Lorenzo e colaboradores, evidenciaram que a incidéncia de sobrepeso e
obesidade em trabalhadores de turno é de 62,4% e 15,7%, respectivamente, e esses indices
independem da idade e do tempo de exposicdo a esse regime de trabalho. No entanto, o que
mais chama atencdao a esses resultados, é que eles foram colhidos em uma regido Mediterranea
[59]. Sabe-se que a indugdo da termogénese em resposta ao alimento, € diferente a depender do
horario em que a refeicéo é realizada, sendo a termogénese maior quando a refeigdo é realizada
pela manhd, em comparacdo com a tarde e a noite [60]. Este fato pode estar relacionado com o
ganho de peso observado em trabalhadores de turno, que apresentam uma dessincronizacao nos
periodos de alimentacdo. Em associagdo ao padrdo alimentar, a privagdo de sono torna-se um
contribuinte para o desajuste metabdlico, culminando com intolerancia a glicose, resisténcia a
insulina e dislipidemias [61]. Além dessas desordens metabdlicas, trabalhadores de turno
também apresentam maiores incidéncias de hipertenséo, diabetes e doencas arteriais coronarias
[62,63]. Os impactos de um trabalho de turnos podem ser tdo fortes que se estima que um
individuo sob este esquema de trabalho apresente 0 mesmo risco de desenvolvimento de

doencas coronarias que um individuo fumante de um margo de cigarro por dia [64].
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Além das alteragcdes nos ciclos circadianos de ocorréncia ambiental seja um fator
predisponente ao desenvolvimento de obesidade, alteraces enddgenas nos ritmos circadianos
de alguns sistemas fisiologicos, podem aumentar a probabilidade de um individuo vir a
desenvolver sobrepeso e obesidade. Este fato, pode ser evidenciado na observacdo da Sindrome
do Comer Noturno. Pacientes portadores da sindrome do comer noturno, relatada pela primeira
vez em 1955, apresentam um atraso de fase no padrdo circadiano do consumo alimentar,
manifestada por hiperfagia a noite, com despertares noturnos acompanhados por ingesta de
alimentos e anorexia matinal [65]. Um paciente portador desta sindrome, chega a consumir,
pelo menos, 25% do total de suas calorias ingeridas em 24 horas, depois do jantar [65]. No
entanto, as relacdes entre a sindrome do comer noturno com a obesidade sdo complexas.
Estima-se que cerca de 52% dos individuos portadores da sindrome, apresentavam peso
compativel com a altura antes dos sintomas aparecerem e desenvolveram obesidade [66]. Além
disso, verifica-se uma incidéncia de 3,8% a 12,4% de portadores da sindrome que apresentam
diabetes mellitus tipo 2 [67]. Contudo, até o presente momento, pouco se sabe quais
mecanismos levariam ao desenvolvimento de tal sindrome, bem como da obesidade. O que tem
sido proposto, é que esses individuos apresentam um atraso de fase, de 1h a 2,8h, nos ciclos
circadianos da leptina, insulina e melatonina, bem como avanco de fase da grelina e reducéo de

amplitude nos ciclos circadianos da grelina, insulina e cortisol [68].

Embora as causas das disfuncgdes fisioldgicas supracitadas sejam de origem diversa, suas
consequéncias caminham para um ponto em comum, desenvolvimento de obesidade e
comorbidades. Outro ponto em comum proposto entre elas, inclui as vias que as permitem
influenciar de maneira indireta o controle do balango energético. Dentre essas vias
provavelmente encontram-se receptores nucleares, especialmente os localizados no centro do
controle do balango energético, o hipotdlamo. Destacam-se aqui, exemplos que evidenciam a
influéncia da hipersecrecéo de glicocorticoides, bem como as alteraces no sistema de ritmos
circadianos, sobre o balanco energético. Propbe-se, que no primeiro, haja envolvimento dos
receptores nucleares de glicocorticoides, que atuariam aumentando consumo e diminuindo
gasto energeético, enquanto, no segundo, receptores nucleares Rev-erba, atuariam de modo
oposto, reduzindo consumo e aumentando gasto energético. Assim sendo, pode-se associar
como parte da etiologia da obesidade, distarbios que envolveriam aumento da atividade dos
receptores nucleares de glicocorticoides e/ou diminuicdo da atividade de receptores Rev-erba.
Atribui-se estes eventos a disfungdes no eixo Hipotalamo- Pituitaria- Adrenal (HPA) e no

sistema de geracao dos ritmos circadianos. No entanto, os estudos publicados até 0 momento
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referentes a tematica, sdo contraditorios, no tocante aos receptores de glicocorticoides e
escassos, no tocante aos receptores Rer-erba. Faz-se necessario, entdo, o empreendimento de
mais trabalhos que permitam a melhor compreensao do papel destes receptores, no controle do

balanco energético e no processo fisiopatoldgico da obesidade.

2.4-Glicocorticoides e Eixo HPA:

O eixo Hipotalamo- Pituitaria- Adrenal (HPA) é um sistema de regulacao de liberacao
hormonal que regula os niveis circulantes sistémicos de glicocorticoides e que corresponde ao
maior sistema neuroenddcrino em mamiferos que prover a resposta imediata de defesa contra
0 estresse [48]. Os glicocorticoides, cortisol em humanos e corticosterona em ratos, além de
atuarem nas respostas de fuga ou luta, também estdo envolvidos no metabolismo, especialmente
os da glicose, gorduras e proteina [69], no sistema imune, agindo como anti-inflamatorios e

imunossupressores, bem como no humor e fungdes cognitivas [70,48].

Sob condicdes basais, 0s niveis circulantes de glicocorticoides apresenta um padréo
circadiano e ultradiano. No entanto, a atividade do eixo HPA é consideravelmente aumentada
quando o organismo é exposto a algum evento estressor. Esta resposta tem inicio com a ativacao
de varias vias neurais aferentes, principalmente as que tem origem no sistema limbico e no
tronco encefalico que por sua vez, promove a liberacao de horménio liberador de corticotrofinas
(CRH) e arginina vasoativa (AVP) pelos neurdnios parvocelulares do Nucleo Paraventricular
do hipotalamo (PVN) [71]. Estes neuropeptidios, sendo liberados na eminencia média, caem na
circulagdo através da via posta, permitindo suas chegadas a pituitaria anterior, onde irdo agir
sobre os receptores CRHRL1, para o CRH, e V1bR, para a arginina vasopressina [72,73]. Uma
vez agindo sobre esses receptores, 0 CRH e AVP, promovem aumento na transcri¢do do gene
POMC, bem como sua metabolizacdo em hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) [74] que ao
cair na circulacao sistémica, terd como tecido-alvo as glandulas adrenais, onde ird comandar a
sintese e liberacdo de horménios glicocorticoides [75]. Os glicocorticoides sao sintetizados na
zona fasciculada do cortex adrenal, a partir do momento em que o ACTH se liga ao receptor de
melanocortina tipo 2 (MC2R) [76]. Subsequente a ativacdo deste receptor, seguem-se 0S
eventos; ativacdo do adenilato ciclase, com liberacdo de AMP ciclico e consequente ativagdo
da Proteina Kinase A (PKA). A ativacdo da PKA influencia a sintese de glicocorticoides por

duas vias, uma genémica e outra ndo genémica. A primeira, inclui a ativacdo de fatores
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transcricionais que levam ao aumento da transcricdo do gene da StAR (steroidogenic acute
regulatory protein), enquanto a segunda, promove mudancas pds-translacionais na StAR, que
inclui sua fosforilagdo em sitios especificos, com consequente ativacdo desta proteina [77]. A
funcdo da StAR é a de mobilizar e permitir a entrada de moléculas de colesterol para o interior
das mitocondrias, sendo este 0 passo taxa-limitante da sintese de glicocorticoides. Uma vez
dentro das mitocondrias, as moléculas de colesterol passardo por uma série de etapas sob acao

de uma cascata enzimatica que resultard no produto final, glicocorticoides [78].

Os glicocorticoides atuam em diversos tecidos alvo que expressam seus receptores, e
estes, podem ser de dois tipos, os receptores de glicocorticoides (GR) e o0s receptores de
mineralocorticoides (MR), ambos, pertencentes a superfamilia dos receptores nucleares [79].
Os GRs e MRs diferem quanto a afinidade com as moléculas de glicocorticoides e localizacao.
Os MRs, apresentam uma afinidade consideravelmente maior a se ligarem com o horménio
quando comparado com os GRs. No entanto, essa afinidade apenas é mais elevada, sob
condicBes basais, onde os niveis de glicocorticoides circulantes sdo baixos [80]. Quando a
concentracdo de glicocorticoides estdo elevadas além do nivel basal, os GRs apresentam uma
maior afinidade pelo horménio que os MRs [81]. No tocante as suas distribui¢fes, os GRs estao
amplamente distribuidos pelo corpo, incluindo tanto tecidos e 6rgdos periféricos como os
centrais, enquanto que os MRs sdo mais expressos no rim e cora¢dao. No entanto, nos locais de

regulacdo do eixo HPA, ambos receptores sdo expressos em densidades similares [80].

Quando inativos, esses receptores residem no citoplasma da célula ligados e estabilizados
por moléculas de proteinas chaperonas [82]. Apds ligacdo com glicocorticoides, o0 complexo
chaperona-receptor se dissocia, capacitando o complexo receptor-ligante (molécula de
glicocorticoide) ser translocado para o nucleo da célula, onde atuardo como fatores
transcricionais [83]. Os GR, por exemplo, na presenca do ligante, formam homodimeros no
citoplasma e, ao serem translocados para o nucleo, se ligam a uma regido de sequéncia de bases
nitrogenadas especificas, regido promotora, chamada de regido GRES, que correspondem a um
elemento presente no gene, responsivo a glicocorticoides, tendo como alvo, a transcricao desses
genes [84] (Figura 2). O primeiro ponto critico para a ativacdo dos GRs é a biodisponibilidade
intracelular de glicocorticoides, que é determinada por um processo chamado de controle
ligante pre-receptor. Neste mecanismo, ha a agdo da enzima 11-B-hydroxysteroid dehydrgenase
(11- B-HSD), e suas duas isoformas, | e 1l [85]. Enquanto a isoenzima 11- B-HSD 11 catalisa a
conversdo de cortisol em seu metabdlito inativo, cortisona, a isoenzima 11- p-HSD | reduz a

cortisona na sua forma bio-ativa, cortisol, promovendo uma restauracdo local dos seus niveis
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[86], particularmente em locais responsivos a glicocorticoides tal como figado, tecido adiposo,
pulméo e sistema nervoso central [87]. Assim sendo, os niveis relativos dessas duas isoenzimas

sdo importantes para determinar as concentragdes intracelulares de glicocorticoides [88].

Os glicocorticoides também tém como funcéo a de regular o eixo HPA, e, portanto, sua
prépria liberacdo. Isso se da através de um mecanismo de retroalimentacdo negativa, onde 0s
seus niveis circulantes sdo capazes de inibir a liberacdo do ACTH pela glandula hipofise, e do
CRH e AVP pelo nucleo paraventricular no hipotalamo [89]. Além disso, os glicocorticoides
também séo capazes de regular o eixo HPA de forma indireta, atraveés da modulagédo de outras
estruturas encefalicas, como hipocampo, amigdala e cértex pré-frontal, todos esses exercendo

regulacéo sobre o PVN [90].
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Figura 2: Acéo dos receptores de glicocorticoides. (1) Inativos, esses receptores se localizam no citoplasma ligados
a proteinas chaperonas, (2) na presenga de glicocorticoides, ligam-se a ele, (3) dissociando-se das proteinas
chaperonas tornando-se ativos. (4) o conjunto receptor - ligante é translocado para o ntcleo. (5) Neste, reconhece
e se liga ao elemento GRE comadando a expressdo de genes-alvo. Figura baseada em informagdes de Schoneveld

e colaboradores [84].

2.4.1-Envolvimento dos glicocorticoides com o balango energético:

Ao eixo HPA, vem sendo atribuida fungbes relacionadas as respostas ao estresse,

cognitivas e memdria, além de imunossupressoras. Na literatura, varios registros apontam para
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um possivel envolvimento deste eixo com o balango energético, influenciando tanto o consumo

quanto o gasto energetico.

Em humanaos, sdo fortes as evidencias deste envolvimento diante do quadro desenvolvido
pela hipersecrecdo de glicocorticoides na sindrome de Cushing. Em contrapartida, a
hipossecrecdo de glicocorticoides, caracteristica da sindrome de Addison, resulta em reducéo
do consumo alimentar e perda de peso corporal [91]. No estresse, as evidencias ndo sao téo
conclusivas, havendo respostas diferentes a depender do tipo de agente estressor. Quando o
estresse esta relacionado ao local de trabalho, é observado aumento no consumo alimentar nos
individuos sob tal condicdo [92]. Nos casos em que 0 agente estressor pode ser qualificado
como de exame ou avaliacdo e cirurgico, os resultados sdo mistos [93,94]. Em mulheres, foi
verificado aumento no consumo alimentar associado a elevagdo dos niveis plasméticos de
cortisol em resposta a um evento estressor [95]. Entretanto, os estudos em animais
experimentais sdo mais abundantes e dispde-se de mais evidencias. Ratos que passaram por
adrenalectomia apresentam anorexia que poOde ser revertida com a suplementagdo com
glicocorticoides [96]. Além do aumento do consumo alimentar, a suplementacdo também
promoveu preferéncia ao consumo de alimentos palataveis, quando oferecido dieta padrao de
biotério em associacdo com uma dieta hiperpalatavel [97]. Quando agonistas dos receptores de
glicocorticoides sdo administrados pela via intracerebroventricular em ratos, é observado
aumento do consumo alimentar e ganho de peso corporal [98,99]. No entanto, contrapondo-se
a esses achados, ha estudos demonstrando que o tratamento crénico com injecdes
intraperitoneal desses agonistas reduz o consumo alimentar e o peso corporal [100, 101]. E
como exemplo pratico, em humanos, é observado que individuos que apresentam depressdo
desencadeada por estresse cronica, apresentam sintomas como reducdo do consumo alimentar
[102].

Sob perspectiva do controle do balango energético em nivel central, varios componentes
do eixo HPA podem exercer influéncia sobre os peptideos hipotalamicos sendo refletido no
balanco energético. Um desses componentes € 0 CRH, expresso no nucleo paraventricular do
hipotdlamo (PVN), que comp8e um dos nlcleos ligados ao controle do balanco energético
[103]. Seus receptores, além de serem expressos neste nicleo, também séo expressos no nucleo
ventromedial (VMH), que também esta ligado ao controle do balango energético [103]. A
administracdo intracerebroventricular de CRH reduz o consumo alimentar em ratos [104], e
esse efeito anorético é atribuido a inibicdo da via orexigena do NPY. Ja foi demonstrado uma
inibicdo desta via em resposta a administracéo de agonistas dos receptores do CRH diretamente
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no PVN [105]. Quanto ao ACTH, também se dispde de evidencias que mostra sua funcéo sobre
0 PVN influenciando o comportamento alimentar. Quando administrado pela via
intracerebroventricular em ratos, 0 ACTH promove redugdo do consumo alimentar [106].
Adicionalmente, a injecdo de anticorpos para 0 ACTH diretamente no PVN, promove aumento
do consumo alimentar [107]. Em conjunto estes resultados mostram que a acdo do CRH e do
ACTH em nucleos hipotalamicos, como o PVN e VMH, sdo responsaveis pela supressao do
consumo alimentar observado durante o estresse agudo. E possivel que o efeito orexigeno dos

glicocorticoides estejam relacionados a inibi¢do da secrecdo do CRH e ACTH [104].

O componente final do eixo HPA, os glicocorticoides, liberados na circulagao sistémica
pelas adrenais, sdo capazes de chegar até a eminencia média, agirem sobre o0s receptores
nucleares de glicocorticoides hipotalamicos e influenciarem o balangco energético. De fato,
alguns estudos apontam para o efeito orexigeno dos glicocorticoides com influéncia sobre a
expressao dos peptideos hipotalamicos. A administracdo central de agonistas dos receptores de
glicocorticoides estimula a liberagdo de NPY no hipotalamo mediobasal em ratas, assim como
em cultura de neurdnios hipotalamicos [108]. Interessantemente, a influéncia dos
glicocorticoides sobre a expressdo de NPY ¢é oposta a do CRH, enquanto o primeiro promove
aumento, o segundo promove diminuicdo da expressdo. Sugere-se entdo, um mecanismo entre
esses dois hormdnios, onde no estresse agudo, a agdo inibitéria do CRH sobre a via do NPY
reduz o consumo alimentar, enquanto o estresse crénico, a acdo ativadora dos glicocorticoides
sobre a via do NPY, aumenta o consumo [105]. Ao que indica o estudo de Lee e colaboradores,
a expressdo do AgRP no hipotdlamo também é influenciada pelos glicocorticoides. A
administracdo central de antagonistas desses receptores inibe a expressao do AgRP no nucleo
arqueado (ARC) em resposta ao fastio [109]. Ademais, esse estudo também demonstrou que o
gene codificador do AgRP apresenta o elemento GRE em sua regido promotora. Isto leva a
compreender que a ativacdo dos receptores de glicocorticoides sdo suficientes para promover
um aumento na expressao desse gene [109]. Diferente do que acontece com o NPY, que por
ndo possuir o GRE na regido promotora, necessita da atuacdo de outros fatores transcricionais
em resposta a ativacdo dos receptores de glicocorticoides [109]. Em animais sob fastio, os
glicocorticoides foram apontados como de fundamental importancia para promover o balango
de peptideos hipotalamicos de modo a resultar no balanco energético positivo (aumento do
consumo alimentar e diminuicdo do gasto energético) [110]. No entanto, o tema ainda é
controverso, visto que alguns estudos ndo estdo em consonancia com as evidencias do

envolvimento dos glicocorticoides com o balango energético positivo. E 0 caso do estudo
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publicado por Savontaus e colaboradores, que ndo evidenciaram a necessidade da presenca de
glicocorticoides circulantes no balango de peptideos hipotalamicos em ratos sob fastio [111].
Além disso, também foi observado que ratos submetidos a injecdes intraperitoneal de agonistas
dos receptores de glicocorticoides apresentaram reducdo do consumo alimentar associado a
diminuigdo na expressdao do NPY e AgRP no hipotalamo [100]. Assim sendo, as rela¢Ges entre
os glicocorticoides com o controle do comportamento alimentar e possiveis mecanismos

envolvidos ainda sdo inconclusivas.

Assim como suas relagdes com o controle do balangco energético em nivel central, os
glicocorticoides também podem influenciar este sistema em nivel periférico. Tem sido
demonstrado que a ativagdo do eixo HPA em ratos aumenta a liberagédo de leptina pelo tecido
adiposo [112]. Em contrapartida, os glicocorticoides parecem diminuir a resposta a leptina. E o
que foi demonstrado em ratos adrenalectomizados que apresentam maior resposta aos efeitos
anoréticos da leptina, sendo esta resposta minimizada pela reposicao de glicocorticoides [52].
No hipotalamo, é encontrado uma grande densidade de receptores para leptina nos neurdnios
que fazem parte da via da melanocortina. A resposta anorética a agonistas dos receptores da
melanocortina foi exacerbada em ratos adrenalectomizados, enquanto que a reposicdo com
glicocorticoides promoveu uma reducdo nesta resposta [113]. Estes dados sugerem que
glicocorticoides promovem resisténcia a leptina, induzindo a uma diminuigdo na resposta da
via da melanocortina. A inducéo da resisténcia a leptina pode explicar por que em humanos a
administracdo crénica de glicocorticoides pode levar a aumento do consumo alimentar, apesar
dos elevados niveis de leptina [114]. A acdo e secrecdo da insulina também pode ser
influenciada pelos niveis circulantes de glicocorticoides. Em humanos, a administracdo de
agonistas dos receptores de glicocorticoides diminui a sensibilidade a insulina [115], que pode
ser evidenciado pelo aumento dos seus niveis plasmaticos [116]. E mesmo com o aumento dos
niveis de insulina, os elevados niveis de glicocorticoides, resultam em aumento do consumo
alimentar [117]. A grelina, também é outro sinal periférico que parece ser influenciado pelos
niveis circulantes de glicocorticoides. Ratos submetidos a varios tipos de estresse, como social
e de contengdo, por exemplo, apresentaram aumento nos niveis plasmaticos da grelina, que

estdo diretamente associadas ao aumento do consumo alimentar [118].

Com relacdo ao gasto energético, vale salientar o estudo de Smith e colaboradores, que
demonstraram que a infusdo de CRH em humanos resulta em aumento de cerca de 14% no
gasto energético em repouso [119]. Com relacdo aos glicocorticoides, os estudos também séo
controversos. Quando hidrocortisona, um agonista dos receptores de glicocorticoides, é
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infundido durante 16 e 60 horas em humanos, foi observado um aumento no gasto energético
[120]. Entretanto, outros estudos apontam que agonistas desses receptores ndo exercem
qualquer efeito sobre o gasto energético no repouso [121,122], ou mesmo, que teriam a
capacidade de reduzir esse gasto [123]. Ainda, é conveniente ressaltar que os niveis plasmaticos
de glicocorticoides promove aumento na expressao dos receptores NPY Y2 no tecido adiposo
abdominal. Neste tecido, o receptor NPY Y2, ao ser ativado, estimula angiogénese, proliferacao
e diferenciacdo de novos adipdcitos, sugerindo que por esta via, a ativacdo do eixo HPA,

promove aumento do estoque de gordura abdominal [124].

Apesar das evidencias por vezes contraditdrias, estando o eixo HPA envolvido com o
controle do balango energético, ndo é de se surpreender que algum tipo de disfuncgéo neste eixo,
pode levar a desequilibrio no balango energético, predispondo o individuo ao desenvolvimento
de sobrepeso e obesidade. Varios polimorfismos nos genes codificadores dos diferentes
componentes do eixo HPA estdo descritos na literatura, estando boa parte deles, associados ao
fendtipo de obesidade. Um polimorfismo no gene T255G, que codifica 0 CRH, esta associado
com aumento da secrecdo de glicocorticoides diurna, porém, nenhuma relagdo entre este
polimorfismo e obesidade foi documentado [125]. Em contrapartida, um polimorfismo raro no
exon 2 do gene codificador do POMC, um percussor do ACTH, resulta em insuficiéncia de
ACTH, que culmina num fendtipo de obesidade precoce [126]. Em nivel de metabolizacdo de
glicocorticoides, o polimorfismo do primeiro intron do gene codificador da enzima 11b-HSD
I1, esta associado com o aumento local dos niveis de glicocorticoides, principalmente em nivel
de tecido adiposo subcutaneo, que parece resultar em obesidade [127]. Similarmente, trés
distintos polimorfismos encontrados no gene codificador dos receptores de glicocorticoides tem
sido associado a obesidade visceral e aumento da razdo circunferéncia abdominal/quadril,

estando todos eles induzindo uma hipersensibilidade a glicocorticoides [128,129].

Diante das evidencias aqui expostas, sugere-se um forte envolvimento do eixo HPA, bem
como disfuncdes em alguns de seus componentes, com o balango energético e obesidade,
respectivamente. No entanto, esses registros na literatura, apesar de numerosos, ainda sdo
insuficientes para se chegar a uma conclusdo definitiva. Torna-se viavel assim, a formulagéo
de mais estudos, que possam documentar o envolvimento da cascata de componentes
pertencentes ao eixo HPA com o controle do balanco energético, e em caso de disfungdes, com

o desenvolvimento de obesidade e desordens metabdlicas.
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2.5-Ritmos circadianos:

A constante rotacdo da Terra envolta de seu proprio eixo e do sol gera mudancas ciclicas
com periodo de 24 horas de luz e escuro. Desde o surgimento da vida, esses periodos ciclicos
funcionam como forma de selegdo, contribuindo para o desenvolvimento de mecanismos
celulares que mantém os reldgios circadianos dos organismos. Esses reldgios circadianos
permitem a antecipacao de eventos diarios como a disponibilidade de alimento, probabilidade
de encontrar predadores, intensidade Iluminosa (para plantas), produzindo ciclos
comportamentais, fisiologicos e bioquimicos sincronizados com os eventos ambientais diarios,
que aperfeicoam a sobrevivéncia. Esta sincronizagdo € gerada pelos reldgios circadianos
enddgenos na dependéncia do tempo geofisico e persiste por um periodo de aproximadamente
24 horas mesmo na auséncia de sinais externos [130]. N&o surpreendentemente, a luz é o
principal “zeitgebers” (sincronizador) dos ritmos biologicos desde organismos unicelulares,
como cianobactérias, até os animais mais derivados, como os mamiferos, estando este sistema
circadiano amplamente distribuido na arvore filogenética. Diversos estudos tém revelado que
diferentes genes coordenam as oscilacfes moleculares, estes elementos genéticos, denominados
genes reldgios, constituem o mecanismo gerador da ritmicidade e parecem estar organizados
em uma autorregulacao por feedback em diversos tecidos e 6rgdos na maioria dos organismos
ja estudados [131].

Nos mamiferos, ha oscilagdes diarias em vérias fun¢des, como circulagdo de hormonios,
na funcdo cardiaca e circulatoria e no centro de controle da temperatura corporal. Nesses
animais, sugere-se que o sistema circadiano, com relacdo aos osciladores, estd organizado
hierarquicamente [132]. O Nucleo Supraquiasmatico (NSQ), localizado no hipotalamo e dorsal
ao quiasma oéptico, estd no topo desta hierarquia e exerce influéncia sobre a ritmicidade de
outros tecidos, que constituem os reldgios periféricos [133]. Entre todos os sinais capazes de
sincronizar exatamente em 24 horas 0 NSQ, o ciclo claro/escuro, denominado sinal fotico, é o
mais relevante. Através do trato retino-hipotaldmico (TRH) ha associagéo entre 0 NSQ e o ciclo
claro/escuro percebido pelos fotopigmentos da retina [134], coordenando os ritmos através de
vias neurais e hormonais que resultam na sincronizagdo dos osciladores periféricos [132], sendo

por isso chamado de light-entrainable oscillator- LEO [130].

O padréo circadiano observado nas atividades do NSQ e dos osciladores periféricos séo

resultantes também de um padréo circadiano na expressao do conjunto de genes, chamados de
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“genes relogios” residentes nestes tecidos. Dentre esses destacam-se 0 Clock, o Brian-muscle-
Arnt-like (Bmall), o Periodl (Perl), Period2 (Per2), Period3 (Per3), Cryptochromel (Cryl) e
Cryptochrome2 (Cry2). Muito dos produtos desses genes funcionam como fatores
transcricionais, que possuem os dominios PAS (Per-Arnt-Sim) e basic helixloop-helix (bHLH),
envolvidos respectivamente nas interagdes proteina—proteina e proteina-DNA [135]. As
proteinas codificadas pelos genes Clock e Bmall, CLOCK e BMAL1 formam heterodimeros
CLOCK:BMALL que sdo capazes de se ligar e ativar a transcricdo de genes que possuem o
elemento E-box (CACGTG) em suas regides promotora, que corresponde a uma regido com
uma sequencia especifica de bases nitrogenadas, que servem de reconhecimento para os fatores
transcricionais [136] (Figura 3). Esses elementos E-box estdo presentes nas regides promotoras
dos genes Per, Cry e dois genes receptores nucleares Rer-erba (reverse erythroblastosis virus
a) € Rora (retinoic acid receptor-related orphan receptor o). Desse modo, o CLOCK:BMALI1
ativa a transcricdo dos genes Period (Per1-3) e Cryptocrome (Cryl-2) [137,131] e dos genes
dos receptores nucleares Rer-erba. e Rora, estes ultimos acumulam-se durante o dia [138] que
sera visto mais adiante. As proteinas PER e CRY acumulam-se no citoplasma e formam homo
e heterodimeros via seus dominios PAS. A entrada deste heterodimero no ndcleo inibi a
transcricdo de seus proprios genes, Per e Cry, através de mecanismos envolvidos diretamente
com a desacetilacéo de histonas e outras modifica¢cdes na cromatina [136]. A expressao do gene
Clock se da constitutivamente no NSQ, ja a expressdo do gene Bmall apresenta variacdes no
decorrer do periodo circadiano [139]. Sendo assim, a expressdo ritmica do complexo ativador
transcricional CLOCK:BMALL1 é controlada via oscilagdes circadianas na transcricdo do gene
Bmall [140]. Este é controlado pelos produtos dos genes dos receptores orphan nuclear Rer-
erba e Rora. A proteina REV-ERBa ¢ translocada para dentro do nticleo e se liga ao elemento
ROR da regido promotora do gene Bmall inibindo a sua transcri¢cdo. Desaparecendo a REV-
ERBa durante a noite ha a liberagdo da inibi¢do da regido promotora, o elemento ROR desta é
agora ocupado pela proteina RORa que estimula a transcricao do gene Bmall reiniciando assim
0 préximo ciclo circadiano da expressao de genes [141,142]. Todos esses genes mencionados

apresentam um ritmo de 24 horas nas células, caracterizando assim, 0s ritmos circadianos [135].
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Figura 3: Funcionamento molecular dos ritmos circadianos. As proteinas CLOCK e BMALI formam
heterodimeros, CLOCK:BMAL1 que se ligam a elementos E-box ativando a transcricdo dos genes relégios Cry,
Per, e dos receptores nucleares Rev-erb e Ror. Enquanto as proteinas CRY e PER, ao formarem heterodimeros
CRY':PER reprimem a transcricdo dos genes portadores do E-box, incluindo seus proprios genes, as proteinas
REV-ERB e ROR agem sobre a expressdo do Bmall. Durante o ciclo claro, REV-ERB reprime a transcricéo,
enquanto ROR, no ciclo escura a ativa. A resultante é a oscilagdo diferencial da expressdo desses fatores
transcricional que, por sua vez, irdo influenciar a oscilagcdo na transcricdo de outros genes. Figura baseada em

informacGes de Hasting e colaboradores [137], e Panda e colaboradore [138].

As oscilacdes circadianas na expressdo dos genes reldgios coordenam a expressdo de
outro grupo de genes envolvidos com varias outras funcbes celulares num periodo de
aproximadamente 24 horas, sendo estes denominados de clock-controlled genes (CCGs), que
sdo genes controlados pelos relégios [143]. Este fendmeno pode acontecer por pelo menos dois
mecanismos; interacdo direta com o elemento E-box da regido promotora desses genes, e
através da regulacdo de outros CCGs que sdo, por sua vez, fatores transcricionais, como por
exemplo, o DBP [144] que controla a expressdo circadiana de varias enzimas digestivas no
figado requeridas para o metabolismo [132]. Estima-se assim, que cerca de 10% dos genes de
mamiferos sofram influencia do sistema de ritmicidade circadiana e apresentem uma variacao
ao longo do dia em suas expressdes [132]. Assim sendo, muitos sistemas bioldgicos refletem

esse padrdo de ritmicidade circadiana, € ndo surpreendentemente, dentre esses sistemas,



36

destacam-se os de interesse abordados aqui, como os ritmos do eixo HPA, bem como no

comportamento alimentar e controle do balango energético.

