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RESUMO

A obesidade tem sido relacionada ao maior consumo alimentar e a alteragdes nos mecanismos
neurais do controle do comportamento, porém o0s mecanismos moleculares, celulares e
comportamentais, ainda sdo pouco esclarecidos. Postula-se que a dopamina participa desses
mecanismos através da acdo dos receptores dopaminérgicos D1 e D2. Estudos sobre processos
reguladores de homeostase energética tém colaborado para o desenvolvimento de novos
farmacos contra a fisiopatologia da obesidade. A terapia combinada de naltrexona e bupropiona
(NAL/BUP) tem sido alvo de muitos estudos por atuar causando a perda de peso. Nesse estudo,
0 objetivo foi investigar os efeitos do uso combinado de NAL/BUP sobre a via dopaminérgica
do comportamento alimentar em ratos obesos. Ratos da linhagem wistar, mantidos em
condicdes padrdes de biotério, foram distribuidos em dois grupos de acordo com a dieta
oferecida: n=20 normonutrido (dieta padrédo) e n=20 obeso (dieta de cafeteria). Foram
analisados: peso corporal; consumo alimentar; indice de Lee; indice de massa corporal (IMC);
perfil glicémico; preferéncia alimentar; sequéncia comportamental de saciedade (SCS); perfil
bioquimico; perfil hematoldgico; massa relativa do figado, rins, gordura perigonadal e gordura
abdominal; expressdo génica da tirosina hidroxilase e dos receptores DRD1a € DRD2. Com base
nessas avaliagdes, o uso combinado de NAL/BUP reduziu o peso corporal (418,4 + 43,7 vs.
461,5 £ 38,1), reduziu o consumo alimentar (4,25 £ 0,23 vs. 5,74 + 0,36); reduziu 0 consumo
e a preferéncia por carboidratos (3,42 + 0,59 vs. 5,60 + 0,46) e de lipideos (2,95 + 0,51 vs. 4,97
+ 0,40); antecipou o disparo da saciedade e reduziu a ingestao alimentar (0,60 £ 0,88 vs. 3,25
+ 1,67) e aduracdo da alimentacdo (154,13 + 187,63) vs. 851,00 + 425,00) e aumentou o tempo
de duracgéo do descanso (1862,38 + 589,63 vs. 818,25 + 799,78) mantendo a taxa local e global
de alimentacdo inalteradas (p >0,05). Além disso, reduziu o indice de Lee (321,7 + 12,2 vs.
344,4 +13,7) e 0 IMC (0,91 £ 0,07 vs. 0,77 £ 0,08), ndo alterando a taxa de glicose (105,75 +
11,16 vs. 99,50 + 10,38). Aumentou o peso relativo do figado (3,76 + 0,84 vs. 2,64 + 0,33) e
reduziu a gordura perigonadal (3,64 + 0,66 vs. 4,36 + 0,56), e gordura abdominal (2,83 + 1,16
vs. 4,06 = 0,52). Aumentou a fosfatase alcalina (303,09 + 0,39 vs. 213 + 27,10); a enzima AST
(228,27 + 17,92 vs. 159,05 * 8,49) e as plaquetas (528,40 + 251,02 vs. 405,70 + 159,99); e
reduziu a glicemia (143,10 £ 7,81 vs. 198,07 = 12,16). Aumentou a expressdo de TH (1,81 +
0,13 vs. 0,90 £ 0,23) e DRD2 (2,37 + 0,44 vs. 1,05 + 0,69) no nucleo accumbens e estriado, ndo
alterando DRD1a (0,96 £ 0,47 vs. 0,89 £ 0,48). Estes resultados indicam que o uso combinado
de NAL/BUP promove alteracbes na via dopaminérgica do comportamento alimentar,
aumentando os niveis de expressdo de TH e de DRDz, reduzindo o consumo de alimentos
desamente energéticos o que contribui para a perda de peso, além de melhoria na glicemia.