Os niveis plasmaticos de glicocorticides variam naturalmente ao longo do dia
apresentando seu pico um pouco antes e inicio da manha, e nadir no final do ciclo claro para os
animais diurnos, incluindo o homem [145]. O sistema de ritmos circadianos influencia
diretamente o eixo HPA por intermédio de conecgdes existentes entre 0 NSQ com 0s neuronios
CRH/AVP presentes no PVN [146]. Além disso, a inervagdo simpatica que ligam o NSQ a
glandula adrenal, quando ativada, promove maior responsividade desta ultima ao ACTH,
ditando a liberacdo ritmica de glicocorticoides [147]. Os glicocorticoides, por sua vez,
apresentam uma forte influencia sobre as oscilagdes periféricas constituindo um importante
exemplo de interacdo entre 0 NSQ e reldgios periféricos mediado por hormonios [148]. Esta
influencia foi demonstrada através da injecdo em ratos do agonista dos receptores de
glicocorticdide, a dexametasona, que resultou na mudanca de fase da ritmicidade circadiana em
tecidos periféricos como o figado [149]. Esse potencial sincronizador apresentado pelos
glicocorticoides pode ser explicado pela existéncia de elementos responsivos aos
glicocorticdides nas regides promotoras de alguns genes reldgios envolvidos na maquinaria
molecular da ritmicidade circadiana, como € o caso dos genes Perl e 2 que apresentam em suas
regides promotoras o elemento GRE, podendo culminar na ativagao transcricional dos mesmos
[150, 151] (Figura 4).
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Figura 4: Integracdo entre glicocortidides e ritmos circadianos. (1) O NSQ emite proje¢des para neurdnios CRH e
AVP no PVN ditando o ritmo de suas secre¢des. (2) Do NSQ também parte inervacdo simpatica até a adrenal,
tornando-a mais responsiva ao ACTH. Ambas comunicag¢des contribuem para os ritmos de secrecdo dos
glicocorticoides. (3) Estes, por sua vez, podem ligar-se aos elementos GRE encontrados nos genes reldgios Perl e
2, (4) influenciando a expressdo de alguns genes relégios. Os glicocorticoides podem agir como sinal humoral
capaz de sincronizar o NSQ com os relégios periféricos. Figuras baseadas em informagdes de Bao e colaboradores
[146], Kalsbeek e colaboradores [147], Balsalobre e colaboradores [149].

Um comportamento alimentar apropriado € essencial para a sobrevivéncia dos animais.
Este comportamento pode ser coordenado por uma variedade de condi¢cbes ambientais, tais
como ciclo claro/escuro e disponibilidade de alimento, além dos estados fisioldgicos internos,
como funcdes gastrintestinais e balango energético [152]. Alguns animais em determinados
momentos do dia podem se tornar presas em potencial. Em virtude disso, os animais herbivoros
adaptam seu comportamento de forrageio para os momentos do dia em que ha menor
probabilidade de encontrar predadores. Ja 0s animais carnivos, tem seu comportamento de
forrageio programado para os horarios onde ha maior disponibiliadade de presas [153]. Essa
capacidade de antecipar o periodo da refeicdo tem sido encontrada em uma grande variedade
de animais. Em experimentacao animal, este fendmeno é evidenciado quando a disponibilidade
de alimento é restrita para poucas horas por periodo do dia, e quando esse regime € mantido,
onde ratos exibem um conjunto de modificacbes comportamentais e fisioldgicas, horas antes
do momento da refeicdo [152], fenémeno atualmente conhecido como Atividade Antecipatoria
Alimentar — AAA (food-antecipatory activity) [154]. A AAA caracteriza-se pelo aumento do
comportamento exploratério e de forrageio [153], aumento da temperatura corporal, niveis de
glicocorticoides plasmaticos, motilidade gastrintestinal e atividade de enzimas digestivas, que
permanecem mesmo na ausencia de qualquer sincronizador externo [155]. Estas modificacGes
aperfeicoam a ingestéo alimentar e facilitam o uso dos nutrientes, levando a suposi¢do que um
reldgio sincronizado pelo alimento assegura que o organismo obtenha energia suficiente até

mesmo quando o alimento torna-se restrito [143].

O comportamento alimentar e o controle do balango energético € um bom exemplo de
funcao fisiologica que antecipa um acontecimento diério, assim, 0 organismo prepara-se em
antecipacdo a uma refeicdo, que na disponibilidade de alimentos, desenvolve ciclos de fome,
saciedade e saciacdo, evidenciando que o controle do comportamento alimentar € um sistema
passivel de regulacdo circadiana. De fato, as evidencias sdo muitas, e estudos apontam que

Vvarios dos sinais centrais e periféricos que regulam o balango energético, variam seus niveis em
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ciclos de aproximadamente 24 horas. A leptina, bem como seus receptores hipotalamicos,
apresentam uma variacao nas suas expressdes respeitando este mesmo ciclo [156]. Assim como
a insulina também apresenta suas variagOes didrias a depender dos niveis circulantes da
melatonina [157]. E ainda, a grelina, outro sinal periférico, apresenta na regido promotora de
seus genes o elemento E-box, apresentando por isso, uma expressdo circadiana [158]. Quanto
aos sinais centrais, 0s neuropeptideos orexigénicos e anorexigénicos, apresentam oscilacfes
num periodo de 24 horas em suas atividades. Assim como a grelina, o CART também apresenta
0 elemento e-box na regido promotora do gene que o codifica, tendo como consequencia uma
expressdo ritmica [159]. Os niveis de NPY apresentam um pico no inicio do ciclo escuro em
ratos, que antecipa o pico do consumo alimentar desses animais [160], e observacdo semelhante

é feita em relacdo ao AgRP [161].

A exemplo do desenvolvimento de sobrepeso e obesidade por mudancgas no turno de
trabalho e dessincronizacdo nos periodos de alimentacdo, observado na Sindrome do Comer
Noturno, pode-se inferir, que disfuncbes no sistema de geracao dos ritmos circadianos possam
estar envolvidas na etiologia da obesidade. Visto as evidencias do envolvimento dos ritmos
circadianos com o controle comportamento alimentar, sugere-se o desequilibrio no balanco
energético observado na obesidade, possam ocorrer em resposta a alteracdes em alguns dos
componentes envolvidos com os reldgios bioldgicos. De fato, alguns recentes estudos tem
apontado esta relacdo com o surgimento de relevantes evidencias, emergindo uma linha de

pesquisa cuja perpectiva é promissora.

2.5.1-Envolvimento dos ritmos circadianos e receptores Rev-erba com 0 metabolismo e

balanco energético:

Como mencionado anteriormente, dentre 0s componentes da maquinaria molecular dos
ritmos circadianos estd o gene do “orphan receptor nuclear” REV-ERBa. Inicialmente, este
receptor recebeu a classificacdo de “orphan receptor” pelo fato de ndo ter sido identificado seus
ligantes endogenos. Entretanto, hoje se sabe que o receptor Rev-erba, apresenta sitios de liga¢do
para pequenas moléculas, como o heme. A reducdo dos niveis celular desta molécula acarreta
reducdo da atividade do receptor REV-ERBa [162]. De um modo geral, é atribuida como
funcéo desses receptores, a de fator transcricional repressor. Ambos receptores, REV-ERBa e

B ndo apresentam a regido a-hélice C-terminal em seus dominios de ligacdo, tornando-os
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incapazes de ativar a expressao génica [163]. REV-ERBa reprime a expressdo de seus genes
alvo através do recrutamento do receptor nuclear co-repressor 1 (NCoR) e a classe de histonas
desacetilase 3 (HDAC3) para a regido promotora [164] (Figura 5). A agédo desses receptores
pode visar tanto mecanismos regulatorios dos relégios circadianos, como mecanismos, que ndo
regulam os relégios [165]. A primeira j& € bem descrita, trata-se da repressao da transcri¢do do
gene Bmall, contribuindo para o feedback transcricional translacional [141]. Ja a segunda,
inclue a acdo do REV-ERBa sobre o metabolismo dos lipideos [165], dos carboidratos [166],
entre outros. Provavelmente, essa agdo em mecanismos distintos é o que resulta em integracdo
entre o Sistema circadiano e o metabolism energético, que ¢ atribuida ao REV-ERBa. O gene
que codifica o Rev-erb apresenta em sua regido promotora o elemento RevDR-2, esta regido é
reconhecida por outros fatores transcricionais que também sdo receptores nucleares, como o
PPAR e o Rora ativando sua transcricdo. A depender das modifica¢fes pos translacionais da
proteina REV-ERB, pode formar homodimeros que reconhecem o elemento RevDR-2
reprimindo a transcricdo de seu préprio gene, ou na forma de monomeros que se ligam aos
elementos RevRE da regido promotora dos genes alvo [167] (Figura 5). Este ultimo elemento,
RevRE, também ¢é reconhecido pelo receptor nuclear PPAR, sugerindo que o Rev-erb pode
transduzir alguns efeitos fisiolégicos do PPAR, como a transcri¢do de seus genes alvo [168].

Gene Rev-erba
— B ]
RevDR-2

Genes alvo

MNINININININ

Figura 5: Acéo dos receptores REV-ERBa. (1) Podem agir como homodimeros ou monémeros. Como

homodimeros, agem reprimindo a transcricdo do préprio gene. (2) Como monémeros, agem em outros
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genes-alvo, (3) e ao se ligarem a eles, recrutam 0 NCoR1 e HDAC 3, reprimindo a transcrigdo dos

mesmos. Figura baseada em informagdes de Raspe e colaboradores [164].

A expressao da apolipoproteina apoA-1 no figado, principal constituinte das lipoproteinas
de alta densidade, HDL, é reprimida pelo Rev-erba em ratos [169]. O REV-ERBa também atua
reprimindo a transcri¢do do gene da apolipoproteina apoC-111 tanto em humanos como em ratos
[170]. A expressdo da apoC-111 vem sendo positivamente correlacionada com o risco de doencas
cardiovasculares e 0 REV-ERBa provavelmente atua como um fator determinante no risco de
arterosclerose [168]. In vivo, camundongos deficientes do gene Rev-erbo apresentaram
aumento na expressao hepatica da apoC-lll, triglicirideos e VLDL plasmaticos [171]. Tanto os
genes da apoA-I como apoC-lll tem suas expressdes influenciadas também pelo receptor
nuclear RORa, de modo que enquanto o Rev-erb reprime suas transcri¢bes, o Ror a estimula
[170]. Similarmente, 0 REV-ERB também reprime a transcricdo da enzima enoylCoA
hidratase/3-hidroxiacylCoA dehidrogenase involvida na B oxidagdo peroxissomal [172]. Por
outro lado, a arterosclerose também é caracterizada por um processo inflamatorio da parede
vascular, bem como a presenca de macrofagos. O receptor REV-ERBa é expresso tanto nas
células da parede vascular como nos macréfagos [173]. Em macréfagos humanos, a ativagédo
deste receptor reprime a transcrigdo do receptor Toll-like, que se liga a lipopolisacarideos,
diminuindo a producdo de citocinas em resposta aos niveis de lipopolisacarideos. Este resultado
evidencia a acdo anti-inflamatério dos receptores REV-ERBua. [165], e sugerem um impacto
positivo num possivel tratamento da arterosclerose. Na mesma linha, estudos apontam que o
receptor também atua como um regulador diminuindo os niveis do ativador de plasminogénio
1 (PAI-1), agindo portanto como um inibidor da cascata de fibrinolise que pode promover o

desenvolvimento de arterotrombose [174].

Além do metabolismo lipidico, 0 REV-ERBa, encontra-se envolvido com processos
fisiologicos dos adipdcitos, onde sua expressdo em pré-adipocitos 3T3L1 promove sua
diferenciacdo em adip6citos maduros e aumento do estoque de lipideos [165]. Este efeito do
Rev-erb sobre a adipogénese pode ser exacerbada pelo tratamento com ligantes do PPAR, de
modo que o Rev-erb tem sua expressdo aumentada e transduz algumas das func@es fisioldgicas
do PPAR por induzir a expressdo de alguns genes alvo deste ultimo [168]. Entretanto, ndo é
apenas o0 metabolismo lipidico que recebe influencias do receptor REV-ERBa, mas também o
da glicose. Yin e colaboradores demonstraram que a ativacdo do receptor Rev-erba promove
repressdo da expressdo do gene Pepck, que codifica a Pep-carboxilase, uma enzima
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mitocondrial que participa de uma das etapas da gliconeogénese, em células de hepatoma
humano. Embora os mecanismos sejam ainda desconhecidos, a repressdo deste gene sugere que
a ativacdo do receptor REV-ERB a seja capaz de modificar os niveis circulantes de glicose
plasmética ao longo do dia [166]. Em associacdo, foi demonstrado que o silenciamento dos
genes do Rev-erb o, através da utilizacdo de sondas siRNA, em cultura de células TC1-9
pancredticas de humanos, demonstrou uma reducdo na liberacdo de glucagon [176],

influenciando igualmente os niveis plasmaticos de glicose.

Frente a essas inter-relacdes, sugere-se que alteracGes na expressdo dos genes que
codificam esses receptores nucleares possam estar relacionadas as alteragdes metabdlicas.
Embora o mecanismo ainda ndo tenha sido elucidado, sugere-se que as inter-relagcdes entre
mudangas de turno na alimentacdo, sono com o ganho de peso resulte em parte de um
mecanismo alterado envolvendo estes receptores, visto que 0 mesmo também estd ligado
diretamente com os ritmos circadianos [168]. Nesse sentido, estudos ainda precisam ser feitos
na tentativa de melhor compreender as relagdes entre o sistema circadiano no tecido adiposo, a
sintese circadiana da leptina e de enzimas, da lipolise e liberacdo circadiana de acidos graxos
com os mecanismos envolvidos com o controle central da saciedade e consumo alimentar. Tais
alteracdes em vias metabolicas envolvendo o metabolismo dos lipideos e carboidratos pode
resultar em diversas desordens como obesidade, dislipidemia, resisténcia a insulina e
eventualmente diabetes tipo 2 e hipetensdo, que em conjunto caracterizam a sindrome
metabdlica. Alguns estudos epidemiolédgicos vém sendo publicados demonstrando uma relagéo
direta entre polimorfismos do gene codificador do receptor REV-ERBa ¢ fenotipo de obesidade
e sindrome metabdlica em adolescentes e adultos [177] bem como na populacdo espanhola

[178], norte americana e mediterranea [179].

Recentemente, em um estudo publicado por Solt e colaboradores (2012), a utilizacéo de
agonistas sintéticos para os receptores nucleares REV-ERBa e REV-ERB, SR9009 ¢ SR9011
respectivamente, administrados por via intraperitoneal, resultou em diminuicdo nos niveis de
expressao de genes lipogénicos e elevados niveis de enzimas responsaveis pela oxidagédo de
glicose e &cidos graxos e o transporte de acidos graxos no musculo esquelético. No tecido
adiposo branco, a expressdo dos genes associados ao estoque de lipideos no figado foi
comparavelmente reduzido, resultando em perda da massa gorda e melhorando o perfil
metabdlico com reducdo dos niveis plasmaticos de triglicerideos, colesterol total, glicose e
insulina em camundongos obesos. Adicionalmente, estes resultados foram acompanhados por

reducéo da atividade locomotora no ciclo escuro sem reducdo no consumo alimentar, sugerindo
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que estes efeitos benéficos sobre o peso corporal e perfil metabdlico estdo associado ao aumento
do consumo de oxigénio pelo metabolismo basal [180]. Entretanto, Woldt e colaboradores
demonstraram que camundongos portadores de deficiencia nos receptores REV-ERBa (Rev-
erba -/-) apresenta diminui¢do na capacidade muscular e portanto na eficiéncia da atividade
fisica e reducdo na funcdo e no conteddo de mitocondrias na fibra muscular. Em contrapartida,
a ativacdo farmacoldgica dos receptores REV-ERBa resulta em aumento da fungao e biogénese
mitocondrial no tecido muscular, bem como em melhora do rendimento da atividade fisica,
chegando a sugerir que a ativacdo destes receptores pode resultar em melhora nos processos de
metabolismo oxidativo mitocondrial e de capacidade fisica [181]. Em um estudo
epidemioldgico, Garaulet e colaboradores demonstraram uma relacao diretamente proporcional
entre polimorfismos no gene codificador do receptor nuclear REV-ERBa e fenotipo de
obesidade. Os autores deste estudo sugerem que este polimorfismo esteja mais relacionado com
alteracGes na capacidade e eficiéncia da atividade fisica que com o aumento do consumo
alimentar, embora a este polimorfismo, quando presentes em dois alelos, homozigotos, o alto
consumo de acidos graxos monoinsaturados ndo previna o aumento do IMC, oposto ao que
acontece com individuos portadores de apenas um alelo mutante do gene Rev-erba, ou

individuos ndo portadores de alelos mutantes [179].

Tomados juntos, todos estes estudos nos revelam fortes evidencias do envolvimento dos
receptores nucleares Rev-erba na fisiopatologia da obesidade, abrindo campo para uma nova
linha de pesquisa inter-disciplinar, a influencia dos ritmos circadianos sobre a génese da
obesidade. Embora alguns estudos mostrem o envolvimento destes receptores nucleares com o
metabolismo, pouco se sabe acerca de seu envolvimento e influencia sobre o controle do
balango energético presente no hipotdlamo. Torna-se necessario entdo, o desenvolvimento de
estudos cujo o objetivo inclua a analise dos efeitos da ativacdo central dos receptores REV-

ERBa e seus efeitos sobre o consumo e gasto energético.
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3.HIPOTESES:

A ativacdo dos receptores nucleares de glicocorticoides periféricos e centrais contribuem para
o0 balan¢o energético positivo, resultante do aumento do consumo alimentar e/ou diminui¢éo do

gasto energeético.

A ativacdo dos receptores nucleares RER-ERBa centrais contribue para o balango energético

negativo, resultante da diminui¢do do consumo alimentar e/ou aumento do gasto energético.

4.0BJETIVOS:

Avaliar os efeitos da utilizacdo de agonistas especificos para os receptores nucleares de
glicocorticoides e para os receptores RER-ERBa, sobre o comportamento alimentar e gasto

energético em ratos Wistar.

4.1- Objetivos especificos:

Avaliar os efeitos da administracdo de agonista dos receptores de glicocorticoides, sob

administragdo periférica e central, sobre;

O consumo alimentar a cada 4 horas no ciclo escuro,
Ponto de Saciedade com a Sequencia Comportamental de Saciedade,

Gasto energético induzido pela atividade locomotora e Parametros da atividade locomotora.
Avaliar os efeitos da administragdo central do agonista dos receptores REV-ERBa sobre,

A eficiéncia alimentar,
A temperatura corporal,
Tolerancia a glicose,
Tolerancia a insulina,

Gasto energético induzido pela atividade locomotora e Pardmetros da atividade locomotora.
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5.MATERIAIS E METODOS:

5.1-Animais:

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar Albinos, aos 60 dias de idade,
provenientes da coldnia do Departamento de Nutricdo — UFPE. Os animais foram transportados
para o biotério de experimentacdo do Departamento de Nutricdo — UFPE, onde passaram por
um periodo de quinze dias de adaptacao sob condic¢Ges padréo de biotério; com temperatura de
23°C % 1, ciclo claro-escuro invertido de 12/12 horas (escuro: 6:00h as 18:00h / claro: 18:00h
as 6:00h) e livre acesso a agua e a alimentacdo padréo de biotério (Valores com macronutrientes
na Tabela 1).

Os procedimentos realizados em animais experimentais estiveram de acordo com 0s
Principios Eticos de Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacio Animal (COBEA\). Este projeto foi julgado e aprovado pela Comissdo de Etica
em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Pernambuco (NUmero do processo: 23076.033268/2013-72 — Anexo 1).

Tabela 1: Relagdo de macronutrientes da ragao padrao de biotério (Presence rats and mice)

Macronutrientes (g/100g)
Proteinas 25,51
Carboidratos 53,59
Lipideos 4,25
Cinzas 7.6
Humidade 9,05
Kcal/100g 354,65

Analises realizadas pelo Laboratorio de Experimentagao e Analises de Alimentos- LEAAL
— Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

5.2- Procedimento Cirurgico — Estereotaxia:

Os animais que compuseram 0S grupos experimentais tratados com administracdo
intracerebroventricular (i.c.v.) passaram por um procedimento de implantacdo de cénulas no

ventriculo lateral através da cirurgia de estereotaxia. Como procedimento pré-operatério, 0s
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animais foram tratados, nas 24 horas prévias a cirurgia, com o analgésico paracetamol em gotas
oferecido na agua de beber. Passado esse periodo, os mesmos foram anestesiados com
Ketamina (60mg/Kg pc) e Cloridrato de Xilazina (7,5mg/Kg pc). Apoés ser verificado a perda
do reflexo ciliar, os animais foram posicionados no extereotaxico (EFF 331 — Estereotaxico |
torre, Insight), seguidos de incisdo no cranio para o implante unilateral de uma canula no
ventriculo lateral direito (Figura 6). Para tal, foram utilizadas as seguintes coordenadas
preestabelecidas seguindo o Atlas Estereotaxico Paxinos — Watson, 1997; coordenada Antero-
Posterior = -1, coordenada Latero-Lateral = -2 e coordenada Dorso-Ventral = -5. Uma vez a
canula introduzida, foi fixada com cola cirtrgica e acrilico. Durante o periodo pds-operatorio,
os animais foram mantidos com analgésico, paracetamol em gotas oferecidos na agua de beber
(2mg/100ml) por cinco dias e pentabiotico na dosagem de 10ul/100g (dosagem unica). O
periodo de recuperacdo pos-operatorio consistiu entre sete a dez dias onde os animais foram
mantidos em gaiolas individuais sob condi¢Ges padrdo de biotério. De modo a confirmar a
posicdo da canula no ventriculo lateral, utilizamo-nos o método descrito por Aja e
colaboradores 2006. Neste método, os animais ficam privados de dgua por uma hora. Passado
este periodo de tempo, aplica-se uma injecédo i.c.v. de angiotensina na dosagem de 10ng por
animal, em um volume de 5ul. A partir da injecdo, os animais passam por um periodo de 30
minutos com acesso ad libitum a d&gua. Em seguida, mensura-se 0s volumes de agua ingerido.
Nos casos em que o animal consumiu um volume igual ou superior a 5ml, considera-se que a
canula esta posicionada no ventriculo lateral [18]. Em amostra aleatoria de animais que
passaram pelo teste da Angiotensina Il, o posicionamento da canula também foi confirmado
através da andlise histolégica. A administragdo das drogas e veiculos foram realizadas por

intermédio de uma seringa de Hamilton com capacidade para 100ul.
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Figura 6: Cirurgia de Estereotaxia. As coordenadas cranio-caudal, latero-lateral e dorso-ventral sdo seguidas de
modo a ser encontrado o ventriculo lateral e ser inserida uma canula. Imagens retiradas do atlas estereotaxico

Paxinos e Watson.

5.3-Administracdo da droga:

Para atendermos aos objetivos da nossa primeira hipdtese, utilizamos um agonista
especifico para receptores de glicocorticoides, a Dexametasona Sodio Fosfato (Sigma-Aldrich),
que foi administrado por duas vias distintas. Em uma primeira etapa, um grupo de animais foi
tratado com injecdo intraperitoneal (i.p) e em uma segunda, outro grupo, foi tratado com injecao
intracerebroventricular (i.c.v). Para 0s objetivos da nossa segunda hipétese, utilizamos um
agonista especifico para o receptor nuclear REV-ERBa, GSK 4112 (Cayman Chemical
Company), também em duas vias distintas. Em uma primeira etapa, um grupo de animais foi
tratado com injecdo i.c.v do agonista, e em uma segunda, outro grupo foi tratado com injecao

via i.p. (Figura 7).

A Primeira Hipotese B Segunda Hipdtese
S >’
u a4
Agonista Receptores Glicocorticoides Agonista Receptores REV-ERBa
(Dexametasona) (GSK 4112)
i.p. (5mg/kg) [i.c.v. (10pg/Rato) ] [ i.c.v. 5ug e 10pg/Rato ] i.p. (10pg/Rato)
o 1h antes 1h antes
1hantes am IS Eficiéncia Alimentar Eficiéncia Alimentar
Consumo Alimentar Teste de tolerancia a glicose
. i i.cv. (10pg/Rato)
Sequencia Comportamental de Saciedade

1h antes

Atividade Locomotora L
Teste de tolerancia a glicose

Teste de tolerancia a insulina
Temperatura Corporal

Atividade Locomotora

Figura 7: Esquema do desenho experimental da administracdo dos agonistas. A) A primeira hipdtese do projeto os
objetivos incluiram o estudo com receptores nucleares de glicocorticoides. Os experimentos foram divididos em
duas etapas, a primeira, com administracéo via i.p. do agonista do receptor e a segunda, a administracdo i.c.v. B)
A segunda hip6tese os objetivos incluiram o estudo dos receptores REV-ERBa. Os experimentos também
seguiram duas etapas, a primeira com administracdo do agonista deste receptor via i.c.v., seguida de uma segunda

etapa com administracéo i.p. do mesmo.
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5.3.1-Administracdo do agonista dos receptores nucleares de glicocorticoides -

Dexamentazona:

Na administracdo i.p, a dexametasona foi aplicada numa dose de 5mg/kg do peso
corporal. A escolha da dosagem da droga foi baseada na evidéncia de que ela tem um potencial
de afetar o comportamento alimentar [19]. Os animais controles receberam o veiculo da droga,
que consistiu em solucdo salina. A administracdo de ambas, dexamentazona e salina, foi
realizada uma hora antes do inicio dos testes escolhidos para a avaliacdo do consumo e gasto
energético. Os testes comportamentais incluiram consumo alimentar a cada 4 horas no periodo
escuro, Sequencia Comportamental de Saciedade (SCS) e Atividade Locomotora (Campo
Aberto) (Figura 7A).

Na administracdo i.c.v, a dexametasona foi aplicada na dose de 10ug/Rato, em um
volume fixo de 5ul (Figura 7A). A escolha dessa dose foi baseada em publicagdo prévia que
demonstrou que a mesma € capaz de ativar células do ndcleo arqueado hipotalamico [20]. O
grupo controle recebeu o veiculo da droga, 0 aCSF, cuja constituicdo se assemelha ao do liquido
cefalorraquidiano (Tabela 2). De maneira similar ao grupo tratado, o controle recebeu um
volume fixo de 5ul por animal. A administragdo da dexamentazona e do aCSF foi realizada 30
minutos antes do inicio dos testes, que também incluem, como comportamentais, 0 consumo
alimentar a cada 4 horas no periodo escuro, Sequencia Comportamental de Saciedade (SCS) e

Atividade Locomotora (Campo Aberto).

5.3.1-Administracdo do agonista dos receptores nucleares REV-ERBa (GSK 4112):

Na administragéo i.c.v, o agonista foi aplicado inicialmente nas dosagens de 5ug/rato e
10ug/rato em volume fixo de 5ul. Optamos por essas duas doses pelo fato de ndo haver, até o
presente momento, registros na literatura que tenham administrado este agonista por via i.c.v.
ApoOs o primeiro teste, verificamos que a dose com maior potencial de influenciar o
comportamento alimentar foi a de 10pg/rato. Sendo assim, nos testes subsequentes, 0s grupos
tratados receberam a dose de 10ug. O grupo controle foi tratado com o veiculo da droga, que
consistiu em aCSF acrescido com 25% de DMSO, também em um volume fixo de 5ul. O

veiculo apresenta essa porcentagem de DMSO pelo fato do agonista ser insoldvel em agua. A
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administracdo do agonista e veiculo nos grupos experimentais ocorreram 1 hora antes do inicio
dos testes, que incluiram; Eficiéncia Alimentar, Teste de Tolerancia a Glicose, Teste de
Tolerancia a Insulina, Temperatura Retal, Atividade Locomotora (Campo Aberto) e registro

continuo da atividade (Figura 7B).

Embora 0 GSK 4112 apresente uma farmacocinética com baixa distribuicdo sistémica
[21], nds também administramos a dose de 10ug por via i.p. O fizemos, levando-se em
consideracao que a dose do agonista administrada por via i.c.v. poderia ultrapassar a barreira
hematoencefalica e se distribuir do encéfalo para a periferia. Havendo essa possibilidade, os
efeitos observados por n6s apos a administracdo i.c.v. do agonista, poderia ndo ser por acao
exclusivamente central, mas também periférica. O grupo controle recebeu o mesmo volume do
veiculo, gue também consiste em aCSF acrescido de 25% de DMSO. A droga ou veiculo foram
aplicados 1 hora antes do inicio do teste de Eficiéncia Alimentar e de Tolerancia a glicose
(Figura 7B).

Tabela 2: Composicdo do liquido cefalorraquidiano artificial (aCSF)

Composicéo Quantidades (mQ)
NaCl 866
KCI 22,4
CaCl2.2H20 20,6
MgCI2.6H20 16,3
NaHPO4.7H20 21,4
NaH2P0O4.H20 2,7

Proporgdes equivalentes a um volume de 50 ml.

5.4-Testes comportamentais:

5.4.1- Consumo alimentar:

Para testarmos o impacto do tratamento sobre o consumo alimentar, os ratos foram

mantidos em gaiolas individuais para medir o consumo alimentar em intervalos de 4 horas.
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Antes da administragdo i.p. da Dexametasona, o peso corporal foi obtido para o célculo da dose
da droga a ser aplicada. Apds as injecdes, 0s ratos tratados com a Dexametasona ou veiculo
tiveral livre acesso a quantidades de dieta previamente pesados. Os pesos das dietas foram
registrados as 6:00, 10:00, 14:00, 18:00 horas. O consumo alimentar foi obtido através da
subtracdo do peso da cota oferecida da dieta pelo peso da cota rejeitada com o auxilio de uma
balanca eletrénica com capacidade para 4 Kg e sensibilidade 0,19 (Marte, modelo S-4000). Os
valores foram expressos como consumo alimentar relativo [Consumo (gramas)/Peso corporal

(gramas) x 100].

5.4.2- Sequencia Comportamental de Saciedade (SCS):

A técnica de Sequéncia Comportamental de Saciedade, é um experimento que permite a
avaliacdo do ponto de saciedade. Para a sua realizacdo, os animais tratados com i.p e i.c.v. de
dexametasona ou veiculo foram mantidos em gaiolas individuais. As 4 horas prévias ao
experimento, os animais foram mantidos em jejum. Como mencionado, a depender do tipo de
via de administracdo, a droga foi aplicada em intervalos diferentes. Para a via i.p., as injegoes
foram aplicadas 1 hora antes do inicio do teste de SCS e para a via i.c.v., 30 minutos antes.
Passados este intervalo, foi ofertada uma cota de peso conhecido da dieta padréo de biotério, e
por um periodo de uma hora, 0 comportamento dos animais foi analisado quanto aos seguintes

parametros:

Tempo de laténcia: intervalo que compreende o tempo, em segundos, prévio ao inicio da
alimentacéo.

Tempo de alimentacdo: tempo, em segundos, em gque 0s animais passam se alimentando.
Tempo de limpeza: tempo, em segundos, em que 0s animais passam no comportamento de
limpeza.

Tempo de descanso: tempo, em segundos, em que 0s animais passam descansando e
dormindo.

Ponto de saciedade: ponto no tempo em que ha intersecdo entre as linhas referentes ao tempo
de alimentacdo com a do tempo de descanso.

Consumo alimentar relativo: diferenca entre a cota de dieta oferecida e a cota de dieta
rejeitada, dividida pelo peso corporal.

Taxa de alimentacao: relacdo entre o consumo alimentar relativo e o tempo de alimentagéo.
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5.4.3-Atividade Locomotora (Campo aberto):

5.4.3.1- Procedimentos

Para avaliar as consequéncias da ativacdo dos receptores nucleares de glicocorticoides
e RER-ERBa sobre 0 gasto energético e sobre o comportamento ansioso, foi realizado o teste
do campo aberto. O gasto energético é dividido em trés componentes: a taxa metabolica basal,
a producdo de calor induzida pela dieta e 0 gasto energético pela atividade fisica, que
compreende as calorias utilizadas para 0 movimento [22]. Neste estudo, o teste de atividade
locomotora no campo aberto foi realizado para avaliar o gasto energético durante a atividade
fisica seguindo 0 método descrito por Aragdo et al., (2011) e Silva et al., (2016) [23,24]. Neste
método, as calorias gastas pelo animal sdo calculadas a partir de valores de energia cinética
obtidos a partir de parametros de locomocao (Aragéo et al., 2011; Silvaetal., 2016). A atividade
fisica ja foi usada por outros autores como um indicador de gasto energético em ratos tratados
com sibutramina [25]. No atual estudo, os ratos foram colocados no centro de um campo e seu
livre movimento foi registrado por um aparelho de monitoramento por 5 minutos, um intervalo
de tempo bem aceito entre os autores [25]. Ainda, o teste de campo aberto nos permite analisar
0 comportamento ansioso, atraves da avaliacdo do tempo em que 0s animais passam nas trés
areas do campo [26]. Ratos, apresentam um comportamento denominado de tigmotatismo, que
corresponde a andar proximo a paredes. O aumento ou diminui¢do no tempo de permanéncia
na area central do campo aberto relaciona-se, respectivamente, com diminui¢éo ou aumento dos
niveis de ansiedade [27]. Na troca dos animais, o campo foi limpo com solucdo de &lcool a
10%, e o etil vinil acetato (EVA) trocado, para eliminar odores que possam interferir no

comportamento do animal seguinte.

5.4.3.2- Sistema de captacgdo de imagens:

O campo aberto circular utilizado, é delimitado por paredes de 30 cm de altura, com
superficies internas de cor preta e superficie de EVA, também preta, com objetivo de facilitar

a locomoc¢do do animal e proporcionar um maior contraste com este (Figura 8A e B). A
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monitoracdo do movimento do rato ocorreu através de imagens digitais capturados sob luz

infravermelha.

No teto da sala, acima do centro do campo aberto, foi fixada uma cémera digital
(VTR®6638 — CCTV System) que filma o animal enquanto este se movimenta (Figura 8C).
Sua distancia do local de fixacdo até o solo do campo é de 2,40 m. A cdmera possui sensor de
infravermelho e um LED de iluminacgdo. Apresenta resolucao de 420 linhas, velocidade entre
1/60 e 1/100 s, e sua sensibilidade permite registrar imagens com iluminagdo minima, até 0,1

lux. A camera foi acoplada ao computador através de placa de captura.

Figura 8: Esquema do método de atividade locomotora. (A) Vista superior do campo aberto em ambiente claro;
(B) Imagem do rato no campo; (C) Representagdo esquematica do sistema de monitoramento no campo aberto;
(D) Cémera de captura das imagens dos animais.

Através de um software de captura, o filme é enviado ao computador no qual possui
uma taxa de captura de 30 quadros por segundo, tendo o video 240 pixels de altura e 320 pixels
de comprimento (Figura 8D). Os videos foram salvos no formato AVI, sendo posteriormente

divididos em quadros, para anélise. No software Paint®, € confeccionado uma méscara com o
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objetivo de isolar a imagem do animal no campo dos objetos ao redor. A analise das imagens
obtidas a partir de cada video é feita através de uma plataforma de software em MATLAB.
Através de uma interface, o avaliador introduz dados para registro do animal e informacdes que

seriam utilizadas para analise dos quadros.

Devido a diferenca de cor entre o campo aberto e 0 animal, o programa utiliza o
reconhecimento da intensidade de pixels para estabelecer todos os pontos que formam a
imagem do animal, determinando seu ponto médio. Este ponto passa a representar o animal.
Dentro do campo aberto, a anélise da atividade locomotora ¢é avaliada através das seguintes
variaveis:

- Distancia percorrida (m): corresponde ao somatorio de todos os deslocamentos realizado

pelo animal;

- Velocidade média (m/s): relacdo do deslocamento total pelo tempo em que o animal
permanece em movimento. Formula: AS/AT, onde AS corresponde ao deslocamento total em

metros, e AT € o tempo total de andlise menos o tempo de imobilizacdo em segundos.

- Poténcia média (mW): poténcia produzida durante o periodo de deslocamento. Formula:
mV?/AT, onde m corresponde a massa do animal em gramas, V é a velocidade média em

metros/segundos, ¢ AT a analise total do tempo menos o tempo ocioso em segundos.
- Tempo imdvel (s): tempo total que o animal permanece imovel no campo aberto.
- NUmero de paradas: numero total de paradas realizadas no campo.

- Tempo de permanéncia nas areas (s): 0 campo aberto € dividido, virtualmente, em trés areas
(central, intermediaria e periférica). Sendo determinado o tempo total de permanéncia dos

animais nessas areas.

- Relacdo tempo de imobilidade/nimero de paradas (s): relacdo entre o tempo total que o

animal permanece imoével no campo aberto e o nimero total de paradas.

- Energia gasta: refere-se ao gasto de energia cinética, cuja formula é m.V2/2, onde m é a
massa corporal e V a velocidade média. Trata-se da energia que o animal gasta com sua

atividade realizada no campo aberto durante os 5 minutos que ele permaneceu no campo.

5.5-Eficiéncia Alimentar:
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A eficiéncia alimentar é a habilidade do organismo de converter as calorias consumidas em
composicdo corporal. Para calcula-la, dois parametros sdo importantes, o consumo alimentar e
0 ganho de massa corporal. Para isso, faz-se necessario o registro do peso corporal antes e
depois da mensuragdo do consumo alimentar. No atual estudo, este teste foi planejado para
avaliarmos o consumo alimentar, ganho de massa corporal e eficiéncia alimentar nos grupos
tratados com o agonista dos receptores REV-ERBa e veiculo. Como mencionado em nossa
segunda hipotese, a ativacao desses receptores pode reduzir o consumo alimentar e o0 ganho de
massa corporal. Baseado nesta hip6tese, optamos por fazer o teste de eficiéncia alimentar ap6s
jejum de 24h, de modo a testarmos o potencial anorético da atividade do receptor. Assim sendo,
o teste de Eficiéncia Alimentar foi realizado da seguinte maneira; uma hora antes do inicio do
periodo escuro iniciou o jejum dos animais, apos 24 horas, a droga ou veiculo foi administrada,
0 peso corporal foi registrado (peso corporal no momento da aplicacdo da droga) e uma
quantidade conhecida de dieta foi ofertada aos ratos. O consumo alimentar foi mensurado nos
intervalos de 1, 2, 4 e 24 horas (Figura 9). Neste ultimo intervalo de tempo, o peso corporal
também foi mensurado. Com este protocolo, foi possivel obter os resultados de consumo
alimentar relativo culmulativo nos intervalos de 1, 2, 4 e 24 horas, ganho de massa corporal
(subtracdo do peso corporal 24 horas apés a aplicacdo da droga pelo peso corporal no momento

da aplicacdo da mesma) e eficiéncia alimentar (ganho de massa corporal dividido pelo consumo

alimentar).
1h antes do Consumo Alimentar
periodo e curo 1h 2h ah 24ah
‘_1_\ | |
\f
{ J
- - Aplicagdo da droga Peso corporal

nicio do jejum 24h de jejum Peso corporal
Oferta da dieta

Periodo claro Periodo escuro Periodo claro Periodo escuro Periodo claro Periodo escuro

Figura 9: Esquema do teste de Eficiéncia Alimentar.

5.6-Temperatura Corporal:
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A afericdo da temperatura corporal dos ratos foi realizada pela via retal com o auxilio de
um termémetro digital veterinario de alta precisdo (Vet Thermometer) lubrificado com dleo
mineral. O protocolo seguido para este teste, foi 0 mesmo utilizado no teste da Eficiéncia
Alimentar. Optamos por segui-lo de modo a verificarmos a termogénese em resposta ao
tratamento sob as mesmas condi¢6es em que foram avaliadas a o consumo e a eficiéncia
alimentar. Os animais passaram por um periodo de 24 horas em jejum, em seguida,
administramos a droga e registramos as temperaturas basal e nos subsequentes intervalos de 1,
2, 3 e 4 horas. Os valores foram expressos em variacao de temperatura em relacdo ao valor

basal (ATemperatura).

5.7-Teste de Tolerancia a Glicose e Teste de Tolerancia a Insulina:

Para a realizacdo dos testes de tolerancia a glicose e tolerancia a insulina, os ratos
passaram por um periodo prévio de jejum de 12 horas. Uma hora antes do inicio do teste, ou
seja, ap6s 11 horas em jejum, 0s animais pertencentes aos grupos experimentais receberam a
aplicacdo do agonista ou veiculo e foi aguardado mais 1 hora para o inicio do teste, completando
assim as 12 horas de jejum. Para o teste de tolerancia a glicose, a glicemia basal (no tempo 0)
foi obtida em amostra de sangue coletada por um pequeno corte na cauda dos animais. Em
seguida, foi administrada por via i.p. solucdo de glicose a 50% na dose de 1mg/g de peso
corporal. Nos subsequentes intervalos de 15, 30, 45, 60 e 120 minutos, a glicemia foi
acompanhada. No teste de tolerancia a insulina, a glicemia basal também foi coletada seguida
de administracéo por via i.p de solucdo de insulina na dose de 0,75 mU (34,125ng) /g de peso
corporal. A glicemia também foi acompanhada nos intervalos de 15, 30, 45, 60 e 120 minutos
apos a administracdo da insulina. As medidas da glicemia foram realizadas com o auxilio de
um glicosimetro Accu-check Performa (Roche). Em ambos os testes, a area sob a curva de
glicemia foi obtida pelos valores de glicose no sangue nos intervalos analisados usando o

método trapezoidal [28].

5.8-Registro continuo da atividade locomotora:

Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais. Acima 15 centimetros da gaiola, um sensor de

movimento infravermelho foi posicionado, de modo a captar movimento em qualquer ponto da
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gaiola (Figura 10A). O sensor ficava ativo no momento em que o animal iniciava 0 movimento
e ficava inativo quando o animal encerrava 0 movimento. Assim, 0 sensor registrou o tempo,
em segundos, em que o0 animal permanecia ativo. O sensor esteve acoplado ao computador por
intermédio de uma placa (Figura 10B e C). No computador, um programa fornecia os registros
do sensor que correspondia ao tempo em que 0s animais permaneceram ativos (Figura 10D).
Nele, também era possivel escolher a amostragem de tempo. No atual estudo, optamos por
expressar esses resultados em intervalos de tempo de 60 minutos. Foi contabilizado, entdo, a
quantidade de segundos, dentro dos intervalos de 60 minutos, em que o animal esteve se
movimentando. Assim, nossos resultados foram expressos como uma série temporal com

intervalos de 60 minutos algumas horas antes e ap6s a administracao do agonista ou veiculo.

Os experimentos realizados com sensores de movimento foram baseados nos realizados
no laboratorio de Cronobiologia da UFRN sob orientacdo do Professor Doutor John Fontenele

Araujo [80]. O software foi criado pelo fisico Doutor José Borba da silva Junior.

Figura 10: Sistema de registro continuo da atividade lococmotora. (A) o sensor de movimento foi instalado a cerca
de 15 cm de altura da gaiola. (B) o sensor foi acoplado ao computador por uma placa. (C) Um programa de
computador foi utilizado para extrair o registro em tempo de movimento do rato. (D) Como resultado, foi obtida
uma série continua do tempo em que 0s animais estiveram ativos.
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6. ANALISES ESTATISTICAS:

Os dados foram avaliados quanto a distribuicdo por trés testes de Normalidade, o Kolmogorov-
sminorv, D’ Agostino e Shapiro-Wilk. Realizamos o0 ANOVA two away para as analises de
consumo alimentar a cada 4 horas, consumo alimentar cumulativo da eficiéncia alimentar,
temperature corporal e testes de tolerancia a glicose e insulina. O ANOVA one way foi ealizado
nas analyses de eficiéncia alimentar quando realizado com tres grupos (agonista 5ug, 10ug e
veiculo). O teste t Student nao pareado foi realizado nas analises dos parametros do campo
aberto, registro continuo da atividade locomotora, da sequencia comportamental de saciedade
e da area sob a curva nos testes de tolerancia a glicose e a insulina. Para os dados que nédo
apresentaram distribuicdo normal, foi realizado o teste de Mann-Whitney. Os valores foram
expressos em média £ EP. Um valor de P <0,05 foi considerado significativo. Gréaficos e

estatisticas foram gerados pelo GraphPad Prism 5.
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7-RESULTADOS:

Deste projeto, resultou dois artigos originais:

Artigo 1: Peripheral and central glucocorticoid signaling contributes to positive energy

balance in rats.

Artigo 2: The central activation of the nuclear receptors REV-ERBa affects the energetic

balance in a manner dependent on the energetic state of the organism.

7.1- Artigo 1: Peripheral and central glucocorticoid signaling contributes to positive

energy balance in rats.

Esse primeiro artigo original resultou do estudo da nossa primeira hipotese; “A ativagdo dos
receptores nucleares de glicocorticoides hipotalamicos e periféricos contribuem para o balango
energético positivo, resultante do aumento do consumo alimentar e/ou diminuicdo do gasto
energético”. Neste artigo, tivemos como objetivo avaliar o consumo e o gasto energético de
ratos tratados com inje¢des i.p ou i.c.v. do agonista dos receptores de glicocorticoides. Embora
hajam relatos na literatura evidenciando a influencia dos glicocorticoides sobre o balanco
energético, eles sdo contraditdrios, impossibilitando a chegada de conclusdes mais sélidas.
Inicialmente, nds administramos por via i.p a dexametasona em ratos wistar, e avaliamos suas
repercussoes sobre o consumo alimentar, sequencia comportamental de saciedade e atividade
locomotora. Observamos que 0s animais tratados com o agonista apresentaram aumento do
consumo alimentar, sem alteracbes no ponto de saciedade, e reducdo do gasto energético
induzido pela atividade fisica. Esses resultados sdo indicativos de que a agdo periférica dos
glicocortic6ides promovem um balango energético positivo. De modo a analisarmos a a¢do da
dexametasona sobre um dos centros do controle do balanco energético, o hipotélamo,
realizamos a administracdo por via i.c.v. e avaliamos 0s animais com 0S mesmos testes
anteriores. Similarmente a administracdo i.p. identificamos aumento do consumo alimentar,
retardo do ponto de saciedade e reducdo do gasto energético. Frente a esses resultados,
aceitamos nossa hipltese, de que a ativacdo periférica e central dos receptores de
glicocorticoides, de fato, contribuem para o balanco energético positivo. Esse artigo foi

submetido e aceito pela revista Hormones and Metabolism Research (carta de aceite Anexoll).
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post-Graduation in Neuropsychiatry and Behavioral Sciences, Health Sciences Center,
Federal University of Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

7.1.2 - Abstract

The obesity epidemic has been the target of several studies to understand its etiology. The
pathophysiological processes that take to obesity generally relate to the rupture of energy
balance. This imbalance can result from environmental and/or endogenous events. Among the
endogenous events, the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, which promotes stress response
via glucocorticoid activity, is considered a modulator of energy balance. However, it remains
controversial whether the increase in plasma levels of glucocorticoids results in a positive or
negative energy balance. Furthermore, there are no studies comparing different routes of
administration of glucocorticoids in this context. Here, we investigate the effects of
intraperitoneal (i.p.) or intracerebroventricular (i.c.v.) administration of a specific agonist for
glucocorticoid receptors on food intake and energy expenditure in rats. 60-day old rats were
treated with i.p. or i.c.v. dexamethasone. Food intake and satiety were evaluated, as well as
locomotor activity in order to determine energy expenditure. Both i.p. and i.c.v. dexamethasone
increased food intake and decreased energy expenditure. Moreover, i.c.v. dexamethasone
delayed the onset of satiety. Together, these results confirm that central glucocorticoid signaling
promotes a positive energy balance and supports the role of the glucocorticoid system as the
underlying cause of psychological stress-induced obesity.

Keywords: hypothalamic-pituitary-adrenal axis, dexamethasone, food intake, energy

expenditure
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7.1.3 - Introduction

Obesity and its related metabolic diseases, such as type 2 diabetes and dyslipidemia, are
the most important public health concerns worldwide [1]. The development of obesity is
directly associated with a chronic positive energy balance (EB) [2]. EB consists of a metabolic
state, accurately regulated day after day, defending equilibrium between food intake (FI) and
energy expenditure (EE). When caloric intake overcomes EE, there is a positive EB that, if
maintained chronically, leads to obesity [3]. This balance is regulated by integrating peripheral
nutritional cues informing the energy status to the brain. Playing a critical role in this regulation
is the hypothalamic arcuate nucleus (ARC), a region devoid of a blood-brain barrier [4] that is
highly accessible to the peripheral nutrient and hormone signals related to EB. The ARC
possesses two populations of primary neurons [4], ones expressing the neuropeptides pro-
opiomelanocortin (POMC) and cocaine- and amphetamine-regulated transcript(CART) that
inhibit FI and increase EE [5], and others expressing the neuropeptide Y (NPY) and agouti-
related peptide (AgRP), which in contrast stimulate FI and decrease EE [6,7].

The hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis is a regulatory hormone release system
that controls circulating levels of glucocorticoids (GCs). Under stressful conditions, the HPA
axis stimulates corticotropin-releasing hormone (CRH) release in the paraventricular nucleus
(PVN) of the hypothalamus [8], leading to adrenocorticotropic hormone (ACTH) secretion in
the pituitary gland [9], and finally to rapid GC production in the adrenal gland and secretion
into the circulation [10]. GC effects are mediated by glucocorticoid receptors (GRs), which are
widely distributed throughout the body, including both peripheral and central tissues [11]. Once
GCs bind to the cytosolic GRs, this ligand-receptor complex is translocated into the nucleus,
where it recognizes and binds to the GC response element [12]. Acting as transcriptional factors,
GCs influence the expression of several genes including neuropeptides regulating appetite in
the ARC [13].

There is wide evidence that the HPA axis regulates EB. Thus, adrenalectomized animals
develop anorexia, an event that can be reversed by supplementation with GCs [14]. This
treatment also induced preference for consuming hyperpalatable foods [15]. Moreover, the
central administration of GR agonists stimulates the release of orexigenic peptides in the
hypothalamus [16]. Clinical observations also support the association between GCs and food
consumption, as observed in Cushing's syndrome, which is characterized by hypersecretion of

GCs, consequent increase in food consumption and abdominal fat accumulation [17]. However,
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others have shown that chronic treatment with i.p. GCs reduces FI and body weight (BW)
[18,19].

These data clearly show that GCs are able to influence EB, which is critically regulated
in the hypothalamus.To our knowledge, there are no reports in the literature comparing the
effects of peripheral and central administration of GCs on EB. Furthermore, most published
studies have examined the involvement of GCs only on FI. Thus, the present study was designed
to compare the effects of central and peripheral glucocorticoid on EB. In particular, we
investigated the effects of i.c.vand i.p. GCs administration on feeding behavior and EE by using

the behavioral satiety sequence method and by measuring locomotor activity, respectively.
7.1.4 - Materials and methods
7.1.4.1 - Animals

Experiments were performed following the recommendations of the Brazilian Committee
for Animal Experimentation (COBEA) after approval from the Ethical Committee on Animal
Experiments of the Center for Biological Sciences, Federal University of Pernambuco
(processing number: 23076.033268/2013-72).

60-day old male Wistar rats from the Department of Nutrition of the Federal University
of Pernambuco were used. The rats were kept at 23 £ 1°C with a 12-h light-dark cycle (light
off at 6am. Animals had free access to water and chow (Table 1). All experiments were

performed during the dark phase.
7.1.4.2 - Intracerebroventricular (i.c.v.) surgery

Rats were anesthetized with intramuscular ketamine (60mg/kg) and xylazine (7.5 mg/kg),
and placed on a stereotactic apparatus (EFF 331-1 stereotactic tower, Insight) followed by
incision of the skull for the unilateral implantation of a cannula in the right lateral ventricle
(anteroposterior: -1.0 mm relative to Bregma; lateral: -2.0 mm relative to Bregma; dorsoventral:
-5.0 mm below the skull, according to the stereotactic Atlas of Paxinos and Watson). After
surgery, animals were kept under postoperative analgesia (paracetamol in drinking water,
2mg/100 mL) for five days and pentabiotics (10uL/100g, single dose). The position of the
cannula into the lateral ventricle was confirmed by the Angiotensin-11 method, as in Aja et al.
[20]. At the end of the experiments, the right position was additionally confirmed by

histological analysis.

7.1.4.3 - Drug administration
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Experimental groups were matched based on their BW (see supplementary Fig. S1). The
latter was not followed up after the application of the drug. Animals received single doses of
the specific GR agonist, dexamethasone sodium phosphate (Dex; Sigma, USA), via i.p. (5
mg/kg) or i.c.v. (10 pg/rat in 5uL), dissolved in saline or artificial cerebrospinal fluid (aCSF),
respectively. Their controls received an equivalent drug-free volume of vehicle. i.p., and i.c.v.
injections were performed 1h (5:00 am) and 30 min (5:30am) before the experimental tests,
respectively. In order to calculate the drug amount to be injected (i.p.), BW was measured using
an electronic scale (Marte, S-4000 model). i.c.v. injections were performed using a Hamilton
syringe with a capacity of 100uL. The i.c.v. dose (10 pug) was selected from a previous report
showing that this drug amount is able to activate hypothalamic cells in the ARC [21]. The i.p.
dose (5 mg/kg) has been shown to affect feeding behavior [22].

7.1.4.4 - Behavioral Assessment
7.1.4.5 - Relative food intake

Rats with 7-days of surgery recovery (i.c.v. treatment) and i.p. rats were housed
individually in order to measure FI at intervals of 4 h. For the i.p. administration, BW was
measured immediately before the experiment in order to calculate the Dex dose to be injected.
After injections (6:00 am), treated and vehicle rats had free access to a pre-weighed amounts of
diet during the experiment. Food weight was recorded at 6:00 am, 10:00 am, 2:00 pm and 6:00
pm. Fl was calculated by subtracting final food weight from initial food weight for each period
of 4 h.

7.1.4.6 - Behavioural Satiety Sequence (BSS)

4-hfasted rats were placed in individual cages. After drug administration, food was
offered and behavioral parameters were analyzed for 1 h in periods of 5 min as follows: latency
to eat (time in seconds to begin eating after food presentation), meal duration (time in seconds
that animals spend feeding), grooming (time in seconds that animals spend in body care
movements with the mouth or forelimbs), resting (time in seconds that animals spend sitting or
lying in a resting position or sleeping), satiety point (point in time of the intersection between
the meal duration and resting), relative food consumption and feeding rate (relative food

consumption/meal duration).

7.1.4.7 - Locomotor activity
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Total EE is divided into 3 components: basal metabolic rate, diet-induced heat production
and physical activity-induced EE (PAEE), which comprises the calories used for movement
[23]. Here, we carried out analysis of locomotor activity in order to determine PAEE following
the method described by Aragéo et al., (2012) and Silva et al., (2016) [24,25]. In this method,
the calories expended by the animal are calculated from Kkinetic energy values obtained from
locomotion parameters [24,25]. Physical activity has been already used by other authors as an
indicator of EE in sibutramine—treated rats. Thus, rats were placed in the center of a field and
their free movement was recorded by a monitoring apparatus for 5 minutes (Open field), a well-
accepted interval time among the authors [26]. The analysis of locomotor activity was carried
out by measuring the following variables: Distance traveled (m), Rotational displacement (m),
Average speed (m/s), Average potency (mW), Time immobile (s), Number of stops, Time
immobile/number of stops (s), corresponds to the ratio between the time immobile and the total
number of stops. Considering that Dex can induce anxiety and therefore reduce locomotor
activity, which can confound an anxiety estate with reduced EE, the Length of stay in different
areas of the field (central, intermediate, or peripheral area) was evaluated. The length of stay in

such areas is usually used to assess anxiety levels [26].
7.1.5 - Data Analysis

Data are presented as means + SE. A two-way ANOVA (drug and time as factors) was
performed for comparing FI at different times between groups followed by Bonferroni’s post
hoc test. Unpaired Student’s t tests and the Mann—Whitney rank sum tests, when normal
distribution was not satisfied, were performed for comparison of behavioral satiety sequence
and parameters of locomotor activity among defined groups according to the treatment used
(i.p. ori.c.v.). AP value <0.05 was considered significant. Graphsand statistics were generated
by GraphPad Prism 5.

7.1.6 - Results
7.1.6.1 - Relative food intake

A significant increase in FI was observed in animals treated with i.p. Dex (Fig. 1A and
1B). Compared with the vehicle group, i.p. Dex rats exhibited a relative FI peak 4 h (10:00 am)
after injection (Fig. 1A). There was no difference in Fl in the remaining timepoints analyzed
(Fig. 1A). The 12h cumulative FI was higher in the i.p. Dex group than in the vehicle group
(Fig. 1B).
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In animals treated with i.c.v. Dex, we also identified an effect on FI (Fig. 1C and 1D).
Similarly to the group that received i.p. Dex, animals that received i.c.v. Dex showed an
increase in Fl at 10:00 am compared to the vehicle group (Fig. 1C). The cumulative FI after 12

h of i.c.v. Dex (Fig. 1D) reproduced what was observed in i.p. Dex rats (Fig. 1B).
7.1.6.2 - Parameters of feeding behavior

BSS was performed in order to verify the satiety point after treatment with Dex. Thus,
meal duration, grooming and resting were quantified. The administration of i.p. Dex did not
alter the satiety point in this group.Thesatiety point appears at period 6 (vertical line) in both
vehicle and treated groups (Fig. 2A and 2B). For the entire test of BSS, there was no difference
between treated and vehicle groups with regards to meal duration, grooming and resting, as
well as the latency to eat (Table 1). Furthermore, there was no difference in relative FI (Fig.

2C) and feeding rate (Fig. 2D) between Dex and vehicle groups.

In contrast, i.c.v. Dex administration resulted in a delayed satiety point, as shown by the
intersection between the lines of meal duration and resting (vertical line) at period 6 for the
vehicle group, while it extended beyond period 7 in the i.c.v. Dex group (Fig. 2E and 2F). The
latter is due to an increase in meal duration and a decrease in resting duration in the treated
group compared to the control group (Table 1). Neither the latency to eat nor grooming were
affected by the treatment. However, there was an increase in relative Fl in the group treated
with Dex compared with the control group (Fig. 2G). The group treated with Dex showed an
increase in feeding rate compared to the control group; however, this increase was not

significant (Fig. 2H).
7.1.6.3 - Parameters of locomotor activity

The locomotor activity test was performed to evaluate the EE of the animals after the
central and peripheral administration of Dex. The i.p. Dex group showed lower EE than the
control group (Figure 3A). This reduction was associated with a reduction in average potency
(Fig. 3B), distance traveled (Fig. 3C) and time immobile (Fig. 3F). Peripheral administration of
Dex also increased the rotational displacement (Fig. 3D). The parameters of average speed (Fig.
3E), number of stops (Fig. 3G) and time immobile/number stops (Fig. 3H) did not differ
between groups. The analysis of the length of stay in central, intermediate, and peripheral areas
of the open field (Table 2), which are markers of anxiety, showed that there was no difference

between Dex and control groups.
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Central administration of Dex practically reproduced the effects of peripheral Dex, which
was evidenced by a reduction in EE, average potency (Fig. 4B) and distance traveled (Fig. 4C),
in treated versus controls (Fig. 4A). By this administration route, rotational displacement (Fig.
4D) and immobile time (Fig. 4F) did not reach significant differences; the other parameters, as
in i.p. injected rats, were unaltered (Fig. 4E, 4G and 4H). Regarding the length of stay in the
central, intermediate and peripheral areas of the open field (Table 2), there were no differences
between groups, indicating that i.c.v. Dex administration, like i.p. Dex, does not induce anxiety

behavior.
7.1.7 - Discussion

The data obtained here show that both i.c.v. and i.p. Dex groups increased 12-h FI relative
to vehicle-injected controls with a peak of FI at 4 h after injections. Our findings are consistent
with those in the literature, which show that GCs are able to increase FI and BW [16, 27]. Thus,
in rats, under physiological conditions, the peak of FI that occurs right after the light off period
is preceded by a peak of plasma GCs [28]. It has been shown that 3-day i.c.v. dexamethasone
infusion into the lateral ventricle leads to a sustained increase in FI and BW, which may be
explained by an increased expression of the orexigenic neuropeptide NPY in the ARC and the
promotion of a state of leptin resistance as revealed by an increase in plasma leptin [16]. In this
study, the same i.p. dose of dexamethasone failed to increase Fl, excluding a peripheral action
of i.c.v. administrated dexamethasone and indicating that the increase in FI showed by i.c.v.
dexamethasone is an exclusive central effect. The lack of an effect of i.p. Dex observed in the
above mentioned study contrasts with the FI induction found with i.p. Dex in our study. Such
difference may be attributed to dosage; indeed, it is not difficult to imagine that a low
concentration (5 pg) of dexamethasone administrated i.p. is not enough (unlike our study, where
we administered 5 mg/kg) to modify the homeostasis of the hypothalamic neuropeptides (NPY,
AgRP) for increasing Fl. Thus, we propose that the GCs-induced FI observed in our study also
depends on central action of dexamethasone. Supporting this idea, it has been shown that both
acute i.c.v. (10ug) and peripheral (5 mg/kg) GCs administration is able to activate hypothalamic
cells [21]. Moreover, the regulation of NPY expression by GCs and the dependence of NPY on
GCs to increase FI are well established [16,29]. For further understanding the eating behavior
in our experimental setup we studied the microstructure of feeding by BSS. The animals treated
with i.p. Dex showed no effects on FI during the test (1h). Both treated and matched control
groups exhibited the satiety point at period 6 (30 min), after food was made available. However,
i.c.v. Dex delayed around 8 min (~27%) the satiety point relative to their vehicle group. This
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delay was favored by an increase in meal duration and a decrease in resting as well as by the
increase of relative FI. This difference in the satiety point observed between the groups treated
with Dex may be due to the route of administration and therefore their velocity to reach the
hypothalamus in concentrations sufficient to induce an effect. Indeed, i.p. Dex did not increase
FI at 1 h, but it achieved this at 4 h, suggesting that the minimal GC concentration in the
hypothalamus to observe an effect is time-dependent. This hypothesis is supported by data in
the literature that show an increase of hypothalamic cFos expression, a marker of neuronal
activity, 2 h after peripheral dexamethasone administration [21]. FI is critically regulated in the
hypothalamus [3] and it is known that the satiety point is reached when the levels of the
orexigenic neuropeptides NPY and AgRP are lower than the levels of the anorexigenic
neuropeptides POMC and CART [6]. Thus, the increase in FI and delayed satiety point
observed in this study can be explained by an induction of GCs-dependent NPY/AgRP
expression. Supporting this idea, studies in the literature show that i.c.v. administration of
agonists for GRs promotes an increase in the expression of the NPY and AgRP genes [30].
Moreover, Briski et al., (1997) showed that GCs administration in the lateral ventricle (as in
this study) induces cFos reactivity in the ARC, demonstrating the capacity of GCs to activate
cells in this hypothalamic nucleus where NPY and AgRP are synthetized. Although we did not
measure the levels of hypothalamic peptides involved in the control of energy balance, the data
cited above provide solid evidence to suggest that the delay and associated increase in Fl

induced by GCs could involve up-regulation of orexigenic neuropeptides.