Palavras-Chave: Obesidade. Naltrexona. Bupropiona. Receptores dopaminérgicos. Reacao
em Cadeia de Polimerase em Tempo Real.



ABSTRACT

Obesity has been related to higher food consumption and changes in the neural mechanisms of
behavior control, but the molecular mechanisms, cellular and behavioral, are still unclear. It is
postulated that dopamine participates in these mechanisms through the action of dopaminergic
D1 and D2 receptors. Studies on energy homeostasis regulating processes have contributed to
the development of new drugs against the pathophysiology of obesity. Combination therapy of
naltrexone and bupropion (NAL / BUP) has been the target of many studies for acting to cause
weight loss. In this study, the objective was to investigate the effects of the combined use of
NAL/BUP on the dopaminergic pathway of food behavior in obese rats. Wistar rats, kept under
standard animal husbandry conditions, were divided into two groups according to the diet
offered: n = 20 normonutrile (standard diet) and n = 20 obese (cafeteria diet). Body weight;
food consumption; Lee index; body mass index (BMI); glycemic profile; food preference;
behavioral satiety sequence (BSS); biochemical profile; hematological profile; relative liver
mass, kidneys, perigonadal fat and abdominal fat; gene expression of tyrosine hydroxylase and
DRD1a and DRD:2 receptors. Based on these evaluations, the combined use of NAL/BUP
reduced body weight (418.4 + 43.7 vs. 461.5 + 38.1), reduced food intake (4.25 £ 0.23 vs. 5.74
* 0.36); reduced consumption and preference for carbohydrates (3.42 £ 0.59 vs. 5.60 + 0.46)
and lipids (2.95 + 0.51 vs. 4.97 * 0.40); anticipated the release of satiety and reduced food
intake (0.60 + 0.88 vs. 3.25 + 1.67) and feeding duration (154.13 + 187.63) vs. 851.00 £ 425.00)
and increased duration of rest (1862.38 + 589.63 vs 818.25 + 799.78), maintaining the local and
global feeding rate unchanged (p >0.05). In addition, it reduced the Lee index (321.7 + 12.2 vs.
344.4 £ 13.7) and the BMI (0.91 £ 0.07 vs. 0.77 + 0.08), without altering the rate of glucose
(105.75 £ 11.16 vs. 99.50 + 10.38). He increased liver relative weight (3.76 = 0.84 vs. 2.64
0.33) and reduced perigon fat (3.64 + 0.66 vs 4.36 + 0.56), and abdominal fat (2.83 £ 1.16 vs
4.06 £ 0.52). Alkaline phosphatase increased (303.09 £ 0.39 vs. 213 + 27.10); the AST enzyme
(228.27 £ 17.92 vs. 159.05 + 8.49) and platelets (528.40 + 251.02 vs. 405.70 + 159.99); and
reduced blood glucose (143.10 + 7.81 vs. 198.07 £+ 12.16). Increased expression of TH (1.81 +
0.13 vs. 0.90 + 0.23) and DRD2 (2.37 + 0.44 vs. 1.05 + 0.69) in the nucleus accumbens and
striatum, without altering DRD1a (0.96 £+ 0.47 vs. 0.89 + 0.48). These results indicate that the
combined use of NAL/BUP promotes changes in the dopaminergic pathway of food behavior,
increasing the levels of TH and DRD2 expression, reducing the consumption of non-energy
foods, which contributes to weight loss, as well as improvement on blood glucose.

Key words: Obesity. Naltrexone. Bupropion. Receptors, Dopamine. Real Time PCR.
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17

1 INTRODUCAO

A obesidade tornou-se uma doenca universal de prevaléncia crescente e que vem
adquirindo proporcdes alarmantes, sendo um dos principais problemas de saude publica da
sociedade moderna, que atinge individuos de todos os sexos, faixas etarias e niveis
socioeconémicos (BARBIERI, 2011; SOUSA et al, 2011). Segundo a Organizacdo Mundial de
Salde (OMS), sobrepeso e obesidade € definida como acumulo anormal ou excessivo de
gordura corporal, que apresenta um risco para a saude e sdo fatores de risco importantes para
uma série de doengas cronicas, incluindo diabetes, doencas cardiovasculares e cancer.