In order to establish whether GCs regulate EE, which along with FI determine the energy
balance, we performed EE analysis by measuring physical activity-induced EE in a locomotor
activity test. We observed that animals treated with i.p. Dex showed a reduction in EE
associated with a reduction of potency and distance traveled, as well as increased immobile
time. Skeletal muscle corresponds to 40-50% of the body mass tissue and is an important player
in energy metabolism, and therefore in EE [31]. Circulating dexamethasone may bind to GRs
widely distributed among peripheral tissues, including the skeletal muscle [32]. In this tissue,
stimulation of GRs decreases glucose uptake by inhibiting insulin-stimulated recruitment of the
glucose transporter GLUT4 to the cell surface [33;34]. In addition, activation of GRs also
promotes changes in skeletal muscle protein metabolism. Indeed, it has been demonstrated that
dexamethasone increases the expression of MuRF1, an important E3 ubiquitin ligase implicated
in protein degradation, present in skeletal muscle [35]. The resulting amino acids are

transported into the liver where they serve as substrates for hepatic gluconeogenesis. Thus, we
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suggest that the action of GCs in skeletal muscle promotes a state of reduced EE, explaining
the decrease in distance traveled, average potency, and increased immobile time. The decrease
in EE was most likely the result of GCs action on peripheral receptors, since at the same time
interval of drug administration, the animals showed no change in feeding behavior, which is
regulated centrally. Central administration of Dex also decreased EE. This central effect
probably involves changes in the balance of the hypothalamic peptides such as NPY and AgRP,
influencing peripheral tissues. This hypothesis is supported by data in the literature showing an
influence of AgRP cells on EE and locomotor activity [36]. The NPY pathway was also directly
associated with decreased locomotor activity and BW gain [37]. Thus, the decreased EE
observed in i.c.v. treated rats with Dex might have an effect on increased orexigenic peptide

expression.

It is known that dexamethasone can induce behaviors such as anxiety and depression,
reducing locomotor activity that could introduce a confounding factor in interpreting EE.
Regarding the anxious behavior, Dex is an agonist of a receptor whose endogenous ligand is
considered the stress hormone. The parameter Length of stay in the central or intermediate or
peripheral area allows evaluating the levels of anxiety in rats [38]. The animals exhibit a
behavior called thigmotaxis, which corresponds to walking near walls [39]. The increase or
decrease in length of stay in the central area of open field indicates the reduction or increase in
anxiety levels, respectively [38]. Here, we observed that animals treated with both central and
peripheral Dex showed no differences in length of stay in the three areas of the open field. It
suggests that the reduction in EE seen in our animals treated with Dex did not result from
increased anxiety, which leads to lower activity in the open field. Furthermore, the anxious
behavior is related to the fight or flight response [40]. This response is linked to a non-genomic
mechanism of GRs, which requires rapid and transient responses that do not rely on gene
expression [40]. Ferreira and colleagues (2000) found that 4 h after i.p. administration of Dex,
did not reduce the anxiolytic action of ethanol. However, 15 minutes after i.p. administration
of Dex decreased the anxiolytic action of ethanol in rats [41]. In our study, the interval between
the application of the drug and the onset of experimental tests was enough for these fast
responses to have been lost. Regarding the depressive behavior, Dex exposure must be chronic
in order to observe a such phenotype [42]. In line with this, Pan and colleagues demonstrated a
relationship between chronic hyperactivity of the HPA axis and recurrent affective disorders

[43]. However, in our study we focused on acute administration of Dex. Moreover, the presence
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of a malaise can be excluded since compared to vehicle rats, Dex treated rats exhibit an identical

response to eat when food was presented during the BSS test.

The data presented here show that GCs increase FI and decrease physical activity-induced
EE. These changes promote a positive energy balance, which leads to BW gain. Although in
this study we did not measure BW change, due to the short time of evaluation (12h), it is known
that GCs promote BW gain [16]. In this study we determined only a component of EE (induced
by locomotor activity), however we do not exclude an effect of GCs on sympathetic signaling-
induced thermogenesis. In fact, i.c.v. GCs decreased the expression of the thermogenic proteins
uncoupling protein 1 and 3 (UCP1 and UCP3) in brown adipose tissue [16]. Further studies
using indirect calorimetry are necessary to determine whether thermogenesis is also down-

regulated, which might contribute to the positive energy balance observed under GCs treatment.

In summary, we conclude that the activation of GRs promotes FI and decreases EE
contributing to a positive EB. Thus, the stimulation of GRs under stressful conditions might be

involved in a complex series of mechanisms related to the etiology of obesity.
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Figure 1: Effects of Dex administration on FI in rats aged 60 days. A and B, i.p. administration of Dex
(5mg/kg, N=10) and saline (0.9% sodium chloride solution, N=10) as vehicle (control group), one hour
before the dark cycle. C and D, i.c.v. administration of Dex (10mg, N=10) and aCSF (5ul, N=10) as
vehicle (control group), 30 minutes before the beginning of the dark cycle. FI was measured at intervals
of 4 hours in the dark cycle (A and C) and after 12 hours (B and D). All data represent mean + SEM, *
p < 0.05. Two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test, # p <0.05 Unpaired Student’s t test,
& p<0.05 Mann Whitney test.
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Figure 2: Effects of Dex administration on satiety in rats aged 60 days after 4 hours fasting. A, B, C and D, i.p.
administration of Dex (5mg/kg, N=10) and saline (0.9% sodium chloride solution, N=10) as vehicle (control
group). Standard laboratory chow was offered one hour after injection. E, F, G and H, i.c.v. administration of Dex
(10mg, N=10) and aCSF (5ul, N=10) as vehicle (control group). The behaviors of feeding, grooming and resting
were registered for 60 minutes. The vertical line represents the satiety point, A and B, mean of the satiety point in
animals treated with i.p. injection of saline and Dex, respectively. E and F, mean of the satiety point in animals
treated with i.c.v. injection of aCSF and Dex, respectively. C and G, mean £ SEM of the relative food consumption
and D and H, mean = SEM of the feeding rate measured one hour after beginning the test. ## p <0.01 Unpaired
Student’s t test.
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Figure 3: Parameters of locomotor activity in rats aged 60 days treated with i.p. injection of Dex (5mg/kg, N=10)
or saline (0.9% sodium chloride solution, N=10) as vehicle (control group). The i.p. injection was applied one hour
before the start of the test. The animals were placed in the open field and were evaluated over a period of 5 minutes.
A, EE (kcal). B, Average potency (mW). C, Distance traveled (m). D, Rotational displacement (m). E, Average
speed (m/s). F, time immobile (s). G, number of stops. H, time immobile/number of stops (s). Data represent mean
+ SEM, # P <0.05, ## p <0.01 Unpaired Student’s t test. Data represent median and interquartile range, & p <0.05.
Mann Whitney test.
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Figure 4: Parameters of locomotor activity in rats aged 60 days treated with i.c.v. injection of Dex (10mg, N=10)
or drug vehicle, aCSF (5ul, N=10). The i.c.v. injection was applied 30 minutes before beginning the test. The
animals were placed in the open field and were evaluated over a period of 5 minutes. A, Energy expenditure (kcal).
B, Average potency (mW). C, Distance traveled (m). D, Rotational displacement (m). E, Average speed (m/s). F,
time immobile (s). G, number of stops. H, time immobile/number of stops (s). Data represent mean + SEM, # P
<0.05, ### p <0.01 Unpaired Student’s t test. Data represent median and interquartile range, & p <0.05. Mann
Whitney test.
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Table 1: Relation of macronutrients of the standard chow animal feed (Presence rats and mice)

Macronutrients (g/100g)
Proteins 25,51
Carbohydrates 53,59
Lipids 4,25
Ashes 7,6
Humidity 9,05
Kecal/100g 354,65

Analyses carried out at the Laboratorio de Experimentacdo e Analises de Alimentos- LEAAL -
Federal University of Pernambuco - UFPE



Table 2: Effects of i.p. and i.c.v. injection of dexamethasone on the evaluated parameters during the Behavioral

Sequence of Satiety (BSS)

Saline Dexametasone P aCSF Dexametasone p
(i.p) (i.p) (i.c.v) (i.c.v)
Latency (s) 59.40£28,60 37.80%5.40 0,467 42,10+6,019 29,804,541 0,1202
Meal duration (s) | 1114£121.0 1176£134.0 0,736 1094%32.65 1380£122.9# | 0,0375
Grooming (s) 426,4+60,12 281+56,96 0,096 639+114.5 458.6+54.54 0,1720
Resting (s) 1304£144.2 1415£204.7 0,662 1281£116.2 458,6+54.54 ### | <0,001

Data are expressed as mean + SEM. # p <0.05, ### p <0.001. Student t test.




Table 3: Effects of i.p and i.c.v. injection of dexamethasone on the length of stay in the area of open field during

locomotor activity.
Saline Dexametasone P aCSF Dexametasone p
(i.p) (i.p) (i.c.v) (i.c.v)
Timein area 1(s) | 11.39 £+ 1.286 | 14.27+2.649 | 0.3411 | gg96+ 2437 9.920 +2.102 0,6489
Time in area 2 (s) | 38.06 £6.114 | 3942 +6,841 | 0.9342 | 36,99 £ 6,991 27,46 £ 5,062 0,2838
Time in area 3 (s) | 250.1 £6.,996 | 246.5+9.024 | 0,7530 | 2543 £9.376 262.8 £ 6,036 0,6499

Data are expressed as mean + SEM. Student t test, Mann Whitney
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Figure S1: Body mass. Body mass was measured before the behavioral tests of (A) food intake; (B) Behavioral
Satiety Sequence, and (C) locomotor activity in order to distribute the experimental groups. Saline (N = 10), i.p.

Dex (N = 10), aCSF (N = 10) and i.c.v. Dex (N = 10). Data are expressed as means + SD, one-way ANOVA,
p>0.05, Bonferroni post-test.
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7.2- Artigo 2: The central activation of the nuclear receptors REV-ERBa. affects the

energetic balance in a manner dependent on the energetic state of the organism.

O segundo artigo original, resultou do estudo da nossa hipdtese; “A ativacdo dos receptores
nucleares RER-ERBa centrais contribui para o balango energético negativo, resultante da
diminuigcdo do consumo alimentar e/ou aumento do gasto energético. Neste artigo, tivemos
como objetivo avaliar os efeitos da administracdo central do agonista dos receptores REV -
ERBa sobre o balango energético. Embora alguns estudos epidemiologicos apontem relagdo
entre deficiéncia desses receptores e desenvolvimento de obesidade e desordens metabdlicas,
pouquissimas sdo as publicacdes que objetivaram avaliar a acdo do REV-ERBa sobre o controle
do balanco energético. O atual estudo, é o primeiro a observar os efeitos da ativacao central do
REV-ERBa sobre parametros do balango e metabolismo energético. Observamos que 0s ratos
tratados com o agonista apresentaram aumento do consumo e da eficiéncia alimentar, bem como
reducdo da tolerancia a glicose, apds jejum. Esses resultados sugerem a contribuicdo do REV-
ERBa central para o balango energético positivo, caracterizado pelo aumento do consumo
alimentar e redugdo do gasto energético. Tais evidéncias contrastam com as obtidas em ratos
tratados com administracdo periférica do agonista para este mesmo receptor, sugerindo que a
acdo do REV-ERBa possa ser tecido-dependente. Entretanto, sob alimentacdo ad libitum, os
ratos tratados com o agonista apresentaram aumento da atividade locomotora e do gasto de
energia induzido por ela, e ndo apresentaram alteracbes no consumo alimentar, com apenas
tendéncia a reducdo na eficiéncia alimentar. Estes resultados, podem sugerir que 0 REV-ERBa
também possa contribuir para o balanco energético negativo. Diante dessas evidéncias, conclui-
se que as relagdes entre os receptores REV-ERBa centrais com o balango energético envolvem
mecanismos complexos e sugerem que esses receptores possam agir de maneira bimodal sobre
o controle do balanco energético, dependente do estado energético do organismo. Este artigo

sera submetido a revista International Journal of Obesity.
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7.2.1 - Abstract

Alteration of circadian rhythms by modern lifestyle has been associated with obesity and
obesity-linked diseases including type 2 diabetes. Obesity results from an alteration of energy
balance, which is coupled to biological rhythms that depend on the clock system. Rev-erba, a
transcriptional repressor associated with this system, has been shown to regulate energy
balance. Peripheral administration of Rev-erbo agonists lead to body weight and fat mass
reduction. However, the ability of Rev-erba to centrally regulate energy balance has not been
demonstrated. Thus, the aim of this study was to elucidate whether central activation of Rev-
erba modulates body weight and food intake as well as glucose tolerance. 60 day old fasted
Wistar rats were injected intracerebroventricularly with the Rev-erba agonist GSK4112 and the
acute effects on food intake, body weight gain, feed efficiency and glucose tolerance were
evaluated. Surprisingly, central activation of Rev-erba shows opposing effects to its peripheral
administration. Indeed, Rev-erba led to a significant 24-h body weight gain and feed efficiency,
and impaired glucose tolerance. Moreover, Rev-erba promoted an increase in food intake at 4
and 24-h after injection. However, these effects were lost under free-fed conditions. Taking into
account these results, we conclude that central Rev-erba signaling regulates energy balance in
an energetic state-dependent manner. Since Rev-erba is a key regulator of circadian cycles,
alteration of its activity might be the underlying cause of obesity and diabetes associated with
circadian rhythm alterations.

Keywords: energetic balance, REV-ERBa agonist, food intake, energy expenditure
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7.2.2 - Introduction:

It is estimated that the incidence of overweight and obesity in the world in 2030 reaches
57.8% in the adult population [1]. Thus, obesity and metabolic comorbidities associated with
this are public health problems with serious socio-economic impact. The complex etiology of
obesity involves the control of energy balance (EB) and circadian rhythm system [2]. EB
control involves peripheral and central tissues. Among the central tissues, we highlight the
hypothalamus that integrates peripheral information about the nutritional status of the organism
[3]. In response to nutritional status, there is a balance between peptides in the hypothalamic
arcuate nucleus (ARC). These peptides are anorexigenic, pro-opiomelanocortin (POMC) and
cocaine- and amphetamine-regulated transcript (CART) that inhibit Food Intake (FI) and
increase Energy Expenditure (EE) [4], and the orexigenic, neuropeptide Y (NPY) and agouti-
related peptide (AgRP), which stimulate FI and reduce EE [5,3]. This balance between
hypothalamic peptides, is reflected in the balance between FI and EE. Chronic positive EB,
characterized by increased FI and EE reduction, results in the obesity phenotype [6]. However,
imbalances in other systems also contribute to this phenotype, as an example, the system of

circadian rhythms that influence EB.

Some EB components oscillate in a circadian pattern, evidencing that they are part of the
so-called group of genes controlled by the circadian clock [7,8]. These, oscillate in response to
fluctuations in the expression of a set, called gene clocks [9]. We highlight the clock genes,
Bmall (Brain and Muscle Aryl Hydrocarbon Nuclear Translocator-like 1), Cryptocrome (Cry),
Period (Per), besides the nuclear receptors Rev-erba, f and Ror [9]. Together, they work in a
transcriptional-translational feedback mechanism. The Clock and Bmall genes activate the
transcription of the Cry, Per, Rev-erb and Ror genes. Cry and Per, repress the transcription of
these same genes, including their own [10,11]. The nuclear receptors Rev-erb and Ror, act
differently on the transcription of the Bmall gene. While the REV-ERBa protein, during the
clear cycle, represses it, the ROR protein, during the dark cycle, the active [12,13].An example
of integration between EB and circadian rhythms was observed in mice with mutation in the
clock gene. These present arrhythmicity in the expression of CART and ghrelin, in addition to
hyperphagia, obesity and hyperglycemia [2]. Recent evidence indicates that imbalances in the
rhythm system may contribute to the etiology of obesity and type 2 diabetes mellitus, such as

are observed in patients with nocturnal eating syndrome and in shift workers [14,15,16] .
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In this context, the REV-ERBa receptor is a molecular component of clocks considered
as the link between circadian clocks and energy imbalance. Initially, this was classified as an
orphan receptor by the absence of identification of its endogenous ligands. Today, it is known
the existence of binding sites for small molecules such as heme, capable of increasing its
function [17]. The REV-ERBa receptors are transcriptional repressive factors, however, their
fuction can target both regulatory mechanisms of circadian clocks, and mechanisms that do not
regulate clocks [18]. These latter mechanisms include the action of REV-ERBa on the
metabolism of lipids [19], carbohydrates [20] and possibly on energy balance control. Obese
mice treated with peripheral administration of the agonist of these receptors, although they do
not present modifications in the food consumption, increase energy expenditure, reduce body
mass and improve the metabolic profile [21]. Recent epidemiological studies indicate that
polymorphisms in the REV-ERBa gene are involved with the obesity in the Spanish population
[22], Mediterranean and North American [23], both in adults and adolescents [24].

These studies suggest the involvement of REV-ERBa receptors with energetic balance,
so when there is an imbalance in these receptors this may be associated with the
pathophysiology of obesity and metabolic disorders. However, little is known about its
influence on hypothalamic energy balance control. Thus, the current study aimed to analyze the

effects of central activation of REV-ERBua receptors on energy consumption and expenditure.
7.2.3 - Materials e methods:
7.2.3.1 - Animals

Male Wistar rats at 60-day old were purchased from Nutrition Department of Federal University
of Pernambuco. The animals were housed under 12-h light-dark cycle (light off at 6am) at 23 +
1°C with free access to water and chow. All behavioral experiments were performed during the
dark phase. Animal experiments were approved by Ethical Committee on Animal Experiments
of the Center for Biological Sciences, Federal University of Pernambuco (processing number:
23076.033268/2013-72).

7.2.3.2 - Cannula Placement and REV-ERBa Administration

In each rat was stereotaxically implanted a unilateral cannula under anesthesia with
intramuscular injection of ketamine (60mg/kg) and xylazine (7.5 mg/kg). The position of the
cannula was in the right lateral ventricle (anteroposterior: -1.0 mm relative to Bregma; lateral:

-2.0 mm relative to Bregma; dorsoventral: -5.0 mm below the skull, according to the stereotactic
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Atlas of Paxinos and Watson). During five days, after surgery, animals received postoperative
analgesia (paracetamol in drinking water, 2mg/100 mL) and pentabiotics (10uL/100g, single
dose). The cannula placements into the lateral ventricle were verified by the Angiotensin-II

method, as in Aja et al. [25] and by histological analysis.

A single dose of GSK 4112 (Cayman Chemical Company), a selective agonist for the REV-
ERBua receptors, was administered. GSK 4112 has a pharmacokinetics with low systemic
distribution [26]. This feature ensures that the effects of intracerebroventricular (i.c.v.)
administration are exclusively central. Initially, two experimental groups were used, receiving
doses of 5 and 10ug / rat, respectively, and vehicle group (aCSF and 25% DMSO), both with a
volume of 5ul. We continued the experiments with a dose of 10pug because it has a greater
potential to influence food behavior. In order to differentiate the central effects of the
peripherals, the same dose was administered intraperitoneally (i.p.). The time of administration
of the drug corresponds to the period of lower gene expression of the receptor, which occurs at
the end of the clear period [27]. The drug was administered 1 hour before the onset of the dark
period, and in this, because it was the wakeful period in rodents, it was chosen to perform the

behavioral tests.
7.2.3.3 - Food Efficiency (FE):

After i.c.v. or i.p. drug or vehicle administration, food intake (IF) was recorded at 1, 2, 4 and
24 hour intervals. Body weight was measured at the time and after 24 hours at the application
of the drug. These data allowed the evaluation of relative food intake, body weight (BW) gain
and FE (ability to transform calories ingested into body mass).

7.2.3.4 - Rectal temperature:

The rectal temperature was recorded at the time of i.c.v. drug or vehicle administration and
after the intervals of 1, 2, 3 and 4 hours. The values were expressed as temperature variation in
relation to the basal value (ATemperature). The records were obtained with the aid of a high

accuracy veterinary digital thermometer (Vet Thermometer) lubricated with mineral oil.
7.2.3.5 - Glucose Tolerance Test (GTT) and Insulin Tolerance Test (ITT):

After a fasted of 12 hours, basal glycemia (at time 0) was obtained in a sample of blood collected
from the tail. For GTT test, 50% glucose solution (1mg/g, i.p.) was administered. For ITT,
insulin solution at the dose of 0.75 mU (34.125ng, i.p.) was administered. Blood glucose was

monitored at subsequent intervals of 15, 30, 45, 60 and 120 minutes using a glucometer (Accu
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Check Performa Roche). In both tests, the area under the glycemia curve was obtained by the

glucose values at the points analyzed using the trapezoidal method [28].
7.2.3.6 - Open field:

It was analyzed the length of stay in the three areas of the open field, considered a parameter
that allows access to stress levels [39]. In addition, the energy expenditure induced by physical
activity (PAEE) was evaluated. Total EE is divided into 3 components: basal metabolic rate,
diet-induced heat production and PAEE, which comprises the calories used for movement [30].
Here, we carried out analysis of locomotor activity in order to determine PAEE following the
method described by Aragao et al., (2012) and Silva et al., (2016) [31,32]. In this method, the
calories expended by the animal are calculated from kinetic energy values obtained from
locomotion parameters [31,32]. Physical activity has been already used by other authors as an
indicator of EE in sibutramine—treated rats. Thus, rats were placed in the center of a field and
their free movement was recorded by a monitoring apparatus for 5 minutes (Open field), a well-
accepted interval time among the authors [29]. The analysis of locomotor activity was carried
out by measuring the following variables: Distance traveled (m), Rotational displacement (m),
Average speed (m/s), Average potency (mW), Time immobile (s), Number of stops, Time
immobile/number of stops (s), corresponds to the ratio between the time immobile and the total

number of stops.
7.2.3.7 - Continuous recording of animal activity:

The rats were kept in individual cages and a motion sensor was positioned 15 cm above the
cage to capture movements at any point of the cage. The sensor was coupled to a continuous

motion recording system that counted the activity time (s) of each animal.
7.2.4 - Statistical analysis:

Data were evaluated for distribution by three tests of Normality, Kolmogorov-sminorv, D
'Agostino and Shapiro-Wilk. We performed two-way ANOVA for food consumption analyzes
at different time intervals, body temperature and glucose and insulin tolerance tests. ANOVA
one way was performed in food efficiency analyzes in the three groups (agonist Sug, 10pg and
vehicle). The unpaired Student t test was performed in the analysis of open field parameters,
continuous recording of locomotor activity and area under the curve in glucose and insulin
tolerance tests. Values are expressed as mean + SE. A value of P <0.05 was considered
significant. GraphPad Prism 5 was used for Graphs and Statistics.
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7.2.5-Results
7.2.5.1 - FE after 24-hour fasting:

In order to evaluate the central effects of the REV-ERBa receptor agonist on FI and BW, we
performed the FE test. Faced with the potential of the agonist to promote negative energy
balance, rats were tested after a 24-hour fast. FI after 1 and 2 hour did not show difference
between the agonist and vehicle treated groups (Figure 1A). While in the 4 and 24 hour
intervals, there was a dose-dependent increase of FI in the groups treated with Spg and 10pg.
Only the group treated with the dose of 10 pg presented an increase (Figure 1A). Coherent to
the increase in Fl, in the groups treated with the agonist, there was a dose-dependent increase
in BW gain (Figure 1B) and FE (Figure 1C), also for the group treated with dose of 10ug. These
results suggest that the central administration of the agonist to REV-ERBa receptors contributes
to positive energy balance. To separate peripheral effects from the central, if the dose crossed
the blood-brain barrier, the agonist dose of 10 pg was administered (i.p.) and we performed the
FE test after a 24-hour fast. There were no differences between IF at the 1, 2, 4 and 24 hour
intervals after this administration, as well as in BW gain and FE (Figures 2A, B, C). Together
these results show that the present effects on consumption and FE in the groups treated with

injection (i.c.v.) of agonist is exclusively a result of its central action.
7.2.5.2 - Retal Temperature:

Given the observation of increased BW and FE in the group treated with the agonist, we
recorded rectal temperature to check whether this group has reduced thermogenesis. As in the
FE test, the temperature was measured in animals after a 24-hour fast. We observed a tendency

to reduce the ATemperature within 3 hours after application of the agonist (Figure 1D).
7.253-GTTelTT:

In the GTT test, there was an increase in glycemic levels within 30 minutes after glucose
administration in the treated (i.c.v.) group with the agonist (Figure 3A). This group also
presented an increase in the area under the curve in relation to the vehicle group, evidencing an
overall increase in glycemic levels (Figure 3B). These results show that central administration
of the REV-ERBua receptor agonist decreases glucose uptake. While the group treated (i.p.)
with the agonist showed no differences in glycemic levels compared to the vehicle (Figure 2D).
Together, these results show that the reduction of glucose tolerance observed in the treated

group (i.c.v.) with the agonist, is the result of its exclusively central action.
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In the ITT test, no differences were observed in the glycemic levels and in the area under the
glucose curve between the experimental groups (Figures 3C, D). Therefore, the central

administration of the agonist of these receptors does not alter insulin sensitivity.
7.2.5.4 - Open Field and Continuous recording of locomotor activity:

We performed these tests to determine if the drug could induce discomfort or stress, reducing
locomotor activity and increasing FE. Among the groups analyzed, we did not observe
differences in the parameters indicative of anxious behavior, which correspond to length of stay
in the three areas of the open field (Table 1). Surprisingly, we observed increased locomotor
activity in the group treated with the agonist, reflected in the increase of the parameters of
Average Potency (Figure 4B), Distance traveled (Figure 4C), and Average Speed (Figure 4E).
In addition, the group treated with the agonist also presented increase of PAEE (Figure 4A). In
the other parameters of Rotational Displacement (Figure 4D), Time Immobile (Figure 4F)
Number of Stops (Figure 4G), and Time immobile/number of stops (Figure 4H) there were no
differences between the groups. Similarly, continuous recording of locomotor activity also
recorded increased total motion in the group treated with the agonist (Figures 41, J). These
results are in contrast to those of positive energy balance. As both tests were performed under
ad libitum conditions to minimize fasting stress. The increased locomotor activity suggests that
the effects of central receptor activation may be inversely dependent on the nutritional status of

the organism.
7.2.5.5 - FE ad libitum:

Facing the findings of the locomotor activity, we performed the FE test under ad libitum
conditions. No changes were observed in FI, body mass gain and FE between the treated group
and the vehicle (Figures 5A, B, C). Together, these results suggest that central administration
of the REV-ERB receptor agonist may contribute to a positive energy balance. However, their

effects may depend on the energy status of the organism.
7.2.6 - Discussion

Our results show that activation of hypothalamic REV-ERBa receptors promotes increased
BW, FI and FE gain in a dose-dependent manner. Esses achados resultam da ativacédo
exclusivamente central desses receptores. To date, no study has demonstrated the influence of
the REV-ERBa receptor on FI. Epidemiological study demonstrated that polymorphisms in the

Rev-erba gene leads to the obesity phenotype, however, no relationship was found with the FI



103

[23]. In addition, peripheral activation of these receptors does not alter Fl, although they reduce
BW in obese rats [21]. Our study is the first to demonstrate that hypothalamic REV-ERBa
receptors act on the control of EB and are able to alter FI.The possible mechanisms involved in
this action are still unknown. Such mechanisms may be linked to circadian clocks or to the
independent mechanisms of these clocks [18]. Regarding clock-related mechanisms, we know
that REV-ERBa represses the transcription of the Bmall gene. The BMAL1 and CLOCK
proteins together form a heterodimer, CLOCK; BMAL1, which activate the expression of genes
carrying the E-box element in their promoter regions [10], among them Cart [7], which encodes
the CART anorectic hypothalamic peptide. Therefore, the activation of the REV-ERBa
receptors in the hypothalamus can reduce the expression of the Bmall gene and, consequently,
of Cart. Although we have not measured the expression of the Bmall and Cart genes, the
reduction of the expression of both genes may explain the increase in Fl and the increase in FE
observed in this study. Regarding possible pathways that link REV-ERBa with EB control, the
mechanism is also unknown. However, it has recently been shown that the peripheral activation
of the REV-ERBa and P receptors also promote modulation of orexins (orexigenic peptide) in

the hypothalamus, although the study did not analyze FI [33].

The increase in BW and FE gain is indicative that the central action of the REV-ERBa receptor
agonist has effects on energy expenditure. As thermogenesis analysis, we performed the rectal
temperature measurement. It consists of a technique used by several authors to measure
thermogenesis [34,35], and is considered indicative of central temperature [36]. In the current
study, we observed a tendency to lower the temperature within 3 hours after drug
administration. This small reduction in body temperature plus the increase in IF is consistent
with the increase in BW and FE gain. The hypothalamus is an important site of the Central
Nervous System involved in thermoregulation. Its parasubventricular region receives dense
amounts of Suprachiasmatic Nucleus (NSQ) projections, commanding the circadian pattern of
thermoregulation [37]. In view of this, REV-ERBa receptors may have contributed to the small
reduction in rectal temperature observed in the present study. In brown adipose tissue, this
receptor affects thermogenesis modulating Ucp-1 gene expression [38]. However, the action of
the REV-ERBua receptor on the hypothalamus on thermogenesis deserves to be detailed with
further studies. Some hypothalamic peptides are also part of the central control of
thermogenesis. NPY reduces thermogenesis [39]. CART has recently been pointed out as

capable of modulating temperature in brown adipose tissue [40]. As mentioned, we do not



104

measure CART expression, but a possible reduction in its expression can produce, at least in

part, the response we observe.

Energy metabolism was also altered by central activation of the REV-ERBa receptors. In the
treated (i.c.v.) animals with REV-ERBa agonist, we observed an reduction of glucose tolerance.
The same dose administered intraperitoneally did not alter glycemic levels, evidencing that
reduction of glucose tolerance resulted from the exclusively central activation of the receptors.
These evidences contrast with those observed in the peripheral activation of the REV-ERBa
receptors, which reduce glycemic levels in obese rats [21]. This reduction can be explained by
the fact that in the pancreas, the activation of these receptors induces insulin secretion [41].
Furthermore, heme represses the transcription of genes linked to gluconeogenesis in the liver,
such as phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) and glucose 6 phosphate (G6P) [42].
However, to date, no study has shown the repercussions of hypothalamic REV-ERBa receptor
activation on energy metabolism. Together, the differences between our results and the
evidence in the literature suggest that the REV-ERB receptor agonist may act in a tissue-
dependent manner. Reduction of glucose tolerance resulting from activation of the central REV-
ERBa receptors probably enables the body to supply energy to the brain, as it increases the Fl

and reduces the absorption of glucose.

The mechanisms underlying the reduction of glucose tolerance due to the activation of
hypothalamic REV-ERBa receptors are not clear, however, the repression of hypothalamic
Bmall may comprise these mechanisms. Bmall deficient mice present reduced insulin
secretion and hyperglycemia [43]. In addition, the independent mechanisms of clocks may also
be active. The balance between hypothalamic peptides may also have an effect on blood
glucose. Deficiency in POMC, for example, may result in impaired glucose tolerance [44].
However, the involvement of BMALL and orexigenic peptides in the reduction of glucose
tolerance induced by the REV-ERBa receptor need to be studied. In our study, we did not
observe changes in insulin sensitivity due to the central activation of REV-ERBa. Similarly,
mice deficient in the Rev-erba gene also do not show alterations in this sensitivity [45].
Together, our results show that activation of hypothalamic REV-ERBa receptors induces
reduction of glucose tolerance, probably due to the reduction of insulin secretion, without

altering insulin sensitivity.

Although REV-ERBa receptors may influence anxiety levels [46], we did not identify

differences in length of stay in the three areas of the open field in animals treated with the
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agonist. Rats present the so-called behavior of tigmotatismo, which corresponds to walking near
walls [47]. This result shows that the central activation of receptors does not alter anxiety levels
and that the results of food consumption and locomotor activity were not interfered with by
increased levels of anxiety or malaise. In open field test, we also observed increased locomotor
activity and, consequently, PAEE. These results are consistent with those observed in mice with
deficiency of REV-ERBa receptors that presented less efficiency of physical activity and in
content of muscle fiber mitochondria [48]. In addition, administration (i.p.) of agonist elevates
locomotor activity and induces wakefulness [46]. In our study, however, the administration of
the agonist was by intracerebroventricular route. Although additional studies are required, we
suggest that alterations in the expression of Bmall genes and anorexigenic hypothalamic
peptides may explain the influence of central REV-ERBa on locomotor activity. Some evidence
supports this possibility. The presence of Bmall gene in encephalic structures is necessary for
the modulation of locomotor activity in the Anticipatory Food Activity (FAA) [49], in rats
under food restriction. And, NPY and AgRP have regulatory influences on locomotor activity
[50,51].

However, we highlight the apparent contradiction when we compare our results of increasing
BW gain to those of PAEE increase. It can be explained by a methodological difference. To
minimize stress, open field testing was performed on rats fed ad libitum. The FE test was
performed after a 24-hour fast. This suggests that the energetic status of the cell may influence
the response of the REV-ERB receptor to its agonist. There is evidence that this receptor has a
role in physiological responses to food restriction. It has recently been shown that mice deficient
in the Rev-erba gene in the brain and under food restriction are unable to develop AAA. In
addition, they present a fragmented and arrhythmic locomotor behavior [52]. To assure this
information, we measured FI and BW gain within 24 hours after administration (i.c.v.) of the
agonist in animals fed ad libitum. The treatment did not change FI, and tended to reduce the
gain of BW and FE. The tendency to reduce these parameters may result from a transient
increase in PAEE. The open field test allows punctual analysis and we do not have the guarantee
that the PAEE remained high in the subsequent hours. In addition, we do not measure the energy
expenditure by indirect calorimetry or thermogenesis. They provide further explanations of the
increase in PAEE and its little influence on BW. However, fasting or absence of it influenced
the agonist's response, giving indications that the REV-ERB receptor has its action influenced
by the energetic status of the cell. The reduction of the NAD (P) H/ NAD (P) + ratio increases
the activity of SIRT1 which suppresses the activity of the heterodimer CLOCK: BMAL1,
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influencing the transcription of the clock genes, including Rev-erba [53]. Although little
known, the functions of the REV-ERBua receptors include the detection of the redox state [54]
and metabolic cell [55]. An example has recently been demonstrated in rats fed an iron-rich
diet. This element promotes increase of the reactive oxygen species and reduction of the ratio
NAD (P) H / NAD (P) +. The NAD (P) H / NAD (P) + ratio activates PGC-1 (Peroxisome
proliferator-activated receptor-y coactivator) which increases heme expression. Heme binding
to the REV-ERBa receptors, considered as heme sensors, inhibit the transcription of genes
belonging to the gluconeogenesis pathway in the liver. The paradox of reduction of NAD (P)
H / NAD (P) + ratio and gluconeogenesis is justified by the authors of these studies as resulting
from complex pathways involving numerous components [56]. In addition, heme is also an O2

sensor, and its levels may regulate glucose metabolism in the liver [57].

Taken together, we conclude that the activation of the hypothalamic REV-ERBa receptors acts
on the EB increasing FI and BW gain, in addition to hyperglycemia. As they contrast with the
results obtained by the activation of peripheral receptors, we suggest that the action of the
agonist on EB is given in a tissue-dependent manner. In addition, we have evidence that the
function of these receptors may also be influenced by the energetic state of the cell. However,
studies need to be performed to understand the functions of the central REV-ERBa receptors

in the control of EB, as well as the interferences of the metabolic state of the organism.
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Figure 1: Effects of i.c.v. of the REV-ERBa agonist on FI, BW, FE and rectal temperature. After the 24

hour fast, the rats were submitted to agonist administration (Spg/5ul, N = 10 and 10ug/5ul, N = 10) or

vehicle (Sul, N = 10) followed by feed offer. At the 1, 2, 4 and 24 hour intervals, food consumption was

measured (A). 24 hours after drug administration, the change of BW (B) and FE (C) was recorded.

Rectal temperature was measured at the intervals of 1, 2, 3 and 4 hours after agonist (10ug/5ul, N = 10)

or vehicle (5ul, N = 10) (D). Values expressed as mean +

EP, * p < 0.05, *** p< 0.001. Two-way

ANOVA followed by Bonferroni post hoc test, ** p <0.01. One-way ANOVA followed by Bonferroni

post hoc test..
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Figure 2: Effects of i.p. of the REV-ERBa agonist on FI, BW, FE and glucose tolerance. After the 24
hour fast, rats were submitted to agonist administration (10ug / 0.5ml, N = 6) or vehicle (0.5ml, N = 6)
followed by feed offer. At the 1, 2, 4 and 24 hour intervals, food consumption was measured (A). 24
hours after drug administration, the change of BW (B) and FE (C) was recorded. GTT was performed
on mice under 12-hour fasting. After an 11-hour fast, the mice were given agonist (10pg/ 0.5ml, N =7)
or vehicle (0.5ml, N = 6). 1 hour after drug administration, the animals received i.p. of glucose 50%
(Img / g) followed by glycemia in the subsequent 15, 30, 45, 60 and 120 minutes intervals (D). Values

expressed as meant EP.
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Figure 3: Effects of i.c.v. of the REV-ERBa agonist on glucose and insulin tolerance. GTT and ITT tests
were performed on 12-hour fasting animals. After an 11-hour fast, the rats were submitted to agonist
administration (10 pg/5ul, N = 10) or vehicle (5 ul, N = 10). In GTT, 1 hour after drug administration,
the mice received i.p. of 50% glucose (1mg / g) followed by blood glucose measurement at subsequent
intervals of 15, 30, 45, 60 and 120 minutes (A) and calculation of AUC (B). At ITT, they received i.p.
of insulin at the dose of 0.75 mU (34.125 ng / g) followed by measurement at the same intervals (C) and
AUC (D) calculation. Values expressed as mean + EP, * p < 0.05. Two-way ANOVA followed by
Bonferroni post hoc test, ** p <0.01. Unpaired Student’s t test.



Tablel: Effects of i.c.v. injection of REV-ERBa agonist on the length of

stay in the area of open field during locomotor activity.

Vehicle REV-ERBa P
agonist
Time in area 1 (s) | 1281 £5.014 | 99283 +2825 | 0.5479
Time in area 2 (s) | 34,10 + 5,847 31.92 + 6,282 0,8025
Time in area 3 (s) | 253.2 + 8,093 2589 + 8,693 0,6393

Data are expressed as mean + SEM. Student t test.
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Figure 4: Effects of i.c.v. of the REV-ERBa agonist on parameters of locomotor activity and continuous
recording of activity. After 1 hour of agonist administration (10pug/Sul, N = 10) or vehicle (5ul, N = 10),
rats were placed in the open field for 5 minutes. The parameters of Energy expenditure (kcal) (A),
Average potency (mW) (B), Distance traveled (C), Rotational displacement (D), Average speed (m/s),
Time immobile (s) (F), number of stops (G), time immobile / number of stops (s) (H) were recorded.
The continuous recording of movement time in 60-minute intervals, before and after the administration
of the agonist (10ug/5ul, N = 8) or vehicle (5ul, N = 8) at the end of the light cycle (I). Activity time
record 1 hour after agonist administration. Values expressed as mean + EP, * P <0.05, ** p <0.01

Unpaired Student’s t test
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mean + EP.
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8.DISCUSSAO:

Nossos resultados evidenciam a participagdo dos receptores nucleares de glicocorticoides

e REV-ERBua no controle do balango energético.

Para testarmos a primeira hipotese, objetivamos a analise dos efeitos da ativacdo dos
receptores nucleares de glicocorticoides periféricos e hipotalamicos sobre testes
comportamentais que permitem a avaliagdo do consumo alimentar e gasto energético induzido
pela atividade fisica em ratos wistar. Nos observamos que animais tratados com agonista desses
receptores, a dexametasona, pela via de administracao intraperitoneal, apresentaram aumento
no consumo alimentar as 10h e também no intervalo de 12 horas apds a administracao da droga.
Esses resultados foram complementados com os do teste de Sequencia Comportamental de
Saciedade. Neste teste, ndo observamos altera¢des no ponto de saciedade e consumo alimentar
relativo. No entanto, apesar de 1 hora ap6s a exposi¢do ao agonista nao ter alterado o ponto de
saciedade, observamos que a ativagdo periférica dos receptores de glicocorticoides reduziu
gasto energético induzido pela atividade fisica. Quando o agonista foi administrado pela via
intracerebroventricular, observamos que os animais tratados apresentaram um aumento no
consumo alimentar as 10h, bem como no intervalo de 12 horas apds a administracdo do
agonista. Similarmente, no teste de Sequencia Comportamental de Saciedade, foi demonstrado
que a ativagao desses receptores promoveu um retardo no ponto de saciedade, com aumento no
consumo alimentar relativo. Além disso, foi observado, assim como a ativacao periférica,
diminui¢do do gasto energético induzido pela atividade fisica. Estes resultados encontram
respaldo em algumas evidencias na literatura, e nos sugerem que a ativacao dos receptores de
glicocorticoides podem estar envolvidos com o balango energético positivo, promovendo

aumento no consumo alimentar, bem como reducao no gasto energético [29].

Na analise do consumo alimentar a cada 4 horas, ambos grupos tratados tanto com inje¢ao
intraperitoneal como intracerebroventricular de dexametasona apresentaram um padrdo de
alimentac¢do similar, com ocorréncia de pico de alimentagdo por volta das 10 horas. Esse padrao
de ritmicidade no consumo alimentar, esta de acordo com o observado em animais controles,
onde o pico de alimentagdo corresponde as primeiras horas do ciclo escuro [30,31]. Os ritmos
ao longo do dia na ingestdo alimentar refletem diretamente os ritmos dos niveis diarios de
glicocorticoides. O pico de glicocorticoides ocorre pouco antes do inicio do ciclo escuro. Este

pico, antecipa o de alimentagdo que ocorre no inicio do ciclo escuro [32]. No atual estudo,
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aumentamos o aporte de glicocorticoides no final do ciclo claro e mensuramos o consumo
alimentar a cada 4 horas apos o inicio do ciclo escuro. Em consonancia com as relagdes entre
os niveis plasmaticos de glicocorticoides e consumo alimentar, observamos que tanto sob efeito
da inje¢do via intraperitoneal como intracerebroventricular, houve aumento no consumo
alimentar nas primeiras de 4 horas do ciclo escuro. Foi demonstrado que injegdo
intracerebroventricular de dexametasona no ventriculo lateral durante 3 dias promoveu
aumento sustentado no consumo alimentar e peso corporal, o que pode ser explicado por uma
maior expressdao do neuropeptideo orexigénico NPY no nucleo arqueado (ARC) e a promogao
de um estado de resisténcia a leptina como revelado por um aumento da leptina plasmatica [29].
Neste estudo, a mesma dose de dexametasona administrada por via intraperitoneal, nao
aumentou o consumo alimentar, como observado na inje¢ao intracerebroventricular. Assim, fica
evidente que a dexametasona administrada por via intracerebroventricular ndo teve acao
periférica, reforgando que o aumento no consumo alimentar foi resultante da ativagdo
exclusivamente central dos receptores. A falta de um efeito da injecdo intraperitpneal da
dexametasona observado no estudo acima mencionado contrasta com a indu¢do do consumo
alimentar encontrada com a dexametasona por via intraperitoneal em nosso estudo. Tal
diferenca pode ser atribuida a dosagem. Nao ¢ dificil imaginar que uma baixa concentragao (5
pg) de dexametasona administrada por via intraperitoneal ndo seja suficiente (ao contrario do
nosso estudo, onde administramos 5 mg/kg) para modificar a homeostase dos neuropeptideos
hipotalamicos (NPY, AgRP) para aumentar o consumo alimentar. Assim, nds propomos que o
consumo alimentar induzido pela inje¢ao intraperitoneal de dexametasona observado em nosso
estudo também depende da acdo central desse agonista. Apoiando esta ideia, tem sido
demonstrado que tanto a administracdo central aguda (10pg) quanto periférica de
glicocorticoides (Smg/kg) é capaz de ativar células hipotalamicas [20]. Os glicocorticoides, e,
portanto, moléculas agonistas de seus receptores, apresentam a capacidade de atingirem o
sistema nervoso central e agirem sobre 0 ARC, onde encontra-se uma grande densidade de seus
receptores [33]. Além disso, a regulacdo da expressdo do NPY por glicocorticoides e a agdo do

NPY contribuindo para o aumento consumo alimentar estao bem estabelecidas [29, 34].

De modo a complementar os resultados do consumo alimentar a cada 4 horas no ciclo
escuro, foram realizados o estudo microestrutural do comportamento alimentar, através da
Sequéncia Comportamental de Saciedade. Os animais tratados com injecao intraperitoneal de
dexametasona nao apresentaram efeitos sobre o consumo alimentar ap6s 1 hora de aplicagao do

agonista. Ambos grupos, controles e tratados, apresentaram seus pontos de saciedade no periodo
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6, que corresponde a cerca de 30 minutos apos a oferta do alimento. Consequentemente, nao
foi observado nenhuma diferenca no tempo de alimentacdo e de descanso, tampouco no
consumo alimentar relativo e taxa de alimentacdo. Entretanto, na administracao
intracerebroventricular do agonista, os resultados foram diferentes. Enquanto no grupo controle
este ponto esteve presente no periodo 6, o grupo tratado o apresentou em um ponto que se
estendeu além do periodo 7 correspondendo a cerca de 38 minutos ap6s a oferta da dieta. Isto
significa um retardo em 8 minutos (~27%) do ponto de saciedade. Este retardo foi refletido no
aumento do tempo de alimentagdo e diminui¢cdo no tempo de descanso, bem como no aumento
do consumo alimentar relativo. Esta diferenga no ponto de saciedade observado entre os grupos
tratados com dexametasona, pode ser devida a via de administracdo e, portanto, a sua
velocidade para atingir o hipotdlamo em concentracdes suficientes para induzir um efeito. De
fato, dexametasona administrada por via intraperitoneal ndo aumentou o consumo alimentar 1
h apos a exposi¢ao ao agonista, mas a conseguiu as 4 h, sugerindo que a concentragdo minima
de glicocorticoides no hipotalamo para observar um efeito ¢ dependente do tempo. Esta hipdtese
¢ apoiada por dados na literatura que mostram um aumento da expressao do cFos hipotalamico,
um marcador de atividade neuronal, 2 h apds a administracao periférica de dexametasona [20].
Diante disto, ndo descartamos a possibilidade de que se a SCS tivesse sido iniciada algumas
horas ap6s a aplica¢do da droga, os animais provavelmente expressariam alguma modificagao
em algum dos paramentros analisados. O consumo alimentar ¢ regulado criticamente no
hipotalamo [35] e sabe-se que o ponto de saciedade ¢ atingido quando os niveis dos
neuropeptideos orexigénicos NPY e AgRP sdo menores do que os niveis dos neuropeptideos
anorexigénicos POMC e CART [36]. Assim, o aumento de consumo alimentar e atraso do ponto
de saciedade observado neste estudo pode ser explicada por uma indugao da expressao NPY /
AgRP pelos glicocorticoides. Apoiando esta ideia, estudos na literatura mostram que a
administracao intracerebroventricular de agonistas para glicocorticoides promove um aumento
na expressdo dos genes NPY e AgRP [37]. Além disso, Briski et al., (1997) mostraram que a
administracdo de glicocorticoides no ventriculo lateral (como neste estudo) induz a reatividade
cFos no ARC, demonstrando a capacidade dos mesmos em ativar células neste nucleo
hipotalamico, onde NPY e AgRP sdo sintetizados [20]. Embora nao tenhamos medido os niveis
de peptideos hipotalamicos envolvidos no controle do balango energético, os dados citados
acima fornecem evidéncias solidas para sugerir que o atraso do ponto de saciedade e o aumento
do consumo alimentar induzido pela dexametasona podem envolver a regulagdo de

neuropeptideos orexigénicos.
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Para determinar se os glicocorticoides regulam gasto energético, os quais, juntamente
com o consumo alimentar, determinam o balanco energético, realizamos a analise do gasto
energético induzido pela atividade fisica em um teste de atividade locomotora. Observou-se que
os animais tratados com administragdo intraperitoneal da dexametasona mostrou uma redugao
no gasto energético assim como uma reducdo da poténcia e distancia percorrida, bem como
aumento do tempo de imobilidade. O Musculo esquelético corresponde a 40-50% da massa
corporal e apresenta um importante papel no metabolismo energético, e, portanto, no gasto
energético [38]. A dexametasona circulante pode se ligar aos receptores de glicocorticoides
amplamente distribuidos entre os tecidos periféricos, incluindo o musculo esquelético [33].
Neste tecido, a estimulacdo desses receptores diminui a captacdo de glicose inibindo o
recrutamento do transportador GLUT4 (estimulado pela insulina) para a superficie celular
[39,40]. Nao surpreendentemente, a utilizagdo de antagonistas dos receptores de
glicocorticoides, como RU-486, resulta em diminui¢do na resisténcia a insulina [41]. Além
disso, a ativacdo dos receptores de glicocorticoides também promove alteracdes no
metabolismo de proteinas do musculo esquelético. De fato, demonstrou-se que a dexametasona
aumenta a expressao de MuRF1, uma importante ubiquitina E3 ligase implicada na degradagao
proteica, presente no musculo esquelético [42]. Os aminoacidos resultantes sdo transportados
para o figado onde servem como substratos para a gluconeogénese hepatica. Assim, sugerimos
que a acao dos glicocorticoides no musculo esquelético promova um estado de gasto energético
reduzido, explicando a diminuicdo da distancia percorrida, da poténcia média e do tempo
imobilidade. A diminui¢do do gasto energético foi provavelmente resultante da ac¢do dos
glicocorticoides sobre os receptores periféricos, uma vez que no mesmo intervalo de tempo de
administragao do fArmaco, os animais ndo apresentaram altera¢do no comportamento alimentar,
que ¢ regulado no sistema nervoso central. A administragao central da dexametasona também
diminuiu o gasto energético. Como o efeito sobre a atividade locomotora se deu 1h apos a
administracdo do agonista, assim como observado sobre o comportamento alimentar, sugere
que essa redu¢do esteja envolvida com o balango de peptideos hipotalamicos e suas influencias
sobre os tecidos periféricos. Sabe-se que os peptideos hipotalamicos estao ligados ao gasto
energético por intermédio da termogénese no tecido adiposo marrom [43]. No entanto, os
neurdnios de primeira ordem AgRP no ARC apresentam participacdo ativa sobre a atividade
locomotora [44]. E o NPY tem sido relacionado diretamente com a diminui¢ao da atividade
locomotora e ao ganho de peso corporal [45]. Assim, o gasto energético diminuido observado
no tratamento intracerebroventricular da dexametasona pode ser um efeito do aumento da

expressao peptidica orexigénica.
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Sabe-se que a dexametasona pode induzir comportamentos como ansiedade e depressao,
reduzindo a atividade locomotora que poderia introduzir um fator de confusao na interpretacao
do gasto energético. Com relagdo ao comportamento ansioso, a dexametasona ¢ um agonista de
um receptor cujo ligante endogeno ¢ considerado o hormoénio do estresse. O pardmetro Tempo
de permanéncia na area central, intermedidria e periférica permite avaliar os niveis de ansiedade
em ratos [26]. Esses animais exibem um comportamento chamado tigmotatismo, que
corresponde a andar perto das paredes [27]. O aumento ou diminui¢ao do tempo de permanéncia
na area central do campo aberto indica a redu¢do ou aumento dos niveis de ansiedade,
respectivamente [26]. Aqui, observamos que os animais tratados com a dexametasona central e
periférica ndo apresentaram diferengas no tempo de permanéncia nas trés areas do campo
aberto. Isso sugere que a redugdo no gasto energético observado em nossos animais tratados
com a dexametasona ndo resultou do aumento da ansiedade, o que leva a menor atividade no
campo aberto. Além disso, o comportamento ansioso esta relacionado com a resposta de luta
ou fuga [46]. Esta resposta esta ligada a um mecanismo ndo-gendomico dos glicocorticoides,
que requer respostas rapidas e transitorias ndo dependes da expressdao génica [46]. Ferreira e
colaboradores (2000) descobriram que 4 h apds administracao intraperitoneal da dexametasona,
nao houve reducdo da agdo ansiolitica do etanol. No entanto, 15 minutos apds essa
administra¢ao, houve diminui¢ao da agao ansiolitica do etanol em ratos [47]. Em nosso estudo,
o intervalo entre a aplicacdo do fairmaco e o inicio dos testes experimentais foi suficiente para
que essas respostas rapidas fossem perdidas. Em relagdo ao comportamento depressivo, a
exposicdo a dexametasona deve ser cronica para induzir tal fen6tipo [48]. Em linha com isso,
Pan e colaboradores demonstraram uma relagdo entre hiperatividade cronica do eixo HPA e
transtornos afetivos recorrentes [49]. Entretanto, em nosso estudo focalizamos a administragdo
aguda da dexametasona. Além disso, a presenca de um mal-estar pode ser excluida uma vez
que comparado com o veiculo, ratos tratados com dexametasona exibem uma resposta idéntica

ao se alimentar durante o teste de SCS.

Os dados aqui apresentados mostram que os glicocorticoides aumentam o0 consumo
alimentar e diminuem o gasto energético induzido pela atividade fisica. Estas mudangas
promovem um balango de energia positivo, o que leva ao ganho de massa corporal. Embora
neste estudo nao tenhamos medida a variagdo do peso corporal, devido ao curto tempo de
avaliacdo (12h), sabe-se que os glicocorticoides promovem o ganho de peso corporal [29].
Neste estudo, determinamos apenas um componente do gasto energético (induzido por

atividade locomotora), porém ndo excluimos um efeito dos glicocorticoides sobre a
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termogénese induzida por sinalizagdo simpdtica. De fato, quando administrados por via
intracerebroventricular, os glicocorticoides diminuiram a expressao das proteinas termogénicas
desacopladoras 1 ¢ 3 (UCP1 e UCP3) no tecido adiposo marrom [29]. Estudos posteriores
utilizando calorimetria indireta sdo necessarios para determinar se a termogénese também ¢
reduzida, o que pode contribuir para o balango energético positivo observado no tratamento

com dexametasona.

Em resumo, concluimos que a ativacdo dos receptores de glicocorticoides promove aumento
do consumo alimentar e diminui gasto energético contribuindo para um balango energético
positivo. Assim, a estimulacdo desses receptores em condigdes estressantes pode estar

envolvida em uma série complexa de mecanismos relacionados a etiologia da obesidade.

Ao testarmos a segunda hipotese proposta, demonstramos que a ativacao dos receptores
nucleares REV-ERBa centrais promove aumento do consumo alimentar, ganho de massa
corporal e da eficiéncia alimentar, acompanhados por tendéncia a redug@o na temperatura retal.
A ativagdo desses receptores também afetou o metabolismo energético, promovendo
hiperglicemia sem alteragdes na sensibilidade a insulina. Juntos, esses resultados mostram que
os receptores REV-ERBa centrais podem contribuir para o balanco energético positivo. Além
disso, demonstramos que essa ativa¢ao ndo induz ao comportamento ansioso, mas eleva alguns
parametros da atividade locomotora, e consequentemente, do gasto energético induzido pela
atividade fisica. Essa aparente contradicdo entre aumento da eficiéncia alimentar e do gasto
energético, pode ser explicada pelo status energético do organismo. O teste de eficiéncia
alimentar foi realizado sob condi¢des de jejum de 24 horas, enquanto o campo aberto, para
minimizarmos o estresse promovido pelo jejum, os animais estiveram sob condi¢des ad libitum.
Ao realizarmos o teste de eficiéncia alimentar em condigdes ad [ibitum, observamos que a
ativacao central dos receptores REV-ERBa ndo alterou consumo alimentar e tendeu a reduzir
ganho de massa corporal. Juntos, esses resultados sugerem que os receptores REV-ERBa
centrais podem promover um balango energético diferencial a depender do estado energético

do organismo.

A ativacao dos receptores REV-ERBa centrais, promoveu aumento do consumo
alimentar, ganho de massa e da eficiéncia alimentar de maneira dose dependente. A dose de
10pg do agonista administrado por via intracerebroventricular, foi a que demonstrou maior
potencial de influenciar o balango energético. Quando administrada por via intraperitoneal, esta

mesma dose ndo induziu a esses resultados. Juntos, eles demonstram que o aumento do
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consumo ¢ a eficiéncia alimentar sdo resultantes da ativacdo exclusivamente central dos
receptores REV-ERBa. Até o momento, nenhum estudo demonstrou a influéncia do REV-
ERBa sobre o consumo alimentar. Em estudo epidemiologico, foi demonstrado que
polimorfismos no gene Rev-erba leva ao fenotipo de obesidade, entretanto, ndo foi encontrada
relagdo com o consumo alimentar [17]. Além disso, a ativagao periférica desses receptores nao
altera o consumo alimentar, embora reduzam o peso corporal em ratos obesos [50]. Nosso
estudo ¢ o primeiro a demonstrar que a ativagao central do REV-ERBa afeta o controle do
balango energético e sdo capazes de alterar o consumo alimentar. Por ser observagao recente, a
compreensdo de possiveis vias envolvidas nesta ag¢do, sdo ainda desconhecidas. Tais vias,
podem estar ligadas a mecanismos regulatdrios associados aos relogios circadianos ou a
mecanismos independentes desses relogios [51]. Com relacdo aos mecanismos ligados aos
relogios, sabemos que o REV-ERBa reprime a transcri¢do do gene Bmall. Juntas, proteina
BMALI e CLOCK formam um heterodimero, CLOCK;BMALI, que ativam a expressao de
genes portadores do elemento E-box em suas regides promotoras [52]. Dentre os genes
portadores deste elemento, destaca-se o Cart [53], que codifica peptideo hipotalamico
anorexigénico CART. Portanto, a ativagdo central do REV-ERBa, pode reduzir a expressao do
gene Bmall e consequentemente, do Cart. Embora nos ndo tenhamos medido a expressao
desses genes, a reducdo da expressao de ambos, pode explicar o aumento do consumo alimentar
e até o aumento da eficiéncia alimentar observados neste estudo. Com relagdo a possiveis vias
independentes dos reldgios que liguem o REV-ERBa com o controle do balango energético, o
mecanismo também ¢é desconhecido. Entretanto, recentemente foi demonstrado que a ativagao
periférica dos receptores REV-ERBa e 3, também promovem modulacdo de orexinas (peptideo
orexigénico) no hipotdlamo, embora ndo tenha sido objetivo dos autores registrar o consumo

alimentar [54].

O aumento do ganho de massa corporal e da eficiéncia alimentar ¢ indicativo que a agao
central do agonista dos receptores REV-ERBa apresenta efeitos sobre o gasto energético. Como
andlise de termogénese, nos realizamos a afericdo da temperatura retal. Esta, consiste em
técnica utilizada por varios autores para mensuracdao da termogénese [55,56], e considerada
indicativo de temperatura central [57]. No atual estudo, ndés observamos uma tendéncia a
redu¢do da temperatura no intervalo de 3 horas ap6s a administragcdo do agonista. Essa pequena
redu¢do na temperatura corporal somado ao aumento do consumo alimentar, ¢ coerente ao
aumento do ganho de massa corporal e eficiéncia alimentar. O hipotdlamo ¢ importante local

do Sistema Nervoso Central implicado na termorregulagdo. Sua regido parasubventricular
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recebe densa quantidade de projecdes do Nucleo Supraquiasmatico (NSQ), comandando o
padrao circadiano da termorregulagdo [58]. Diante disto, o REV-ERBa pode ter contribuido
para a tendéncia a reducao da temperatura retal observada no presente estudo. No tecido adiposo
marrom, esse receptor afeta a termogé€nese modulando a expressdo do gene Ucp-1 [59].
Entretanto, sua a¢ao central sobre a termogénese merece ser detalhada com estudos adicionais.
Alguns peptideos hipotaldmicos também participam da termorregulagdo. O NPY reduz a
termogénese [60]. O CART, recentemente, foi apontado como capaz de modular a temperatura
no tecido adiposo marrom [61]. Como mencionado, ndo medimos a expressdo do CART, mas
uma possivel reducdo na sua expressao, pode produzir, a0 menos em parte, a resposta que

observamos.

O metabolismo energético também recebe influencias da ativagdo central dos receptores
REV-ERBu. Tanto os niveis de insulina quanto os glicémicos apresentam um padrao circadiano
[62]. Isto evidencia que o metabolismo dos carboidratos € passivel de regulacao circadiana. De
fato, camundongos mutantes para o gene clock apresentam hiperglicemia e hipoinsulinemia
[14]. No presente estudo, observamos que os animais tratados com o agonista REV-ERBa
administrado por via intracerebroventricular, apresentaram reducdo da tolerancia a glicose.
Quando administrada por via intraperitoneal, ndo observamos qualquer alteracdo nos niveis
glicémicos. Esses resultados mostram que a elevacdo dos niveis plasmaticos da glicose resulta
da ativagdo exclusivamente central dos receptores REV-ERBa. Nossos resultados sao
contrastantes aos observados por Solt e colaboradores, que demonstraram redugdo dos niveis
glicémicos em ratos obesos tratados com agonista dos receptores REV-ERBa por via
intraperitoneal [50]. Essa redugdo pode ser explicada pelo fato que no pancreas, a ativacao
desses receptores induz a secre¢do de insulina [63]. E ainda, o heme reprime a transcri¢ao de
genes ligados a gluconeogénese no figado, como fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e
glicose 6 fosfato (G6P) [64]. Entretanto, at¢ o momento, nenhum estudo mostrou as
repercussoes da ativagdo dos receptores REV-ERBa centrais sobre o metabolismo energético.
Juntos, as diferengas entre nossos resultados e as evidéncias na literatura, sugerem que o
agonista do REV-ERBa possa agir de maneira tecido-dependente. Provavelmente, a redugdo da
tolerancia a glicose resultante da ativagao central do REV-ERBua possibilite o organismo prover
energia ao encéfalo, j4 que aumenta o consumo alimentar e reduz a absor¢do de glicose. Os
mecanismos subjacentes a essa redu¢do em decorréncia a ativagdo dos receptores REV-ERBa
centrais ndo sdo claros, entretanto, a repressdo do Bmall hipotaldmico pode compor esses

mecanismos. Camundongos deficientes do gene Bmall apresentam reducdo da secrecdo de
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insulina e hiperglicemia [65]. Além disso, os mecanismos independentes dos relogios também
podem estar atuantes. O balango entre peptideos hipotalamicos também pode repercutir na
glicemia. A deficiéncia no POMC, por exemplo, pode resultar em prejudicada tolerancia a
glicose [66]. Entretanto, o envolvimento do BMALLI e peptideos orexigénicos com redugdo na
absor¢do da glicose induzida pelo REV-ERBa, precisa ser estudado. Em nosso estudo, nao
observamos que alteracdes na sensibilidade a insulina em decorréncia da ativagao central do
REV-ERBoa. Similarmente, camundongos deficientes no gene Rev-erba, também nao
apresentam alteracdes nessa sensibilidade [67]. Juntos, esses resultados mostram que a ativagao
dos receptores REV-ERBa centrais induz a reducdo na tolerancia a glicose, provavelmente,

devido a reducao da secre¢ao de insulina, sem alterar a sensibilidade a mesma.