Uma vez considerado um problema apenas em paises de alta renda, 0 excesso de peso e
a obesidade agora estdo aumentando dramaticamente nos paises de baixa e média renda,
particularmente nas areas urbanas (WHO, 2017). Nos dias atuais, junto a globaliza¢do, vem
sendo modificado, também, o estilo de vida dos individuos para um tipo mais moderno,
conhecido como estilo de vida ocidental e com isso, esta ocorrendo uma mudanca no padrédo
alimentar. Essa alteracdo esta resultando no aumento da alimenta¢do consumida fora de casa,
em estabelecimentos onde o preparo e 0 consumo sdo rapidos e os alimentos possuem alta
palatabilidade (CASTRO et al, 2015; SAKURAI et al, 2016).

Pesquisas indicam relagbes entre o consumo de alimentos e a liberacdo de
neurotransmissores em estruturas do sistema nervoso central. Dentre os sistemas neurais
responsaveis pela ingestdo dos alimentos, destaca se a via dopaminérgica mesolimbica que, por
acao da dopamina (DA), impulsiona comportamentos gratificantes, como a alimentacdo
(O’RAHILLY, 2009; RAO etal., 2014). Os receptores dopaminérgicos D1 atuam influenciando
a motivacdo do apetite e estimulando o individuo a ingerir mais alimentos. Por outro lado, 0s
receptores D2 atuam inibindo o consumo de alimentos, e estdo relacionados a saciedade ao
invés da motivacgdo. Estas duas classes de receptores sdo expressas particularmente no nucleo
accumbens, estriado, hipotdlamo e cértex (WANG, 2001; ROBINSON, 2005; VUCETIC et al,
2010; BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011).

Uma vez que a DA modula o comportamento emocional e motivacional, anormalidades
em suas vias de sinalizacdo podem desencadear comportamentos patoldgicos, como a ingestdo
exagerada de alimentos ou vicio em certas substancias (ARIAS-CARRION et al., 2010; BAIK,
2013). Em estados patolégicos, como na obesidade, parece existir menor capacidade de
sinalizacdo do sistema dopaminérgico, entretanto, o controle dopaminérgico do comportamento
alimentar em individuos obesos permanece pouco compreendido (WANG, 2001; HALTIA,

2007). Estudos recentes sobre processos reguladores de homeostase energética tém colaborado
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para o desenvolvimento de novos farmacos contra a fisiopatologia da obesidade. Dentre as
principais drogas eficazes, a terapia combinada de naltrexona e bupropiona tem sido alvo de
inimeros estudos por atuar causando a perda de peso (WADDEN et al, 2011, CLAPPER et al,
2013).

A bupropiona € um inibidor da recaptacdo de dopamina e norepinefrina, atualmente
aprovado para tratamento de depressdo e como coadjuvante da cessacdo do tabagismo e a
naltrexona € um antagonista de receptor opidide inicialmente aprovado como tratamento da
dependéncia aos opiaceos e, posteriormente, da dependéncia ao alcool. Esta associagdo mostrou
ter um efeito chamado sinérgico, ou seja, maior do que a soma dos efeitos observados de cada
medicacdo na perda de peso. A associacdo parece ainda atuar nos mecanismos cerebrais de
prazer e recompensa que atualmente sabemos estar cada vez mais implicados no
comportamento alimentar (PADWAL, 2009, GREENWAY et al, 2010, WADDEN et al, 2011).
A despeito de essas drogas apresentarem uma eficacia discreta, quando utilizadas isoladamente,
o0 entendimento atual das complexas vias de regulacdo central e periférica do apetite permitiu
que se postulasse um efeito sinérgico da sua associacdo (SIMPSON et al, 2009).