Ha registros na literatura que apontam o envolvimento dos receptores REV-ERBa com
comportamento ansioso [68]. Esse comportamento tende a alterar a exploragao do campo aberto
influenciando diretamente o gasto energético induzido pela atividade fisica. Isto nos daria uma
falsa interpretacdo sobre o aumento do ganho de massa corporal observado nos individuos
tratados com o agonista. De modo a verificarmos se a administragdo central do agonista REV-
ERBoa induz a ansiedade ou mal-estar, nos realizamos o teste do campo aberto. Como ja
mencionado em resultados anteriores, este teste ¢ reconhecido como capaz de detectar os niveis
de ansiedade em ratos [26], pelo fato desses animais apresentarem o comportamento de
tigmotatismo [27]. Assim, o tempo de permanéncia nas areas central, intermediaria e periférica
do campo aberto, nos fornece indicios dos niveis de ansiedade em ratos [26]. No presente
estudo, observamos que a ativagao central do REV-ERBa nao alterou o tempo de permanéncia
nas areas central, intermedidria e periférica do campo aberto. Isso evidencia que a ativagao
central dos receptores ndo altera niveis de ansiedade e nos garante que os resultados de consumo
alimentar e atividade locomotora ndo sofreram interferéncias por aumento dos niveis de

ansiedade ou mal-estar.

Os resultados do campo aberto também nos permitem acessar alguns parametros da
atividade locomotora. Aqui, nés observamos que o tratamento com o agonista promoveu
aumento da atividade locomotora com aumento da poténcia média, da distancia percorrida e da
velocidade média. Consequentemente, observamos aumento no gasto de energia induzida pela
atividade locomotora. Além disso, estes resultados foram confirmados pelo registro continuo
da atividade dos animais, por intermédio de sensores de movimento. Este, nos possibilitou a
quantificagdo do tempo em que os animais passaram se movimentando. Uma hora apds a

administracdo do agonista, observamos aumento do tempo em que 0s animais permaneceram
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em movimento, que foi diminuindo gradativamente até se igualar a resposta dos controles entre
4 ¢ 5 horas apds a administracao. Esse aumento da atividade locomotora ¢ compativel com
outros registros na literatura. Woldt e colaboradores demonstraram que camundongos
deficientes de receptores REV-ERBa, apresentam diminui¢do na capacidade muscular e
eficiéncia da atividade fisica, bem como reducdo na func¢do e no contetido de mitocondrias na
fibra muscular. Em contrapartida, em cultura de células, a ativagdo farmacologica desses
receptores, aumentou a funcao e biogé€nese mitocondrial no tecido muscular, além de melhorar
o rendimento da atividade fisica, chegando a sugerir que a ativagdo destes receptores pode
melhorar o metabolismo oxidativo mitocondrial e a capacidade fisica [69]. Além disso,
Banerjee e colaboradores demonstraram que a administracdo intraperitoneal do agonista do
REV-ERBua induz ao aumento da atividade locomotora e da vigilia [68]. No entanto, em nosso
estudo, a administragdo da droga se deu por via intracerebroventricular e, pouco se sabe sobre
a conexao entre os receptores REV-ERBa centrais com a atividade locomotora. Nos sugerimos
que alteragdes na expressao dos genes Bmall e peptideos hipotalamicos anorexigénicos,
possam estar subjacentes a essa conexao. Algumas evidéncias sustentam essa possibilidade. A
presenga do gene Bmall em estruturas encefélicas € necessaria para a modulagdo da atividade
locomotora na Atividade Antecipatoria Alimentar (AAA) em animais sob restricdo alimentar
[70]. E, o NPY e o AgRP, apresentam influencias regulatdrias sobre a atividade locomotora

[44,45].

Entretanto, ¢ importante ressaltar a contradi¢do ao compararmos nossos resultados de
eficiéncia alimentar, com os de aumento do gasto energético induzido pela atividade
locomotora. Essa aparente contradi¢do pode ser explicada por uma diferenca metodologica que
utilizamos. Para minimizar eventos estressores, o teste de campo aberto foi realizado em ratos
sob condic¢des de alimentacdo ad libitum. Ja o teste de eficiéncia alimentar, foi realizado apos
jejum de 24 horas. Essa diferenga metodologica junto aos resultados contraditorios, nos sugere
a possibilidade de que o status energético da célula possa influenciar a resposta do receptor
REV-ERBua ao seu agonista. Ha evidéncias de que o REV-ERBa apresenta grande participacao
em mecanismos fisioldgicos em resposta a restricdo caldrica e/ou alimentar. Quando a
disponibilidade de alimento ¢ restrita & periodo de poucas horas por dia, e esse regime ¢
mantido, o animal exibi um conjunto de modificagdes comportamentais e fisiologicas, horas
antes do momento da refeicdo [71], fendmeno conhecido como Atividade Antecipatéria
Alimentar — AAA [72]. Uma das caracteristicas da AAA ¢ o aumento da atividade locomotora

[73]. Recentemente, foi demonstrado que camundongos deficientes no gene Rev-erba no
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encéfalo ndo apresentam a AAA [74]. Além disso, apresentam um comportamento locomotor
fragmentado e arritmico [74]. Esses resultados sustentam a hipotese de que os receptores REV-
ERBa possam participar de respostas do organismo a restricdo calorica/alimentar. E,
evidenciam ainda, que os receptores REV-ERBa centrais podem influenciar a atividade

locomotora em individuos sob restri¢do calorica.

Para testarmos essa hipdtese, nds realizamos um teste de eficiéncia alimentar onde foi
mensurado o consumo alimentar e ganho de massa corporal e eficiéncia alimentar no intervalo
de 24 horas apds administra¢ao da droga em animais sob alimentacao ad libitum. Evidenciamos
que a ativacao central dos receptores REV-ERBa ndo alterou o consumo alimentar, induziu
tendéncia a redu¢do no ganho de massa corporal e eficiéncia alimentar. Confrontando esses
resultados com os de atividade locomotora, o esperado seria observarmos uma reducdo do
ganho de massa corporal e da eficiéncia alimentar. A tendéncia a redugdo nesses parametros
pode resultar de um aumento do gasto de energia transitoria. Avaliamos o gasto energético no
campo aberto, em uma analise realizada 1 hora apds a administracdo da droga durante um
intervalo 5 minutos. Assim, ndo temos a garantia de que esse gasto energético se manteve
elevado apos esse intervalo. Além disso, ndo realizamos medidas de gasto energético por
termogénese ou calorimetria indireta no intervalo de 24 horas apos a administragao do agonista.
No entanto, os animais com livre acesso a alimentacdo apresentaram resultado da eficiéncia
alimentar diferente do obtido nos animais apds jejum de 24 horas. Isto nos mostra forte indicio
de que o receptor REV-ERBa tem sua a¢do influenciada pelo status energético da célula. A
redu¢do da razao NAD(P)H/NAD(P)+ aumenta a agdo do SIRTI, uma desacetilase NAD+
dependente, que influencia a transcricio do BMALI e interage fisicamente com a proteina
CLOCK suprimindo a atividade do heterodimero CLOCK;BMALI1 [75]. Esse mecanismo
interfere na ritmicidade da expressdo de alguns genes reldgios, incluindo o Rev-erba. Embora
pouco conhecidas, as fungdes dos receptores REV-ERBa incluem a detec¢ao do estado redox
[76] e metabolico da célula [77]. Um exemplo foi demonstrado recentemente em ratos
alimentados com dieta rica em ferro. Este elemento promove aumento das espécies reativas de
oxigénio e redu¢do da razdo NAD(P)H/NAD(P)+. Este ultimo, ativa o PGC-1 que aumenta a
expressdo do heme. Este, se liga aos receptores REV-ERBa, considerados heme sensores,
inibem a transcricao de genes pertencentes a via de gliconeogénese no figado. O paradoxo de
redugdo da razdo NAD(P)H/NAD(P)+ e da gliconeogénese ¢ justificada pelos autores como

resultante de vias complexas envolvendo inimeros componentes [78]. Adicionalmente, o heme
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também ¢ um sensor de Oy, e seus niveis podem regular o metabolismo de glicose no figado

[79].

Tomado todos juntos, os resultados sugerem que a ativag@o dos receptores REV-ERBua centrais
age sobre o controle do balango energético aumentando consumo alimentar € ganho de massa
corporal, além de reducdo da tolerancia a glicose. Como eles contrastam com os resultados
obtidos pela ativagdo dos receptores periféricos, sugerimos que a a¢do do agonista sobre o
balango energético se dé de maneira tecido-dependente. Além disso, temos a evidéncia que a
funcdo desses receptores também possa sofrer influéncia do estado energético da célula.
Entretanto, estudos precisam ser realizados para a compreensdao das fungdes dos receptores
REV-ERBua centrais no controle do balango energético, bem como as interferéncias do estado

metabdlico do organismo.
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9. CONCLUSAO:

Nossos resultados, de uma maneira geral, confirmam que os receptores nucleares de
glicocorticoides ¢ REV-ERBa participam do controle do balango energético, cada um a sua

maneira.

Quando ativados, os receptores de glicocorticoides periféricos e centrais promovem
aumento do consumo alimentar ¢ redu¢do do gasto energético induzido pela atividade
locomotora. Esses resultados nos levam a aceitar nossa hipdtese. A ativacdo dos receptores
nucleares periféricos e hipotaldmicos contribuem para o balango energético positivo, resultante
do aumento do consumo alimentar e redu¢ao do gasto energética (induzido pela atividade

locomotora).

Quanto aos receptores REV-ERBa centrais, quando ativados, observamos aumento do
consumo alimentar, ganho de massa corporal e da eficiéncia alimentar, além de reducdo da
tolerancia a glicose e tendéncia a reducdo da temperatura corporal. Esses resultados, por si s0,
nos levariam a rejeitar nossa hipotese, que afirma “A ativagao dos receptores nucleares Rer-
erba centrais contribuem para o balanco energético negativo, resultante da diminuicdo do
consumo alimentar e/ou aumento do gasto energético”. A diferenga entre 0S €S€assos registros
na literatura e nossos resultados, podem sugerir que a ativagdo do REV-ERBa pode apresentar
efeitos tecido-dependente. Entretanto, devemos ressaltar que a condi¢do comum imposta aos
animais nos testes de eficiéncia alimentar, tolerancia a glicose e temperatura retal, foi o jejum.
Ao realizarmos o teste do campo aberto, mantemos os animais sob alimentacdo ad libitum para
minimizarmos o estresse, por se tratar de um teste sensivel ao mesmo. Neste teste, observamos
que a ativacdo dos receptores REV-ERBa centrais, promoveu aumento do gasto energético
induzido pela atividade locomotora. O consumo e a eficiéncia alimentar nos animais sob
alimentacdo ad libitum, ndo reproduziram os resultados do mesmo teste em animais ap6s jejum
de 24 horas. Esses resultados se assemelham a nossa hipotese, e sugerem que 0s receptores
REV-ERBua possam apresentar uma resposta diferente ao seu agonista a depender do estado
energético da célula. No entanto, mais estudos sdo necessarios para a compressdo destas

respostas.

De uma maneira geral, podemos concluir que os receptores REV-ERBa centrais agem
sobre o controle do balango energético. Se a resultante final for o balan¢o energético negativo
ou positivo, dependera do tecido e/ou do status energético do organismo.
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Os resultados que obtivemos da administragdo central do agonista dos receptores REV-

ERBa abriram para novas possibilidades de relagdes entre esses receptores € o balanco

energético. Foi demonstrado que a ativacdo desses receptores repercute no comportamento

alimentar e no gasto energético. Nao ha registros na literatura de administragdo central de

agonistas do REV-ERBa e seus efeitos sobre o comportamento alimentar, peso corporal,

metabolismo energético e atividade locomotora. Fica evidente a originalidade e impacto de

nossos resultados, assim como, as perspectivas de estudos para compressao dos mecanismos

envolvidos. Além disso, nossos resultados evidenciam um complexo envolvimento entre o

REV-ERBua e controle do balango energético, podendo o receptor apresentar efeitos distitos a

depender do tecido (encéfalo ou orgaos periféricos), ou do estado energético do organismo.

Assim, surgem as seguintes perspectivas de estudos:

>

Avaliar a atividade locomotora (Campo aberto) e gasto energético induzido pela
atividade locomotora ap6s administracao central do agonista REV-ERBa em animais

sob jejum de 24 horas.

Realizar o registro continuo do tempo de movimento dos animais, horas antes e apos a

administra¢do central do agonista REV-ERBa, em animais apos jejum de 24 horas.

Avaliar consumo alimentar em intervalos de 1, 2 e 4 horas ap6s a administragdo do

agonista REV-ERBa em animais sob alimentagao ad libitum.

Avaliar a expressao do gene Rev-erba no hipotalamo de animais apos jejum de 24 horas

¢ sob alimentacao ad libitum.

Avaliar o conteudo de cFos no hipotalamo, especialmente no niicleo arqueado (ARC),

apo6s administragdo intracerebroventricular do agonista do REV-ERBa.

Avaliar a expressao de genes-alvo do REV-ERBa, como o Bmall, apds a administragao
central do agonista do receptor, em animais apds jejum de 24 horas e sob alimentagdo

ad libitum.

Avaliacdo da expressao de neuropeptidios hipotaldmicos, como o CART, apods a
administracao central do agonista REV-ERBa, em animais apds jejum de 24 horas e

sob alimenta¢ao ad libitum.
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CAN NUTRIENTS BE ADJUVANTS IN TREATMENT OF DEPRESSIVE
DISORDERS? - A LITERATURE REVIEW

Podem os nutrientes serem adjuvantes no tratamento de afeccdes depressivas? - Uma revisao
da literatura

Tassia Karin Ferreira Borbal, Tereza Cristina Bomfim de Jesus Deird?, Raul Manh3es de

Castro®

SUMMARY: The control of humor is regulated by several factor, and nutrition seems to be
essential on the maintenance of health and disease. The aim of this review is identify nutrients
that influence the control of humor and their association with affective disorders. Synergic or
antagonic interactions are analysed beetwen pharmacologycal substances and ingested
nutrients. These interactions can minimize or potentiate the action of affective disorders
mediators, such as neurotransmitters. At last, this review brings some research papers about the
macro and micronutrients effects. They are precursors or not of neurotransmitters and they
interfere on the hormone and neuroimmune response, influencing on the neurotransmission.
Thus, the present study analyse the major aspects of adjuvant nutritional therapeutic of affective
disorders, depression especially.

KEY WORDS: nutrients, affective disorders, antidepressive agents, food intake
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RESUMO: O controle do humor é regulado por diversos fatores, e a nutricdo parece ser
essencial na manutencdo tanto da satde como na doenca. Esta revisdo de literatura tem por
objetivo identificar nutrientes que exercam influéncia sobre o controle do humor e sua
associacdo aos transtornos afetivos. Analisa ainda interacdes sinérgicas ou antagonicas entre
farmacos e nutrientes ingeridos. Tais intera¢cbes podem minimizar ou potencializar a acdo de
mediadores de transtornos afetivos, como 0s neurotransmissores. Por fim, aborda artigos de
efeitos de macro e micronutrientes. Estes sdo precursores ou ndo de neurotransmissores e
interferem na resposta hormonal e neuroimune, influenciando na neurotransmissdo. Assim, o
presente estudo analisa os principais aspectos da terapeutica nutricional adjuvante nos
transtornos afetivos, especialmente a depressao.

PALAVRAS-CHAVE - nutrientes, transtornos afetivos, agentes antidepressivos, ingestdo
alimentar

Humans grieve or rejoice with ease, due to life events. This experience daily fluctuations in our
humor is universal. The mood swings, however, can become excessive in terms of intensity and
or duration starts to interfere significantly in the everyday individual. In the regulatory context
of controlling mood, Nutrition seems essential factor both in health and in disease.

The Diagnostic Statistical Manual of the American Psychiatric Association, published in
2000 on fourth version (DSM-IV) 1, classifies affective disorders into two major groups,

depressive disorders and bipolar. Among depressive disorders, can be mentioned;

a)The Major Depression - characterized by depressed mood with a duration for
six months or more.
b)Dysthymia - characterized by at least two years of depressed mood most of
the day, accompanied by depressive symptoms that do not come to characterize a
major depressive episode. Its prevalence throughout life is approximately 6%.
c)Occurrence for up to four weeks after birth, also known as postpartum
depression - Postpartum Affective Disorder.
d)Seasonal Depressive Disorder - beginning and end of symptoms dependent on
certain periods of the year, with the beginning in the winter and ending in spring.
e) Depressive disorders not Specified - include depression that do not meet criteria for
major depression or dysthymia, or for adjustment disorders with depressed mood or
with mixed symptoms of anxiety and depression.
Bipolar disorders involve compulsory attendance, the patient's history of manic, mixed or
hypomanic episodes. Often also major depressive episodes occur. They can be subdivided into
Bipolar | and Il disorders, cyclothymic, and those not specified. The manic symptoms are
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characterized by persistent high expansive, or irritable mood for at least one week and three
more of the following symptoms; excessive self-esteem, prolixity, activity increased, ideas,
reduced need for sleep, dispersion, involvement in activities without analyzing their risks or
consequences leak.

The hypomanic episodes are similar, but the framework is not severe enough to cause
significant impairment in social or occupational functioning of the patient. In mixed episodes
occur almost daily basis, both as manic symptoms of major depression, with fast alternation
between them for a minimum period of one week. Thus, we can conceptualize the subdivisions
of bipolar disorders as follows; Bipolar Disorder | - involve one or more manic or mixed
episodes generally accompanied by major depressive episodes.

This is a recurrent disorder, whereas 90% of patients exhibit one or more episodes after the

first. Yet, there is a familial component, since the first-degree relatives of these patients have a
greater likelihood of presenting affective disorders.
Bipolar 11 disorders - characterized by one or more major depressive episodes accompanied by
at least one hypomanic episode. Hypomanic episodes usually occur immediately before or after
an episode of major depression. Cyclothymic disorders - is related to the presence of at least
two years, several major periods of hypomanic or depressive symptoms. Have chronic and
fluctuating course.

Are several, so the subdivisions from mood disorders. In a recent publication (Goncalves et
al., 2014), about the common mental disorders in Brazil, depression and anxiety reported rates
above 50% in the populations of the study cities. The mental health problems are particularly
high incidence in women, unemployed, in people with low educational level and low income.
It is noteworthy, in this particular, the high incidence of depression. In this approach to,
attention will be given to the context of major depression, being accounts for about 40% to 60%
of cases of hospitalization in psychiatric clinics 2.

Major depression is characterized by one or more depressive episodes, with at least two
weeks of depressed mood or loss of interest in most activities. The picture is accompanied by
at least four additional symptoms of depression. These symptoms that include feelings of
hopelessness, worthlessness, guilt, helplessness 3.

Thus, may be present in combination, changes in appetite and sleep, fatigue, psychomotor
retardation or agitation, decreased sexual performance, difficulty concentrating and thinking,
and recurrent thoughts of death, with or without suicide attempts. The increased irritability is
common, especially in children and adolescents. Studies in these life stages, has observed that

these depressed individuals have difficulty maturity to solve social problems with cognitive
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flexibility deficit differs from adults about the response inhibition deficit or memory *°.

Some cases of major depression have special features. Diagnosis involves the onset of loss
of interest in most activities or absence of reaction to usually pleasurable stimuli. Furthermore,
it should be present at least three more of the following symptoms; depressed mood, perceived
different from that observed, morning worsening, insomnia, psychomotor agitation or
retardation, anorexia or weight loss and excessive guilt. Generally, there is one or more good
and almost complete response prior to biological treatment prior episodes of depression
followed by complete recovery or 3.

In this direction, psychotic symptoms may also accompany major depression with the onset
of delusions and even hallucinations. Depression with atypical features involves a combination
of the following aspects, ability to experience positive response to favorable event, excessive
sleeping and eating and exaggerated sensitivity to rejection. Effective pharmacological
treatment of depression began in the second half of the 1950s. Only recently have studies begun
to advance understanding of the neural bases and pathophysiology of depression and other
affective disorders. In reality only with advances of studies on the pharmacodynamics of drugs
used as antidepressants is that understanding these foundations began dawning, some
hypotheses about the genesis of affective disorders is suggested. Among these hypotheses, can
be highlighted; the classic monoamine theory of depression, the hypothesis changes of
receptors, and the immune hypothesis > 5.

There are numerous pharmacological evidence supporting the classic monoamine theory of
depression. We emphasize here the discoveries of substances that inhibit the reuptake of
biogenic amines norepinephrine and serotonin and other monoamine oxidase inhibitors termed,
an enzyme that degrades these monoamines . The experimental and clinical treatment with
these substances increase the brain level of these monoamines and promote antidepressant
effect in the subject °. Similar effect, although transient, and exhilarating character, can also be
observed in subjects with use of psychostimulants, such as amphetamines, which also promotes
increased release of noradrenaline and decrease their neuronal reuptake *°.

In contrast, reserpine, causing pharmacological depletion of monoamines in the brain in
depression promoting about 20% of patients. Together, these observations helped the
proposition of the following hypothesis: "Depression is the result of deficiency of monoamine
neurotransmission in the brain," especially norepinephrine and / or serotonin. Generally is the
classic monoamine theory of depression. Indeed, experimental observations support this
hypothesis. For example, a subset of depressed patients have decreased levels of 3-methoxy-4-

hydroxy-fenilglicol, a metabolite of norepinephrine appears to reflect that the renewal rate of
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noradrenaline 1.

Moreover stands here food substances, precursors of neurotransmitters, such as L-
tryptophan and 5-hydroxy tryptophan, which originate serotonin (5-HT) and showed moderate
antidepressant action. Lower concentrations of serotonin and its major metabolite, 5-
hydroxyindole acetic acid, are found in the brains of suicide victims or the cerebrospinal fluid
of depressed individuals. Furthermore, it was demonstrated that acute withdrawal of L-
tryptophan induced depression recurrence in 80% of patients successfully treated with
substances to selectively block the reuptake of serotonin. Also, administration of
alfametilparatirosina, an inhibitor of norepinephrine synthesis, promotes acute recurrence of
depressive symptoms in patients treated with selective reuptake blockers of neurotransmitter *2,

In such aspect, this hypothesis suggests even attempts to take up its metabolic profile of

depression in the prediction therapeutic response to particular antidepressants. Thus, in the said
depressions noradrenergic, also known as inhibited depressions, could indicate more selective
inhibition of noradrenaline substances such as reboxetine and nortriptyline, while the
serotonergic said depressions, anxious depression, would be advised selective reuptake
blockers serotonin, such as fluoxetine and sertraline. Today, this approach seems to be useful
in clinical practice, although more studies are needed to confirm it effectively.
Thus, the anatomical substrate for the genesis of depression, appears to reside in the local
synthesis pathways and projections of the neurotransmitters norepinephrine and serotonin.
These projections originate from nuclei located in the brainstem, cerulean locus and raphe
nuclei, respectively. Thus a wide range of innervate forebrain structures such as the cortex,
particularly the front; hippocampus; lateral hypothalamus, and other limbic system structures.
Experimental and clinical studies have shown that the stimulation of brain areas where these
projections are caused by the self-stimulation of animals described as enjoyable sensations and
in humans 3,

Moreover, these areas are stimulated to promotes such responses, were named of reward
areas. Anhedonia is one of the outstanding symptoms of depression, namely, lack of pleasure,
is suggested that structures within the reward system that receive noradrenergic and
serotonergic projections may be the one responsible for pathophysiology of this anatomical
affective disorder substrates 4.

The complexity of these events which lead to behavioral changes individuals has led and
pharmacological studies of food substances that increasing the synthesis or for the reuptake of
neurotransmitters within nerve cells can improve various disorders. In this particular,

administration of serotonin precursors or lack thereof, can have effects on mood of individuals
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resulting in attenuation or increased depressive respectively symptoms?®.

Serotonin has the amino acid tryptophan as a precursor, which is actively transported into
the cell via a carrier present in plasma membrane. Once into cell cytoplasm, tryptophan will
serve as a substrate for tryptophan hydroxylase, the first enzyme in this pathway, which
promotes the conversion of tryptophan to 5-hydroxy-tryptophan'®. The second step in the
serotonin synthesis pathway is provided by a decarboxylase enzyme aromatic L-amino acid,
converting the product of the first step 1°.

Of the pathway, L-5-hydroxytryptophan in serotonin (5-HT) 7. When serotonin is
synthesized in the cytoplasm of the cell, it is transported into synaptic vesicles where they are
stored until ready to be released into the synaptic cleft in reply to an action potential *'.

Thus the role of tryptophan in the feed of great relevance configures as an amino acid that
goes beyond the body composition of proteins but can act in the prevention and treatment of
mental disorders. Therefore stands out the consumption of foods containing tryptophan, such
as chicken, soy, grains, nuts, tuna, bananas, chickpeas, milk, eggs, cocoa, among others 18,
which can result in increased serotonin synthesis reflecting consequently in the mood. Worth
remembering the role of vitamin B6 as a cofactor of the enzyme decarboxylase L-aromatic
amino acids, which participates in the synthesis of serotonin. Therefore, in addition to food
sources in tryptophan, those rich in vitamin B6 can also potentiate serotonin synthesis and
enhance intellectual performance in humans %%,

Study of Cabral Filho et al. (1987) used mice fed rich in carbohydrates and low protein diet
supplemented with tryptophan, showed inhibition of seizures, whereas the non-supplemented
diet facilitated seizures, suggesting that serotonin levels in the brain can be determined by
tryptophan diet or supplementation tryptophan, modulating seizure response 2.

In addition these foods mentioned above, serotonin synthesis can be influenced by diet
composition, as demonstrated in the work of Wurtman and Fernstron, 1975. These authors
showed that in some assays protein diets can reduce the concentration of serotonin in the system
central nervous while diets high in carbohydrates increase this concentration 2. This can be
explained by the fact that proteins presenting in their basic amino acids constitution as valine,
leucine, methionine, alanine, among others that compete with tryptophan at amino acid
transporter present in the blood-brain barrier as a result, have a smaller transport of the amino
acid tryptophan to the brain and therefore a decrease in serotoninégica synthesis. In contrast, a
diet rich in carbohydrates increases the concentration of tryptophan in the brain 23,

Aspect to be considered in diet increased carbohydrate intake is insulin release by increased

postprandial glucose, which promotes increases in the uptake of these same basic aminoacids
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by muscle tissue. This results in reduction of these circulating amino acids and lower chance of
competing with tryptophan amino acid transporters in the blood-brain barrier, with consequent
increase in its levels in the brain and therefore the synthesis of serotonin 222,

In addition, tryptophan is not easily added to the muscle tissue since it is connected to about
75 to 85% to plasma proteins 2°. Insulin, in turn, also reduces plasma free fatty acid
concentration, reducing the competition for binding sites on plasma proteins with tryptophan
resulting in increased efficiency of plasma carriage of tryptophan. Being one of the
neurotransmitters serotonin, that when disability may participate in the genesis of depression,
source of tryptophan and carbohydrate-rich foods can compose a treatment prescribed by
nutritionists to patients with this disorder 2°.

Disparity between the time of monoamine reuptake inhibition, which requires hours and the
antidepressant effects provided by these substances reuptake inhibitors, requiring weeks
demonstrates that the classical theory monoamine becomes insufficient for the genesis of
depression. And another more detailed explanation is complementary to monoamine to increase
the number or sensitivity of postsynaptic receptors, which corresponds to the the hypothesis of
changes the receptors?’. In this case, the monoamine theory would result from hypersensitivity
of the postsynaptic receptors of monoamines, which in a feedback mechanism would decrease
the synthesis and release of the aminergic neurotransmitters presynaptic cells 2.

In addition, depression may be the result of hypersensitivity of postsynaptic receptors,
characterizing it as a arising from the reduction in the synthesis and release of neurotransmitters.
The continuous use of monoaminergic substances would have the effect of reducing the density
of receptors on postsynaptic cells, and again a feedback regulation would cause an increase in
synthesis and release of neurotransmitters. It was observed that with prolonged use of
antidepressant substances, a reduction in the levels of cyclic adenosine monophosphate, cyclic
AMP second messenger 282%%_ These evidences open field for more scientific investigations as

meaning unravel the etiology of depression.

Addition to the deficiency of monoamines and its alteration in postsynaptic receptor, it is
estimated that the genesis of depression may also be involved with the immune system. In 1981
was created the term designating a psychoneuroimmunology interrelationship between nervous,
endocrine and immune system. Accordingly, it is suggested that major depression can
negatively affect immune function predisposing the individual to the development of other
diseases, as well as the immune system can lead to the appearance from depression and other

diseases. The brain can communicate with the immune system through neurotransmitters or
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activation the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis 3.

Furthermore, the immune system and cells can produce substances that can alter the
function of neurotransmittersby changing the endocrine function. Among these substances are
cytokines responsible for communicating between immune cells and peripheral. Some studies
show that the pro-inflammatory cytokines such as tumor necrosis factor (TNF alpha), and
interleukins 1, 2 and 6, released during tissue damage have major impact on the neuroendocrine
function, altering metabolism of neurotransmitters, modify endocrine function and human
behavior. It is believed that cytokines released in immune activation may contribute to the high
rate of mood disorder in patients with other diseases. Nesse aspecto foi demonstrado que o
stress pré-natal leva a um comportamento semelhante a depressdo, com diminuicdo da IGF-1,
e aumento da IL-1pB, TNF-a e a libertacao de IFN-y modificando a expressao de sinalizadores
de citocinas com expressdo no hipocampo e no cortex frontal de ratos adultos 2.

Thus, behavioral changes by these substances include the appearance of a syndrome called
"sick behavior", which is characterized by anhedonia, cognitive dysfunction, anxiety,
irritability, psychomotor retardation, fatigue, anorexia, sleep disturbances and increased
sensitivity to pain, resembling the classic symptoms of depression. It was identified that
depressed patients present a greater amount of interleukin 6 (L6) when compared to patients
without depression®. Dahl et al. (2014) has shown that the cytokines interleukin (IL) -1B,
receptor antagonist of IL-1 (IL-1ra), IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, colony stimulating factor
granulocyte (G-CSF) and interferon gamma (IFN-?) significantly increased in patients
depressed at study entry compared to healthy controls, no significant reduction of seven of the
nine cytokines after treatment and simultaneously reducing depressive symptoms .

In addition to the above assumptions, it is now widely known that events in the life of an
individual can contribute to the onset of depression. In humans, there is growing evidence that
the number of stressful factors, especially psychosocial order, play an important role in the
development of affective disorders. It has been found, for example, there is a significant
increase in the influence of such events in the three months preceding the start of a depression.
Although many people to experience major adverse events during life, few are those who
develop affective disorders. Such studies show that depression is directly related to the type of
stressful events, such as social nature, financial problems, housing, lack of social support,
unemployment, difficulties in interpersonal relationships, and loss of his mother in infancy 3.

These events are accompanied by reduced self-esteem, which would, according to some
studies, the main cognitive factor predisposing to the development of depression. A number of

studies have demonstrated how impactful can be stressful events in the etiology of depression,



147

which depressed patients show hyperactivity of the HPA axis *°. Studies attempt to identify
which component of this axis was dysregulated in depressed patients.

Yet, the evidence points for the corticotropin releasing hormone (CRH). CRH-producing
neurons are located in different regions of the CNS, among which highlight the hypothalamic
paraventricular nucleus (PVN). CRH released by these neurons, neurons act stimulating the
pituitary promoting the release of corticotropin (ACTH). This has as target the adrenal glands
stimulating the release of glucocorticoids.

It has been demonstrated that depressed patients have increased volume both adrenal glands
as the pituitary, which has been attributed to CRH hypersecretion. This, in addition to his duties
in the HPA axis may also act on other brain areas as a neurotransmitter. Intracerebroventricular
injection of CRH (within a ventricle of the brain) produces behavioral changes such as
decreased appetite and libido, and psychomotor impairment of sleep, and anxiety symptoms
similar to those presented in depressed subjects *°.

In that particular, studies in laboratory animals suggest that early social deprivation, a risk factor
for developing of depression in humans, results in sensitization of CRH-secreting neurons, with
marked increases in the expression of the gene *'. In depressed patientsmainly those who
present the characteristics of "typical” show elevated levels of CRH in the cerebrospinal fluid,
which is normalized after treatment with antidepressants *. This regulation mechanism is not
well understood, although it may involve participation of monoaminergic pathways.

Until now, a heterogeneous group of drugs have been used for the treatment of affective
disorders, whose mechanisms of action are already understood in the literature. These drugs
can be classified,
 tricyclic antidepressants,
» second-generation antidepressants or atypical,
* MAO inhibitors and
» mood stabilizers.
All of them have their pharmacodynamic CNS, specifically in chemical synapses. These are
specialized junctions where an axon terminal makes contact with another neuron or other cell
type. For their functioning, pre-synaptic neurons all have a neurotransmitter synthesis
machinery. Here, we draw attention to the synthesis of amines, such as catecholamines
(dopamine, norepinephrine) and serotonin °.

These amines are synthesized from amino acids as precursors, and when ready the cytoplasm

of the cell are internalized inside the synaptic vesicles. The amines are released into synaptic
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cleft in response to a depolarizing action potential, which diffuse and bind to specific receptors
on the plasma membrane of the postsynaptic neuron to exert its biological effects depending on
the type of receiver which is bind 3°4°. When there is increased at the concentration of
neurotransmitters in the synaptic cleft, and when there is need for finalization of
neurotransmission, the recapture of amines occurs in the presynaptic neuron. In particular, each
has a specific amine recaptador thus for dopamine is the dopamine transporter (DAT) for the
norepinephrine transporter norepinephrine (NE) and serotonin, serotonin transporter (SERT) .

Once inside the presynaptic neuron transmitters recaptured can follow two different routes,
are internalized in synaptic vesicles for reuse or undergo enzymatic degradation by the action
of monoamine oxidase (MAO), an enzyme found in the outer surface of the outer membrane of
mitochondria . The MAQO aims to interrupt the activity of amines through degradation of these
transmitters. This enzyme is found as two isoforms, MAO A, which is expressed in the brain
and the periphery and MAO B is concentrated in the CNS. Both isoforms degrade amines such
as dopamine, norepinephrine and serotonin 3940,

The classical monoaminergic hypothesis infers that substances used in the treatment of
depression, same class from different origins and having distinct mechanisms in synapses
targets, have a common response by promoting increase in the concentration of
neurotransmitters in the synaptic cleft, and this phenomenon responsible the antidepressant
effect 4%,

Tricyclic antidepressants, for example, are substances that promote inhibiting reuptake of
norepinephrine, serotonin, and dopamine in a lesser degree, in the carriers acting NE, DAT and
SERT, respectively. For include the manipulation of 3 neurotransmitter systems, these drugs
are used to treat more severe and resistant depression. In addition to blocking the uptake of
monoamines transporters, tricyclic antidepressants also have affinity for various postsynaptic
receptors, promoting competitive blockade of acetylcholine on muscarinic receptors, alpha
adrenergic receptors, norepinephrine, histaminergic of the histamine.

Thus, the discovery of tricyclics antidepressants, along with MAO inhibitors, have promoted
a revolution in the treatment of depression, drastically reducing the electroconvulsive treatment
%2 pelonging to the class of antidepressants MAO inhibitors, such as clogirlina hydrochloride,
act by inhibiting the action of MAO. Consequently, we reduce the degradation of the
monoamines which were reuptake, and a larger amount them carried to the interior of synaptic
vesicles and thus increase in the amount of these neurotransmitters into the synaptic cleft,
responsible for the antidepressant effect **.

The first MAO inhibitors, known as first generation, irreversible and nonspecific as to the
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inhibition of a particular type of MAO, termed A and B, had limited use for many years because
of adverse effects that included hypertensive crisis, cases of hepatic necrosis acute and adverse
interactions with other drugs. Years later, this class of antidepressants gained prominence after
developing of specific inhibitors for the kinds of MAO and the reversibility of their actions “.

Substances used in the treatment of depression as Monoamine Oxidase Inhibitors (MAOIS)
may interact with nutrients particularly those containing tyramine in its composition. The death
of some patients in the 1960s caught the attention of clinicians and researchers to the possibility
of interaction between food and medicine 4. Tyramine a monoaminico compound derived from
the amino acid tyrosine, which is an adrenergic agonist of the an excess from the body may
cause hypertensive crises, headache to cerebral hemorrhage. Effects caused by the consumption
of foods high in tyramine or its accumulation in the blood, have been described:
vasoconstriction, increased cardiac output, increased blood pressure and respiratory rate and
increased blood glucose. Visually the symptoms can to be noticed by increasing pupils,
salivation and lacrimation *°.

The metabolism of tyramine is dependent on the enzymatic action of monoamine oxidase.
Thus, individuals who present higher sensitivity to the effects of this biogenic amine or who
are making use of any medication known to interfere with the metabolism of
monoaminaoxidases enzymes, such as MAO inhibitors, may have worsening of symptoms.
These substances act by inhibiting enzymes that degrade amines, in organs such as the brain,
kidneys and gastrointestinal tract thereby potentiating the effects caused by this metabolite feed
source* can occur.

Interesting is the fact that tyramine be found in a wide list of foods, milk products like cheese
in the cheddar and other 6. Also, are rich in tyramine other milk products, canned fish, salted
and smoked fish, shrimp, caviar, salami, concentrated meat in sauce or broth, and beef liver or
poultry, especially if stored for a long time in the form of spreads. The fava bean species, protein
supplements, soy sauce and pepper should be consumed in moderation. Between drinks, is red
wine, and beer 4.

Besides the restriction of tyramine-rich foods, it is recommended to reduce the intake of
certain foods stimulants like guarana, coffee, chocolate, mate, etc., by excessive central
stimulation that accompanies the use of MAOQIs “8. Many adverse reactions have been attributed
to biogenic amines from the diet. The relationship between tyramine and headaches have been
much studied. It has been postulated that patients suffering from migraine food for being
sensitive foods with tyramine present MAO dysfunction in the liver and in the blood causing

inability to that normally metabolize amine. The tyramine acts on the circulatory system,
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causing disturbances in vision, nausea, diarrhea and severe headache. Thus, careful observation
of the diet and the knowledge of these facts must be considered, since it can be the cause of
health problems difficult to determine etiology *°.

Study by Cabral Filho, et al (1987) in rats showed that a diet based on corn poor in protein
and high in cabohydrates supplemented with tryptophan prevented convulsions; unlike when
the diet was not supplemented seizures occurred. These results suggest that the serotonin levels
in the brain determined by dietary tryptophan or tryptophan supplementation, can play
important result in seizure response 2.

Recent study (Luo et al. 2014) demonstrated that hyperammonemia (HA) responsible for
hepatic encephalopathy in cirrhotic rats, promoted change in the levels of serotonin (5-HT)
contributes to elicit anxiety behavior and cognitive decline. Also in this study, treatment with
probiotic Lactobacillus helveticus, reduced the metabolism of 5-HT in the cerebellum and
hippocampus and the level of inflammatory markers, restoring cognitive function and
improvement in anxiety behavior, concluding that probiotics may be potential in the treatment
of disorders hepatic encephalopathy associated neurological by regulating the activity of 5-HT
observed by the plasma levels of the metabolite 5-hydroxyindoleacetic acid (5HIAA) and the
precursor tryptophan °°,

In adition Santos Carvalho et al., (2010) in their study showed reduction in food intake in
fed adult rats chronically treated with tryptophan in the neonatal period, demonstrating the
involvement of serotonin in modulating of eating behavior 2. Such evidence demonstrate the
complexity of these interactions and the role of certain amino acids in the feed as food substrates
for treating depression and other neurobehavioral disorders, alone or as adjuvant.

From among the antidepressants reported in the class of those second-generation or atypical
stands out the reuptake of serotonin and norepinephrine (SNRIs) and selective inhibitors or
serotonin reuptake inhibitors (SSRIs)®L. Antidepressant reuptake of serotonin and
norepinephrine are substances that act by inhibiting the reuptake greater degree of serotonin
and norepinephrine, which occurs antidepressant effect by increasing the concentration those
neutransmissores in the synaptic cleft. Furthermoredo not present affinity for muscarinic,
histaminergic, adrenergic and dopaminergic alpha. To be more specific than the tricyclic
antidepressants and MAOIs, these show relatively minor side effects 2.

Increase of production of IL-1B and TNF-o expression induced convulsive agents was
markedly reduced by sertraline. These results indicate that the reduction of inflammatory
processes of the brain may contribute to the anti-seizure action sertraline, contributing at low

doses to treat depression in epileptic patients. Thus, is demonstrated seroninergic action in
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inflammatory processes associated to depression %,

However, SSRIs are showing a lower incidence and severity of side effects and are therefore
the most frequently prescribed class of antidepressants currently. This is due to the fact that
SSRis, such as fluoxetine, are specific, inhibiting the reuptake of serotonin only possibly, been
promoting the increase of this neurotransmitter in the synaptic cleft. Also are the most recent
in the history of pharmacological treatments of depression, dating its early use in the late 1980s.

Among the side effects of SSRIs is the hypophagia may interfere on the nutritional status of
the individual, with particular attention to those to present rapid weight loss due to the
depression. Gastrointestinal symptoms are also observed, such as xerostomy, changes in taste
and hypoglycemia **. In the latter case, this requires particular attention to diabetic patients.
Furthermore, studies show that SSRIs can cause a reduction in the absorption of neutral as
methionine, leucine, phenylalanine and tyrosine amino acids up to 30%, and may have anti-
nutritional effect in the long term. The paroxetine, another SSRI, is associated with anemia, the
recommended iron supplementation *°.

Addition to these substances, it is known that the lithium salt is the main representative of
the so-called mood stabilizers . It it is effective in the treatment of episodes and the prevention
of recurrences of manic or depressive episodes in bipolar patients. Lithium can also be useful
in treatment-refractory patients with antidepressants when combined with the latter.

Also other conditions for which treatment with lithium was recommended include certain
forms of schizophrenia, alcoholism, emotional lability, aggression and neutropenia however, in
these cases, treatment with lithium yet, is not grounded in controlled studies *'. Lithium is an
alkali metal found in relative abundance in nature. Is present in minute concentrations in the
body and has no known physiological role. Their pharmacological effects are numerous, and
although hundreds of papers are published every year on lithium, its mechanism of action
remains mostly unknown . The large number of pharmacological effects triggered by lithium
greatly complicates an acceptable explanation for their effects to stabilize mood. Several
possibilities have been raised, including, possible influences the monoaminergic pathways
(dopamine, norepinephrine, epinephrine and serotonin) %60,

Substances that facilitate dopaminergic neurotransmission can produce manic symptoms. In
laboratory animals, lithium blocks the development of behavioral signs resulting from
overactivity of dopamine. Based on this, it was concluded that the antimanic effects of lithium
are due to its attenuation dopaminergic ! neurotransmission. Chronic administration of lithium
produces several changes in serotonergic and noradrenergic similar to those that accompany

prolonged treatment with antidepressants systems. By different mechanisms including
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increased uptake of the precursor of serotonin, tryptophan, and decreased activity of presynaptic
serotonin inhibitory receptors, lithium increases the release of serotonin, particularly in the
hippocampus *° also increasing by human, the neuroendocrine response to serotoninergic
agonists 2.

Although the effects on monoamines may be related to the effects of depression, mania and
bipolar patients, and in the case of serotonin and norepinephrine potentiation of the therapeutic
effect in depressed patients, they do not explain the humor stabilization, i.e., the effect
prophylactic in new crises when there continued in bipolar patients use . Several alternatives
have been proposed in this direction, particularly involving the interaction of lithium with
second messenger systems. Lithium inhibits increased levels of adenylate cyclase and cyclic
AMP levels and changes of phosphatidylinositol, of all second messengers 8. In this respect it
is worth mentioning the role of antidiuretic hormone in diminuirr renal elimination of water by
increasing the permeability of the collecting tubules. This effect is mediated by the increased
levels of cyclic AMP, and polyuria observed in patients treated with lithium should result in the
inhibition of cyclic AMP 54,

In addition to the therapeutic purposes, up to 75% of patients treated with lithium may
exhibit some kind of adverse effect. Most of these are small severity, improving by lowering
the dose or changing the dosing schedule. Occurs weight gain, gastrointestinal disorders such
as nausea, vomiting, diarrhea, and cognitive problems, such as difficulties with concentration
and memory.

Lithium is generally presented in the form of lithium carbonate, to be administered orally
and is rapidly absorbed by the digestive tract and its excretion is greater performed by the
kidneys, which it competes with sodium reabsorption in the renal tubules. At low concentrations
of sodium in the body, the reabsorption of lithium is enhanced by the renal tubules resulting in
elevated plasma levels, hence recommendation of not restricting sodium intake. Lithium is also
present in some food such as grains and vegetables, depending on the concentration of this
mineral soil and is also found in bovine animals, meat and eggs in mineral water .

Clinical studies have shown that patients with major depression have lower plasma
concentrations and erythrocyte folate and that this fact can be associated with a poor response
to treatment with antidepressants. Studies have also shown that supplementation with folic acid
in depressed patients can improve the therapeutic effect of antidepressant drugs, such as
fluoxetine once patients with depression may present a functional deficiency of folate and the
severity of the deficiency indicated by high levels of homocysteine have been correlated with

severity of depression. Fluoxetine and folic acid altered lymphocyte function in depression
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probably indirectly by reducing levels of homocysteine and directly on lymphocytes, modifying
the serotonergic system ¢,

Studies have shown that folate performs several functions in the organism participates in the
biosynthesis of nucleotides, increases the biosynthesis of tetrahydrobiopterin, which is a
coenzyme for the hydroxylation of phenylalanine and tryptophan biosynthesis of dopamine,
noradrenaline and serotonin, prevents neural tube defects, possibly exerts a neuroprotective role
in CNS damage by promoting neuronal growth and repair 876869,

Folic acid is a vitamin B complex which acts as a coenzyme in the metabolism of one-carbon
compounds. Folate is a general term used for this group of compounds. Folate is synthesized
by microorganisms and higher plants but not mammals, for which an essential nutrient that
needed to be ingested from food. Folic acid for the human body is available through diet foods
with this vitamin or through tablets or fortified foods. Foods such as beans, peas, spinach,
broccoli, asparagus, citrus fruits, grains, milk, meat, liver and raw vegetables have folate, but
the desired amount can not be achieved through diet alone ™.

Furthermore, low levels of folate are associated with a poor response to treatment with

antidepressants and folate participates in the synthesis of serotonin and noradrenaline,
neurotransmitters involved in the pathophysiology of depression 7. Other studies demonstrate
the relation of folic acid with major depression, and some evidence indicates also to its
participation in the pathophysiology of mania 2.
In fact, has been shown that manic patients have significantly lower levels of folate in
erythrocytes, indicating that folate deficiency may be involved in this disease. Added to this, a
clinical study showed that supplementation with folic acid increases the prophylactic effect of
lithium in reducing affective comorbidities. Case report of a patient with mixed disorder of
depression and mania that had vitamin B12 and folate deficiency showed complete remission
of sintomas.ap6s supplementation of these vitamins 2.

It is also known that folic acid is an essential vitamin with several clinical studies that
demonstrate your involvement with mood disorders such as major depression and bipolar
disorder, and that supplementation with this vitamin enables the improvement of these clinical
conditions. The use of preparations of folate forms of folic acid, folinic acid, and I-methylfolate,
showed increasing effective antidepressant response at normal and patients with folate
deficiency. Recent studies using |-methylfolate, active and more bioavailable folate, is
promising way in adjunctive depressive events 4.

Thus, it is relevant investigate the involvement of folic acid in the treatment of depression

in experimental models as well as their relationship to the pathophysiology of this disease. In
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this sense, a preclinical study conducted in 2008, examined the therapeutic effects of folic acid
on intracerebroventricular and oral administration in animal models of depression .

This study concluded that folic acid, regardless of the route of administration, showed
antidepressant effect and that its therapeutic effects result from changes in the serotonergic
neurotransmission, glutamatergic and noradrenergic systems, probably increasing their
synthesis. However, more studies are needed to understand the mechanisms of action.

In a recent study, another vitamin has undergone testing in animal models for depression. It
is vitamin E, which when orally administered intracerebroventricularly in rats and depressive
characters showed antidepressant effect and potentiated the antidepressant effect of
conventional drugs. These results suggest that the inclusion of foods rich in vitamin E, such as
oats, nuts, peanuts, sunflower seed, corn, among others, may have a therapeutic action in the
treatment of affective ’°.

In recent research (Zahedi et al., 2014) made with more than 13 000 children and adolescents
Iranian shown that feeding high-carbohydrate and energy (junk foods), deficient in nutrients
(fast foods, sugary drinks, snacks and snack foods), often with significantly increased odds of
psychological distress (depression, anxiety, insomnia, violent behavior). This reinforces the
hypothesis of the relationship or interaction. The study infers that improving eating habits

toward healthier diets may be an effective approach to improve mental health 7.

Conclusion

The present review evidences the impact of certain foods on behavior and mood of
individuals. Here we highlight the notion of the functional foods include any food, natural or
by man made, containing one or more substances classified as nutrients or non-nutrients,
capable of acting in metabolism and human physiology, promoting beneficial health effects.
The influence of such foods on the CNS as well as its shortcomings has been the subject of
many studies, is still insufficient. Studies suggest that previously known serotonin levels are
the result of the quality of a meal, when it comes to food rich in protein and carbohydrates, as
well as endowed with micronutrients such as vitamins, which act as cofactors in the synthesis
of neurotransmitters. Being a major serotonin neurotransmitters involved in the regulation of
mood and behavior including food, knowledge of potentiation synthesis from the food
composition is an important therapeutic tool to be indicated by nutritionists professional for the
treatment of depression and other disorders affective and behavioral. In this sense, food and

dietary guidance should be more comprehensive view of important and careful physiological
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aspects regarding the effects of nutrients that may act by increasing the synthesis or enzyme
inhibition, promoting increased availability of some neurotransmitters, much less for those
patients who already use pharmacological therapies. Added to these features the possibility of
these nutrients interact with the pharmacokinetics and pharmacodynamics of some drugs and

result in undesirable responses.
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RESUMO: Ao modo de um largo espectro de patologias, as Doencas Neurodegenerativas (DNSs) apresentam uma
ampla interligagdo com a nutricdo, estando esta, envolvida na sua profilaxia, etiologia e terapéutica. Os recursos
terapéuticos desenvolvidos até o presente momento, possibilita apenas a minimizagao de sintomas, pouco sendo
efetivo no retardo ou recomposicdo das bases fisiologicas subjacente a doenca. Diante desta escassez de
ferramentas capazes de prevenir e tratar tais doengas, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de estudos
visando compreender suas fisipopatogenias. Abre-se, portanto, para a possibilidade de que a qualidade do alimento
possa influenciar na neurodegeneracdo e também possam ser utilizadas tanto na profilaxia e terapéutica.
Publicacdes recentes vem confirmando os impactos nutricionais sobre a fisiopatogenia das DNs, como 0s
alimentos ricos em carboidratos e glutamato monosodico, bem como os potencialmente terapéuticos, o Curry , a
vitamina D e E, além de suas intera¢cBes com tratamentos farmacoldgicos, como os alimentos ricos em proteina e
0 medicamento levodopa.

PALAVRAS - CHAVE: Doencas Neurodegenerativas; Nutrientes; Ingestdo Alimentar; Agentes Terapéuticos

Similarmente ao que acontece com outras doencas do SNC, como o0s transtornos de
ansiedade e afetivos, as Doengas Neurodegenerativas (DNs) apresentam uma ampla
interligacdo com a nutrigdo, estando envolvida tanto na sua profilaxia, etiologia e terapéutica.
Tais doengas associam-se em sua grande parte aos processos decorrentes do envelhecimento?.
Segundo projecdes da Organizacdo das Nac6es Unidas o numero de individuos com mais de 65
anos na populagdo mundial ird aumentar de 9% em 2010 para 20% em 20502, Essa perspectiva
evidencia a necessidade de uma maior compreensdo acerca da origem e implicagbes das
doencas neurodegenerativas, bem como maior capacitacdo de profissionais da area de saude,
médicos, nutricionistas, fisioterapeutas, psicologos, entre outros, para o atendimento efetivo

dos pacientes portadores destas patologias.

As doencas neurodegenerativas (DNSs) caracterizam-se por perda progressiva e
irreversivel de neurdnios de regibes especificas do cérebro. Dentre esses distdrbios, destacam-
se no corrente artigo a Doenga de Parkinson, a Doenca de Huntington, a Esclerose Lateral
Amiotréfica, mais conhecida como sindrome de ELA e a Doenca de Alzheimer. Cada uma
dessas doencas apresentam um determinado padrdo de degeneracdo neuronal irreversivel em
alguma area do encéfalo. Na Doenca de Parkinson e Huntington a degeneracdo concentra-se
nos neurdnios dos ganglios da base, ocasionando sintomas como anormalidades na execucao e
ajuste dos movimentos®, na sindrome de ELA, caracterizada inicialmente por fraqueza e
progressiva perda dos movimentos a degeneracdo engloba os motoneuronios espinhais,
bulbares e corticais*. E na doenca de Alzheimer esta degeneragdo se da predominantemente no
hipocampo e cortex cerebral resultando como sintomas mais proeminentes os disturbios de

memoaria e cognitivos®.

No momento atual o arsenal terapéutico disponivel para o tratamento das DNs limita-se

a minimizar os sintomas sem qualquer influéncia sobre a evolucdo da doenca subjacente. O
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tratamento sintomatico da Doenca de Parkinson, em que o déficit neuroquimico produzido pela
doenca ja estd bem definido, é em geral relativamente bem sucedido e dispdem-se de agentes
farmacologicos eficazes. No entanto, os tratamentos disponiveis para a Doenca de Huntington,
a sindrome de ELA, e a Doenca de Alzheimer sdo mais limitados em sua eficacia. Torna-se
necessario portanto a realizacdo de mais estudos que possibilite a compreensdo da
fisiopatogenia das DNs possibilitando o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas,

podendo incluir agentes farmacoldgicos e até mesmo a nutricao funcional.

Pouco se sabe sobre a fisiopatogenia das DNs, no entanto atribui-se como aspecto mais
notavel em comum nessas doencas € a acentuada especificidade dos processos
neurodegenerativos em determinados tipos de neurdnios, a depender do tipo de DN. A repeticdo
desses padrdes de degeneracdo neuronal levou a proposta de que o processo de lesdo neuronal
deve ser considerado como a interacdo de influencias genéticas e ambientais com as
caracteristicas intrinsecas de cada populacdo de neurdnios afetada que as confere uma
vulnerabilidade seletiva. Esses fatores intrinsecos podem incluir a excitotoxicidade, a variacao
regional da capacidade de metabolismo oxidativo e a producéo de radicais livres toxicos como
produto do metabolismo celular que podem resultar em lesdes no DNA e em proteinas, bem
como peroxidacdo de lipideos da membrana plasmatica culminando com a morte celular®. O
entendimento desses fatores pode levar a construcdo de novas estratégias neuroprotetivas que

minimizem a degeneragéo neuronal.

Sugere-se que a genética desempenhe um papel de extrema importancia na etiologia das
DNs, onde para algumas delas ja foi identificado associagcdo com polimorfismos de pelo menos
um gene. Bem descrito na literatura é a relacdo do desenvolvimento da Doenca de Huntington
em portadores de polimorfismos em um gene chamado IT15, e apresenta um padrdo de heranca
autossdmico dominante’. Os casos de Doenca de Parkinson, Doenca de Alzheimer e sindrome
de ELA sdo em sua maioria esporadicos, porem foram identificadas familias com alta incidéncia
de cada uma dessas doencas indicando que a genética também possa estar envolvida na
fisiopatogenia delas. A Doenca de Parkinson esta relacionada com polimorfismos de 3 genes
ligados a participacdo de degradagdo proteica por intermédio da ubiquitina®. A Doenca de
Alzheimer pode desenvolve-se em individuos portadores de polimorfismos no gene que
codifica a Proteina Precursora da Amilode (PPA), resultando em formas hereditarias da
doenca®. As mutacBes no gene que codifica a enzima Superdxido Cobre zinco dismutase

(SOD1) séo responsaveis pelas formas hereditarias da sindrome de ELA.
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Fatores ambientais também tem sido atribuido a génese das DNs, como por exemplo
agentes infecciosos, toxinas ambientais, e lesbes cerebrais. No entanto, no que diz respeito as
Doenca de Huntington e a sindrome de ELA, ndo ha relagbes completamente comprovadas
entre agentes ambientais e génese das mesmas. Para Doenca de Parkinson foi encontrada a
correlacdo com tais fatores. No inicio do século XX a Doenca de Parkinson foi associada a
encefalite de Von Ecénomo, também conhecida como encefalite letargica, onde os pacientes
desenvolveram sintomas irreversiveis da doenca de Parkinson o que se conceituou de
parkinsonismo pos-encefaliticol!. Com relago a toxinas, pelo menos uma, a Toxina N-metil-
4fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) pode produzir uma alteragdo irreversivel que se
assemelhe a Doenca de Parkinson, embora ndo se disponha de evidencias sobre a ocorréncia
disseminada dessa toxina ou de alguma outra semelhante no meio ambiente?. Recentemente,
vem sendo dado particular atencdo aos pesticidas, sendo atribuido a estes o aumento da
incidéncia da Doenga de Parkinson em agricultores®,

Relacionando-se aos fatores ambientais, destaca-se um fenémeno recentemente
compreendido e que aponta para importantes desdobramentos futuros, a epigenética. O termo
epigenética refere-se as diferentes vias biologicas envolvidas na regulacdo da expressao génica
por meio da interacdo direta com a sequéncia de DNA, resultando em metilacdo do DNA,
modificacdo das histonas e micro RNAs. Observa-se que 0s mecanismos epigenéticos podem
ser potencialmente desencadeados por multiplos fatores ambientais. Dentre eles, que incluem
aspectos do estilo de vida como a pratica de atividades fisica e mental, ocorréncia de eventos
estressores e exposicdo a poluentes e materiais toxicos, destacam-se os fatores nutricionais. Tais
fatores podem agir sobre os mecanismos bioldgicos epigenéticos do organismo que podem
determinar ou contribuir para a génese e progressdo de inumeras patologias através da
modificacdo da expressdo génica. Mais recentemente, tem sido atribuido aos mecanismos
epigenéticos a génese de algumas doencas neurodegenerativas!*, em especial a formagao das
placas senis B amiloide encontradas no hipocampo de portadores da Doenca de Alzheimer
associadas a diferencial atividade de metilacdo génica®®. Muitos fatores nutricionais sdo capazes
de desencadear mecanismos epigenéticos contribuindo para a fisiopatogenia da Doenca de
Alzheimer, como por exemplo a contaminacdo e acumulo de metais pesados advindas do
alimento®, bem como por pesticidas'’. Algumas moléculas decorrentes da metabolizagio do
alcool também apresentam a propriedade de agirem como fatores transcricionais e
modificadores da cromatina®. Similarmente, a deficiéncia de algumas vitaminas do complexo

B, como a vitamina B6 e B12, também associam-se a mecanismos epigenéticos na doenca de
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Azheimer’®, N&o surpreendentemente a suplementagdo com vitamina B em pacientes
portadores da doenca de Parkinson resultou em reducédo da atrofia da substancia cinzenta em

regides vulneraveis a doenca, incluindo o lobo médio-temporal?®.

No tocante aos fatores de vulnerabilidade seletiva das popula¢des de neurénios, esta pode
estar diretamente relacionada com a excitotoxicidade, que é resultante do excesso do
neurotransmissor glutamato?. O glutamato é utilizado como neurotransmissor em muitos
circuitos neurais diferentes e age como um neurotransmissor excitatério. Embora o glutamato
seja essencial para o funcionamento normal do encéfalo, sua presenca em quantidades
excessivas pode resultar em morte celular excitotoxica?. Os efeitos destrutores do glutamato
se ddo por intermédio de um de seus receptores, chamados NMDA, que ao contrario dos demais
receptores deste neurotransmissor, que regulam a entrada de Na+, regula também a entrada de
fons Ca2+22. Quando os receptores NMDA sdo superativados, uma grande quantidade de Ca2+
entra no meio intracelular permitindo a ativacdo de uma ampla cascata de eventos intracelulares
potencialmente destrutivos, podendo gerar a morte celular??. O papel da excitoxicidade na
etiologia das doengas neurodegenerativas é pouco conhecida, mas sugere-se a existéncia de
diferencas regionais e tipos celulares que apresentam maior probabilidade em sofrer
exitotoxicidade, a depender da densidade dos receptores NMDA encontrados em suas

membranas.

O glutamato € um neurotransmissor aminoacido, sendo este aminoacido também
adquirido por intermédio da dieta. Assim sendo, o consumo de quantidades excessivas de
alimentos contendo este aminoacido pode exacerbar os efeitos excitatorios do glutamato no
encéfalo. Um exemplo pratico € a chamada “sindrome do restaurante chinés”, caracterizada por
um conjunto de sintomas decorrentes do consumo excessivo de glutamato monossodico, uma
fonte alimentar do glutamato. Alguns desses sintomas assemelham-se, em menor grau, aos que
sdo observados em algumas DNs, como fragueza muscular nos membros, dores, rigidez no
pescoco, além de dores de cabeca, vomitos e hiperatividade em criancas?. Essas observacoes
podem ser coerentes com os efeitos de excitotoxicidade do glutamato advindo do glutamato
monossodico. Alguns estudos vém buscando a relacdo entre o consumo de glutamato
monossodico, neurodegeneracdo por excitoxicidade e DNs. Embora os estudos ainda sejam
escassos, recentemente, Dief e colaboradores demonstraram que a administracdo via oral e
subcultanea de glutamato monossddico em ratos resultou em aumento na morte neuronal no

hipocampo bem como aumento na quantidade de placas senis chamadas de placas beta
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amiloide?*, encontradas em grandes quantidades em individuos portadores da doenca de

Alzheimer®.

O metabolismo e envelhecimento da célula também estdo diretamente relacionados com
a etiologia das DNs, além de associadas a vulnerabilidade seletiva das populagdes neuronais®.
Muito das desordens metabdlicas que ocorre na célula é resultante do envelhecimento e do
acimulo de mutagBes no DNA das mitocondrias?®. Pacientes portadores da Doenca de
Parkinson apresentam diversos defeitos no metabolismo da célula, bem como nas mitocondrias
que sdo superiores aos esperados para a suas idades?. Similarmente, a manipulagdo de drogas
que comprometem o0 metabolismo energético das mitocéndrias, como a referida droga MPTP,
promove degeneracdo neuronal irreversivel semelhante aos observados em individuos
portadores da Doenca de Parkinson, explicando a ocorréncia dos sintomas da doenca em

individuos que fizeram uso da droga?’.

Embora o metabolismo oxidativo seja de extrema importancia para o funcionamento
fisioldgico dos organismos, 0 mesmo apresenta como resultado a liberacdo de radicais livre.
Essas espécies reativas, quando ndo controladas podem levar a lesdéo do DNA e proteinas,
peroxidacéo dos lipideos da membrana plasmatica culminando em morte celular. Diversos sdo
0s mecanismos criados pelo organismo que objetivam a neutralizacao dessas espécies reativas
e como consequéncia limitar o estresse oxidativo. Dentre esses mecanismos, destacam-se 0s
enzimaticos, como a presenca da enzima superoxido dismutase (SOD), bem como a presenga
de compostos redutores como a glutationa, vitamina C, vitamina E e selénio®, esses Gltimos
sendo adquiridos por intermédio da dieta. A nutri¢cdo funcional torna-se entdo, um assunto em
destaque na busca da compreensdo da fisiopatogenia e até tratamento das DNs. O consumo de
alimentos fonte em glutationa, vitaminas C e E e selénio, que estdo inclusos na lista de alimentos
antioxidantes, podem constituir uma medida profilatica as DNs. Similarmente, o consumo de
alimentos cuja metabolizacdo é responsavel pela excessiva producdo de espécies reativas de
oxigénio podem acelerar ou mesmo dar inicio aos processos que culminam em morte neuronal

contribuindo para surgimento do conjunto sintomatologico caracteristico de alguma DN.

Uma evidencia que engloba alguns dos fatores predisponentes ao desenvolvimento de
alguma DN é o que ocorre com a Doencga de Parkinson, envolvendo o metabolismo celular e a
caracteristica da populacdo de neurdnios que lhe confere vulnerabilidade. Sabe-se que esta
doenca € resultante da morte de neurénios dopaminérgicos presentes na Substancia Nigra 3. A

metabolizacdo do neurotransmissor dopamina na presenca da enzima Monoamina Oxidase
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(MAO) resulta no metabdlito &cido diidroxifenilacético (DOPAC) e perdxido de hidrogénio?.
O peroxido de hidrogénio, na presenca de ions ferroso, constando em grandes quantidades na
Substancia Nigra, é responsavel por uma grande producéo de radicais livres, aumentando a
predisposicdo de morte celular nesta populacdo de neurdnios®. Assim sendo, a Doenca de

Parkinson pode ter como fisiopatogenia, a metabolizacdo da dopamina na Substancia Nigra.

De modo particular, as diferentes DNs apresentam caracteristicas fisiopatologicas e
sintomatologicas especificas. A Doenca de Parkinson apresenta como conjunto
sintomatologico; tremor em repouso, rigidez muscular, bradicinesia e hipocinesia, que inclui
diminuicdo da expressdo facial ou face em mascara, diminuicdo da gesticulacdo, disartria e
disfagia e andar lento, perda de reflexos posturais, congelamento, que consiste na incapacidade
momentanea de realizar movimentos, disturbios do sono, pode ocorrer alteragdes de humor
como ansiedade, depressédo, psicose, bem como processamento lento do pensamento, perda de
concentracdo e deméncia. A progressdo da doenca culmina com a morte do paciente em
decorréncia de complicacbes da imobilidade, como pneumonia por aspiragdo e embolia

pulmonar®.

Do ponto de vista fisiopatoldgico, a Doenca de Parkinson é caracterizada por perda
neuronal nos ganglios da base®. Tais ganglios sio um conjunto de ndcleos de corpos de
neurdnios na regido subcortical, imersos em substancia branca, que inclui o ndcleo caudado e
0 putamen, que juntos formam o estriado, o globo palido, o nucleo subtalamico e a Substancia
Nigra®2. Sabe-se que individuos portadores da Doenca de Parkinson apresentam como
caracteristicas em comum a perda de cerca de 70 a 80% dos neurénios dopaminérgicos nos
ganglios da base, mais especificamente na parte compacta da substancia Nigra que fornece
inervacao dopaminérgica ao estriado. Esta perda neuronal promovendo uma reducéo de cerca
de 80% no contetido da dopamina no estriado®. Atribui-se, portanto, a deficiéncia do sistema
de neurotransmissdo dopaminérgico, parte da fisiopatogenia da Doenga de Parkinson®. N&o
surpreendentemente, muitas das estratégias terapéuticas visam a manipulacdo do Sistema de
neurotransmissdo dopaminérgico sendo relativamente bem sucedidos no tratamento desta

doenca.

Em conjunto, os ganglios da base agem como uma unidade recebendo informacéo de
todo o cortex cerebral integrando-as com outras areas corticais responsaveis pelo ajuste motor
fino, bem como o seu planejamento®2. Tem como func&o, assim, o ajuste do planejamento motor

e coordenacdo motora. Diferente da maioria dos componentes que formam o sistema que
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controla os movimentos, os ganglios da base ndo tém conexdes diretas com a medula espinhal,
portanto, eles ndo se conectam diretamente com os motoneurdnios. Os ganglios da base estéo
estreitamente ligados ao cortex cerebral com quem interagem funcionalmente através de algas
de retro-alimentacéo ou feedback®*. Tais ganglios recebem aferéncias provenientes de varias
regides do cortex cerebral. Essas informagdes transitam através desses nucleos e posteriormente
sdo transmitidas ao tdlamo que as reenvia de volta ao cdrtex cerebral. Entretanto as aferéncias
que entram nos ganglios da base sdo provenientes de diferentes areas corticais, enquanto as
eferéncias que retornam ao coOrtex através do talamo, depois de processadas, se dirigem a
regides especificas corticais relacionada & fungdo motora modulada, como a &rea motora
suplementar (AMS) e area pré-frontal (APF). Essas duas éareas-alvo estdo ligadas ao
processamento de funcdes superiores no controle do movimento e estdo localizadas ao lado do

cortex motor primario3,

Em breve descri¢cdo do funcionamento fisioldgico dos ganglios da base e suas conexdes
corticais destaca-se o estriado, que recebe influxo excitatério glutamatergico das areas corticais.
Deste projeta-se uma via direta e outra indireta cujo trajeto retorna ao cortex. A via direta lanca
transmissdo inibitéria GABAérgica para o globo palido medial e para a porcdo reticular da
substancia nigra. Este por sua vez, emite projecdes inibitorias gabaérgicas para o talamo. E o
talamo emite projecdes excitatorias glutamatergicas para o cortex motor. Desse modo, quando
0 estriado é ativado pelo cdrtex ele inibe o globo palido e isto resulta em entrada excitatério no
cortex pelo talamo. Isso resulta em uma facilitagdo do movimento®. Ja na via indireta, os
neurdnios do estriado emitem projecGes inibitorias GABAérgicas para o globo palido lateral.
Este por sua vez, podem emitir projecdes inibitérias gabaérgicas para os ndcleos subtalamicos,
que proporciona projecdes excitatorias para o globo palido medial, que inibi o tdlamo através
de projecdes gabaérgicas. Assim sendo, 0 cortex ao excitar o estriado, resulta em inibi¢do do
globo pélido lateral, que ird diminuir a inibicdo nos nucleos subtalamicos resultando em
aumento da excitacdo no globo palido medial. A ativacdo deste nicleo promove reducdo do

efluxo excitatdrio para o cortex, inibindo 0 movimento®.

Ambas vias sdo influenciadas por projec6es dopaminérgicas vindas da area compacta da
substancia nigra. E por intermédio destas projecdes dopaminérgicas que as aferencias vindas
do cortex fazem ligagdo com os neurdnios do estriado®. Os neurdnios do estriado sintetizam
dois tipos de receptores especificos, 0 que da origem a via direta sintetiza os receptores D1, que
ao receberem a dopamina como ligante apresenta funcao excitatoria. O que da origem a via

indireta sintetiza os receptores D2, cuja fungdo é inibitoria®®. Sendo assim, a dopamina no
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estriado tende a aumentar a atividade da via direta e a reduzir a atividade da via indireta,
enquanto que a deplecdo de dopamina tem efeito oposto, inativa a via direta e ativa a via
indireta. Assim sendo, podemos concluir que a dopamina tem um efeito facilitador do
movimento®. Na doenca de Parkinson a morte de neurdnios dopaminérgicos na substancia
Nigra leva a uma reducéo da ativacéo da via direta e uma reducdo da inibicdo da via indireta.
A consequéncia é uma reducdo do efluxo excitatério do tdlamo ao cortex resultando em

sintomas como reducdo dos movimentos, rigidez muscular, congelamento, entre outros®’.

Como estratégias terapéuticas no tratamento da doenca de Parkinson, destacam-se
aquelas cujo mecanismos de acdo envolvem o aumento no conteddo de dopamina nos ganglios
da base. Uma dessas estratégias amplamente aceita no tratamento desta doenca é a Levodopa.
Trata-se de um aminoécido que é utilizado como precursor da dopamina®®. Este aminoécido é
transportado para o interior do terminal axonal dos neurdnios dopaminérgicos do estriado e
substancia Nigra, e uma vez dentro da célula, ele é descarboxilado em dopamina®. A dopamina
produzida é internalizada dentro das vesiculas sinapticas e ai permanecerdo até que a célula seja
despolarizada e a dopamina lancada na fenda sinaptica®®. Entretanto, a eficiéncia da levodopa
é largamente influenciada pela dieta. Por ser um aminoacido, a levodopa pode sofrer
competicdo com outros aminoacidos de origem alimentar nos transportadores presentes no
intestino, e consequentemente ter sua absorcao reduzida®:. A levodopa é rapidamente absorvida
no trato gastrointestinal, portanto, de modo a minimizar a competi¢cdo da sua absor¢do com
outros aminoacidos, € recomendado que ele ndo seja administrado concomitantemente com
alimentos, principalmente os ricos em proteinas, e que haja um intervalo entre a administracéo
e 0 consumo de alimentos. Sugere-se que esse intervalo seja de uma hora antes ou apos a

administracdo da levodopa®.

Outros agentes farmacolégicos utilizados no tratamento da doenca de Parkinson sdo 0s
agonistas dos receptores da dopamina. Estes agentes consistem em agonistas dos receptores
dopaminérgicos do tipo D2 nos neurdnios do estriado*?. Tendo em vista que esses receptores
quando ligados a dopamina sao responsaveis pela inibicdo da via indireta, e que esta via
promove efluxo inibitério para o cortex motor, sua inibicdo reduz o efluxo inibitério para o
cortex motor levando a uma melhora nos movimentos do paciente®. A utilizagio dos agonistas
dos receptores dopaminérgicos pode conferir uma vantagem nos casos mais avancados da
doenca, ja que diferentes da levodopa, esses farmacos ndo irdo precisar de uma maquinaria
enzimatica funcional de sintese de dopamina nesses neur6nios**. Além disso, se a hipotese de

que a formagdo de radicais livres resultantes do metabolismo da dopamina contribui para a



170

morte neuronal estiver correta, 0s agonistas dos receptores da dopamina podem minimizar a
evolucdo da doenca, ja que eles resultam em reducéo da liberacio de dopamina enddgena®®. Em
contrapartida, a levodopa teria uma acéo que pode potencializar o estresse oxidativo e contribuir

para a morte neuronal®.

Os chamados agentes inibidores da COMT e da MAO também podem ser utilizados
como estratégia terapéutica no tratamento do Parkinson*®. A COMT e a MAO séo duas enzimas
gue metabolizam a dopamina. A agéo sequencial dessas duas enzimas degrada a dopamina a
um metabolito estavel, o acido homovalinico (HVA), que é excretado na urina. A inibicéo da
atividade destas duas enzimas resulta em aumento do tempo de meia vida da dopamina e da
levodopa nos neur6nios do estriado*®. Além desses inibibidores serem administrados sob a
forma de agentes farmacoldgicos, alguns componentes ingeridos na dieta, como o Gingko
biloba, podem ter efeito similar aos agentes farmacoldgicos*’. Sabe-se que o consumo de
extratos de Gingko biloba aumenta a atividade dopaminérgica pois permite que esse
neurotransmissor permaneca no encéfalo por mais tempo?®. Este fendmeno se da pelo fato de
que este extrato atua como inibidor da enzima MAO (monoamina oxidase)*. Em um estudo
experimental, Ahmad e colaboradores submeteram ratos com doenca de Parkinson a tratamento
com doses diarias de Ginkgo biloba. Apds trés semanas de tratamento, 0s ratos ndo so
melhoraram dos sintomas tipicos do Parkinson como aumentaram o numero de projecdes
dopaminérgicas para o estriado*’. Além de ser um inibidor da enzima MAO, o Gingko biloba
também é um potente antioxidante, podendo contribuir na profilaxia da morte neuronal por

estresse oxidativo®.

A dieta ainda pode estar mais diretamente relacionada com a génese da doenca de
Parkinson e ainda ter acdo terapéutica. Coimbra e colaboradores verificaram que pacientes
portadores da doenca de Parkinson apresentam deficiéncia nos niveis séricos da vitamina B2%.
Assim sendo, este mesmo estudo demonstrou que o tratamento com 30mg de vitamina B2 a
cada 8 horas durante seis meses promoveu melhoras significativas na capacidade motoras
desses pacientes®. Esses mesmos autores observaram que o consumo de carne vermelha por
esses pacientes era acima da média, sendo a retirada deste componente na dieta uma das
estratégias terapéuticas abordadas no estudo. A digestdo da carne vermelha libera uma toxina
chamada hemina. Esta toxina aumenta a concentracdo intracelular de ferro o que promove um
aumento na producdo de radicais hidroxila contribuindo para a morte celular. A hemina
absorvida é inativada pela acdo da enzima heme-oxigenase®. Esta enzima converte a hemina

em biliverdina, e esta sofrerd a acdo da enzima flavoenzima citocromo P450 redutase®. Esta
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enzima tem seu funcionamento dependente da vitamina B2 e é particularmente sensivel a sua
deficiéncia®. Sugere-se que a deficiéncia em vitamina B2 resulte em incapacidade da
inativacdo da hemina com consequente aumento de seus niveis plasmaticos, que ao alcancar o
encéfalo, promove morte neuronal®. Além disso, a hemina pode se ligar a glutationa reduzindo
sua atividade e aumentando o estresse oxidativo>*. Ndo surpreendentemente, a enzima heme-
oxigenase encontra-se quase sempre aumentada nos astrocitos de pacientes portadores da

doenca de Parkinson®.

A doenca de Huntington também € outra DN com sintomas motores proeminentes. No
inicio da manifestacdo, os sintomas da doenca de Huntington englobam descordenacdo motora
fina e comprometimento dos movimentos oculares rapidos. Os sintomas progridem para
movimentos rapidos, semelhantes a abalos dos membros, do tronco, do rosto, e do pescoco,
chamado de coréia. Decorrentes destes sintomas resulta a dificuldade na marcha e desequilibrio,
além de disartria e disfagia. Estdo presentes também as alteracdes cognitivas, com falhas na
memoria e lentiddo no processamento do pensamento, progredindo para uma deméncia. Os
distdrbios psiquiatricos sdo comuns, como ansiedade, depressdo e até psicoses. Em muitos
pacientes, estes distdrbios precedem os sintomas motores. Com a evolucao da doenca, surgem
0s tremores, rigidez muscular e acinesia, levando o paciente a paralizacdo, semelhante ao que
acomete os portadores de Parkinson. De modo geral os pacientes chegam a 6bito devido a

complicacdes decorrentes da imobilidade®®.

Do ponto de vista fisiopatologico, a doenga de Huntington é caracterizada por acentuada
perda de neurdnios no estriado (caudado/putamen). No entanto, esta perca se da obedecendo
uma vulnerabilidade seletiva, acometendo primeiro os neurénios que ativam a via indireta e por
altimo a via direta®. A perda de ativagdo da via indireta propicia efluxo excitatorio para o cortex
motor resultando em movimentos exacerbados condizentes com o0s principais sintomas da
doenga. Com a progresséo, 0s neurdnios das duas vias sdo igualmente acometidos, e o resultado
final é hipocinesia e rigidez muscular®. Atribui-se & doenca de Huntington um componente
genético muito forte envolvido em sua fisiopatogenia, pois apresenta uma heranca autossémica
dominante. Essa doenca esta associada com a mutacdo em um gene, o IT15, responsavel pela
sintese de uma proteina denominada huntingtina. Embora esta proteina seja traduzida com
grande distribuicdo por todo encéfalo e outros 6rgdos periféricos, sua funcdo ainda nédo foi
descoberta. Tampouco o0 motivo pela qual a mutacdo no gene que a codifica resultaria em
degeneracdo seletiva dos neurbnios estriatais. N&o se descarta a possibilidade que a

vulnerabilidade seletiva a degeneracdo dos neur6nios estriatais possam estar envolvidos com
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excitotoxicidade e disfungdes sistémicas metabolicas, visto que os portadores da doenca de
Huntington apresentam como caracteristica em comum o fato de serem magros®’. Sendo assim,
sugere-se que a doenga de Huntington resulte da disfuncdo metabolica generalizada associada
a vulnerabilidade dos neurdnios estriatais. Essa vulnerabilidade pode ser resultante da

capacidade de formar radicais livres bem como a quantidade de receptores NMDA?Z.,

Atualmente nenhum farmaco disponivel no mercado é capaz de retardar a progressao da
doenga de Huntington, e muitos dos agentes utilizados podem apresentar excessivos efeitos
colaterais®®. O tratamento é apenas indicado para pacientes deprimidos, irritaveis, paranoicos,
excessivamente ansiosos e psicoticos. Neste caso se utilizam os farmacos, antidepressivos,
antipsicéticos e ansioliticos®®. No caso de pacientes com coréia muito acentuada, causando
quedas frequentes com machucados e lesdes, pode-se tentar 0 uso de agentes que promovem a
deplecdo da dopamina, visto que este transmissor ativa a via indireta e propicia 0s
movimentos®®. Nos casos de pacientes cujos movimentos sdo agravados em decorréncia da
ansiedade ou estresse, 0 uso de sedativos e ansioliticos como o0s benzodiazepinicos pode ser

recomendado®’.

Um estudo recente aponta para uma relagdo entre dieta e génese da doenca de
Huntington®?. Neste estudo foi observado que individuos portadores da mutagio no gene IT15
apresentam uma maior probabilidade de comecarem a apresentar os primeiros sintomas da
doenca a depender do tipo de dieta consumida meses antes do inicio dos sintomas. O conteudo
desta dieta consiste em lacticinios, como leite, queijo, iogurtes, entre outros®?. Sugere-se que o
consumo desses alimentos pode reduzir os niveis plasmaticos de acido Urico. Estudos anteriores
demonstraram uma possivel associacao entre niveis reduzidos de acido Urico no sangue e uma
progressdo mais rapida da doenca de Huntington®®. No entanto, mais estudos sdo necessarios
para 0 comprovacdo e compreensdo desta relacdo. A comprovacdo desta relacdo poderia
compor uma estratégia profilatica de modo a retardar o inicio do aparecimento do conjunto
sintomatologico da doenca de Huntington, que consistiria na retirada de lacticinios na dieta de
individuos com historico familiar da doenca. Além disso, os pacientes portadores da doenca de
Huntington necessitam de muita atencdo acerca da dieta e nutricdo apresentando dificuldades
de manter um peso corporal saudavel. Isto decorre da dificuldade em deglutir alimentos,
aumento das necessidades caldricas devido ao esforco fisico resultante da exacerbacdo dos
movimentos, bem como demais problemas metabdlicos. Dependendo do caso, para garantir
uma nutricdo adequada, o paciente devera ter mais de trés refei¢des diarias, de preferéncia com

alimentos moles para facilitar a deglutico®.
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A esclerose lateral amiotréfica, também conhecida como Sindrome de ELA ¢é
caracterizada por fraqueza muscular rapidamente progressiva, atrofia muscular, sintomas que
se iniciam em um lado do corpo. Com o avancar da doenca aparece a disartria, disfagia, e
comprometimento respiratério. Em geral, a funcdo sensorial é preservada bem como as
habilidades cognitivas, autbnoma e 6culomotora. Trata-se de uma doenga progressiva e fatal, a
morte em geral é decorrente de complicagBes advindas da imobilidade*. Todo o quadro
sintomatologico da sindrome de ELA é resultado da degeneracdo dos motoneuronios do corno
ventral da medula e tronco encefalico. Estes neur6nios se projetam para os muasculos estriados
e de neurdnios piramidais do cdrtex motor®. Com o avango da doenca, a musculatura lisa vai
progressivamente perdendo a conexdo com 0 SNC, e a atrofia muscular é resultante da auséncia
de inervagdo com motoneuronios®. Atribui-se a génese desta doenca a mutacio no gene
codificador da enzima Superoxido dismutase (SOD1). No entanto a sindrome de ELA
transmitida geneticamente é responsavel por apenas 10% dos casos™®. Os outros 90% tem causa
ainda ndo conhecida, mas sugere-se ser resultante de doengas autoimune, excitotoxicidade,

producdo excessiva de radicais livres e infecgdes virais®® %,

O agente farmacoldgico utilizado no tratamento da sindrome de ELA é o riluzol, farmaco
de acdo complexa sobre o SNC. Este farmaco atua em nivel de sistema de neurotransmissdo
glutamatérgico bloqueando a liberacdo deste neurotransmissor, e também agindo como
antagonista dos receptores NMDA, agindo possivelmente minimizando a excitotoxicidade®’. O
riluzol apresenta efeitos modestos e ainda pouco compreendidos. No maior estudo clinico
realizado até o presente momento mostrou que a utilizacdo deste farmaco aumentou em 60 dias
o tempo de sobrevida de pacientes portadores da sindrome®’. Embora seus efeitos sejam
modestos, este farmaco representa um marco terapéutico visto ser o Unico que se mostrou
efetivo na amenizacdo de alguns sintomas da sindrome de ELA. No entanto, adjuvante ao
riluzol, alguns estudos vém demonstrando o impacto da nutricdo na progressdo da Esclerose
Lateral Amiotréfica. A vitamina B12 é considerada como um agente de grande acao
neuroldgica, estando envolvidos em processos de regeneracdo neuronal sem apresentar
toxicidade®. Um estudo em humanos, individuos portadores da esclerose lateral amiotréfica
foram tratados com altas doses de metilcobalamina, a forma ativa da vitamina B12. A
investigacdo demonstrou que a vitamina B12 promoveu aumento da mielinizacédo e regeneracéo
neuronal, sem quaisquer efeitos colaterais, melhorando a performance motora desses
pacientes®®. Além da vitamina B12, as vitaminas do complexo D, em especial a vitamina D3,

também tem sido apontada como um componente alimentar responsavel pela melhora de alguns
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dos sintomas motores da sindrome. Esta vitamina age possivelmente, suprimindo a expressao
de alguns genes envolvidos com a ativacdo do sistema imune. Visto que a esclerose lateral
amiotréfica pode ter sua génese em processos autoimunes, a vitamina D3 estaria entdo

suprimindo o processo que daria inicio & sindrome.

Das doencas aqui abordadas, a doencga de Alzheimer € a Unica que ndo apresenta sintomas
motores no seu inicio, embora evoluam para eles. Inicialmente, a doenca de Alzheimer
caracteriza-se pelos seguintes sintomas classicos; comprometimento cognitivo gradual e
progressivo, da memoria recente, comprometimento da atencdo, orientacdo, aprendizado e
linguagem. Tais dificuldades de memdria e perda de capacidades intelectuais, podem ser tdo
sutis no inicio da manifestacdo da doenca que passam despercebidos, tanto pelo proprio
portador da doenca como pelos familiares e amigos. No entanto, a medida que a doenca
progride, os sintomas tornam-se cada vez mais notorios e comecam a interferir no trabalho de
rotina e com as atividades sociais. Sintomas como altera¢des de personalidade e comportamento
comegam a despontar, além dos disturbios afetivos e de humor, como ansiedade e depressao.
Nos estagios mais avangados da doenga, as contraturas musculares caracterizam um quadro
importante onde as complicacdes decorrentes da imobilidade é que levam a Gbito, como a

pneumonia e a embolia pulmonar.

Com relacéo a fisiopatogenia da doenca de Alzheimer, é caracterizada por acentuada
atrofia do cdrtex cerebral com perdas neuronais corticais e subcorticais®. No entanto as
caracteristicas patoldgicas proeminentes na doenca de Alzheimer sdo percebidas em analises
histoldgicas, onde observa-se a presenca de placas proteicas senis que sdo acimulos esféricos
de proteinas chamadas de beta amiloide. Acompanhando essas placas encontra-se emaranhados
neurofibrilares e processos de degeneracio neuronal®. Embora essas placas senis possam ser
encontradas em individuos intelectualmente normais, elas sdo muito mais abundantes em
individuos portadores da doenca de Alzheimer, sendo essa densidade diretamente proporcional
ao grau de gravidade da doenca’. Elas sd0 mais abundantes no hipocampo e em regides
associadas no cortex, ndo surpreendentemente o conjunto sintomatoldgico da doenca envolva
comprometimento de memoria e outras fungdes cognitivas®. Sabe-se que a proteina beta
amiloide é derivada de uma proteina de cadeia maior chamada de Proteina Precursora da Beta
Amiloide (PPA). Essa proteina esta presente distribuida no encéfalo de individuos saudaveis,
mas sua funcdo ainda permanece desconhecida. Sugere-se que esteja envolvida em processos
de sinalizacdo celular. Atribui-se a formacdo das placas de beta amiloide a clivagem anormal
da PPA. Essa anormalidade pode ser resultante de alteragfes genéticas tanto dos genes
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codificadores da PPA como da sua enzima de clivagem, a BACE™. De fato, a forma hereditaria

da doenca de Alzheimer envolve o polimorfismo do gene da PPA.

No tocante a neuroquimica do encéfalo do portador da doenca de Alzheimer, é observado
uma reducdo consideravel de uma grande quantidade de neurotransmissores. Dentre eles, se
destaca a acentuada reducéo da acetilcol. A base anatdmica da deficiéncia colinérgica é a atrofia
e degeneracdo dos neurdnios colinérgicos subcorticais, principalmente aqueles da parte basal
do prosencéfalo, como o nucleo basal de Meynert que prové neurotransmissdo colinérgica a
todo o cortex cerebral’?. Essa informagcéo é confirmada pelo fato da utilizacdo de antagonistas
para receptores colinérgicos centrais induzir a um quadro demencial semelhante ao da doenca
de Alzheimer em camundongos. Sugere-se assim, a hipotese colinérgica. Nao surpreendente as
estratégias farmacoldgicas mais eficientes para o tratamento da doenga de Alzheimer
promovem manipulacdo da neurotransmissdo colinérgica. Dentre esses farmacos, nés
destacamos a lecitina, cloreto de colina, que é um precursor da acetilcolina. Esta permite um
aumento dos niveis de acetilcolina no encéfalo por fornecer-lhe seu precursor”. Outro agente
farmacoldgico bem empregado no tratamento da doenca de Alzeimer é um inibidor da
acetilcolinesterase’®. Essa enzima esta presente na fenda sinaptica e promove degradacéo da
acetilcolina em colina e acido acético. Uma vez sendo inibida a acdo desta enzima, ha um
aumento na disponibilidade da acetilcolina na fenda sinaptica. E importante salientar que outros
agentes farmacoldgicos novos estdo sendo testados para este tratamento. A maioria deles tem
como objetivo minimizar o estresse oxidativo, como antagonistas dos receptores NMDA do

glutamato, bem como alguns antioxidantes.

Além dos agentes farmacoldgicos, um componente alimentar tem sido apontado como
aliado no tratamento e prevencdo da doenca de Alzheimer, a circuma. A planta circuma é
também popularmente conhecida como acgafrdo-da-terra, acafrdo-da-india, gengibre amarelo.
Trata-se de uma planta originaria da india e amplamente cultivada no mundo utilizadas para
fins condimentar e medicinais. Estudos epidemiol6gicos apontam que a incidéncia de doenca
de Alzheimer na india é um dos mais baixos do mundo, sendo atribuido a este fato o alto
consumo de ctrcuma, bem como seu uso como planta medicinal . Atualmente, sabe-se que
compostos polifendlicos derivados da curcuma possuem acao antioxidante e anti-inflamatdria
e portanto neuroprotetora, podendo ser utilizado no tratamento de doencas relacionadas ao
envelhecimento™. Associa-se ao efeito anti-inflamatério da ctrcuma a redugdo do processo
inflamatorio que faz parte da fisiopatogenia das placas - amiloides, resultando em reducéo da

formacdo das mesmas. Em roedores, a administracdo da carcuma resultou em diminuicdo do
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estresse oxidativo, degradacdo de fibras de B-amildide e prevencdo de formagdes fibrilares.
Entretanto, a crcuma também tem sido efetiva no tratamento e prevencdo de outas doencas
neurodegenerativas. Estudos em modelos animais para doenca de Parkinson compostos
derivados da curcuma, os curcumindides, apresentaram a¢do neuroprotetora com aumento nos
niveis de enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidade e a superdxido dismutase.
Adicionalmente, foi observado um aumento nos niveis de dopamina no nucleo estriado, a

maneira dos agentes farmacoldgicos utilizados no tratamento da doenca de Parkinson’®.

Reunidas, as DNs formam uma classe de doencas cuja fisiopatogenia ainda apresenta
muitas lacunas a serem preenchidas, constituindo uma incégnita quanto a fatores profilaticos e
melhores agentes terapéuticos. Estudos classicos, mostraram a incidéncia de tais doencas em
individuos da mesma familia evidenciando que muitos desses casos apresentavam um
componente hereditario, como de fato foi demonstrado por inimeros estudos que relacionam
polimorfismos em determinados genes a degeneracao neuronal caracteristica. No entanto, uma
grande porcentagem dos casos registrados ndo apresenta relagdes hereditarias. Com os avangos
dos estudos cientificos, uma ampla gama de publica¢des recentes aponta maiores possibilidades
em termos de compreensdo e terapeutica Nesse sentido, a nutricdo demonstra-se um fator
proeminente na fisiopatogenia de algumas DNs, onde tanto seu excesso, como o glutamato
monossodico e carne vermelha, por exemplo, como sua caréncia, no caso de algumas
hipovitaminoses, podem compor processos subjacentes a degeneracdo neuronal, estando
envolvidos ou ndo aos mecanismos epigenéticos. Estando o alimento envolvido na génese
dessas doencas, sua utilizacdo também pode se da de forma terapéutica. Trata-se da nutricdo
funcional aplicada ao servi¢co das DNs. Alimentos antioxidantes, anti-inflamatérios, como a
circuma, e suplementacdo de algumas vitaminas, como a vitamina B e D, tem constituido
eficientes aliados ndo s6 na melhora do conjunto sintomatoldgico quanto no declinio da
degeneracdo neuronal. Adicionalmente, alguns componentes alimentares podem apresentar
moléculas semelhantes a alguns farmacos podendo apresentar efeitos similares a eles, como por
exemplo a Gingko biloba, um agente inibidor da MAO em potencial. Assim sendo, a nutri¢do
funcional é apontada como uma importante vertente cientifica com grandes perspectivas na

terapéutica das DNs.
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