Portanto, diante da alta prevaléncia da obesidade e doencas relacionadas, e dos elevados
gastos com tratamentos de salde devido a obesidade e a caréncia de tratamentos farmacoldgicos
seguros e eficazes, esta pesquisa teve como finalidade investigar o efeito do uso combinado de
naltrexona/bupropiona sobre a via dopaminérgica do comportamento alimentar em ratos Wistar
obesos, embora tratamento de mais longo prazo possam trazer informacdes adicionais sobre os
beneficios desta associacao, os resultados obtidos neste trabalho representam uma importante
contribuicdo na abordagem medicamentosa da obesidade, sobretudo em individuos pouco

responsivos a terapéutica usual.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OBESIDADE
2.1.1 Conceito:

A Organizacdao Mundial de Saude (OMS), define sobrepeso e obesidade como acumulo
anormal ou excessivo de gordura corporal, resultante do desequilibrio energético prolongado,
que pode ser causado pelo excesso de consumo de calorias e/ou inatividade fisica e que
representa um risco para a saude. Em adultos, a OMS define o excesso de peso como tendo um
indice de massa corporal (IMC) de >25,0 kg/m?, a obesidade como tendo uma IMC de > 30,0
kg/m? e sobrepeso como tendo um IMC de 25,0-29,9 kg/m?. O excesso de peso, portanto, inclui
sobrepeso e obesidade (CDC; WHO 2017).

2.1.2 Epidemiologia da obesidade
2.1.2.1 Prevaléncia da obesidade no mundo

Segundo dados atuais da Organiza¢do Mundial de Saide (OMS), a prevaléncia mundial
de obesidade quase triplicou entre 1975 e 2016. Em 2016, estimou-se que mais de 1,9 bilhdo
de adultos maiores de 18 anos tinham excesso de peso (Figuras 1 e 2).

Prevalence (%)
[ | <200
| 20.0-309

[ 40.0-59.9

- 260.0 Note: For mapping purposes, the map shows identical values for Sudan and South Sudan
L | Data not available These values concern the former Sudan as it existed prior to July 2011

[ Not applicable * Body Mass Index 225 kg/m2

Figura 1. Prevaléncia mundial do sobrepeso em homens maiores de 18 anos (IMC > 30 kg/m?) de acordo com a
World Health Organization, ano de referéncia: 2016. (WHO, 2017).
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Figura 2. Prevaléncia mundial do sobrepeso em mulheres maiores de 18 anos (IMC > 30 kg/m?) de acordo com a
World Health Organization, ano de referéncia: 2016. (WHO, 2017)

Em 1975 pouco menos de 1% das criancgas e adolescentes de 5 a 19 anos eram obesos,
enquanto em 2016 mais de 124 milhdes de criangas e adolescentes (6% das meninas e 8% dos
meninos) eram obesos (WHO, 2017). Destes, mais de 650 milhdes de adultos eram obesos
(Figuras 2, 3). 39% dos adultos com idade igual ou superior a 18 anos apresentavam sobrepeso
em 2016 e 13% eram obesos. Em 2016, estimou-se que 41 milhdes de criangas menores de 5
anos tinham excesso de peso ou obesidade. Em 2016, mais de 340 milhdes de criancas e
adolescentes de 5 a 19 anos tinham sobrepeso ou obesidade, aumentando dramaticamente a
prevaléncia de apenas 4% em 1975 para pouco mais de 18% em 2016. Uma vez considerado
um problema de pais de alta renda, 0 excesso de peso e a obesidade estdo agora a aumentar nos
paises de baixa e média renda, particularmente em ambientes urbanos. Na Africa, o nimero de
criangas com sobrepeso com menos de 5 anos aumentou quase 50 por cento desde 2000. Quase
metade das crian¢as com menos de 5 anos com excesso de peso ou obesidade em 2016 moravam
na Asia (WHO, 2017).

O excesso de peso e a obesidade estéo ligados a mais mortes em todo o mundo do que
a insuficiéncia ponderal. Globalmente, ha mais pessoas que sdo obesas do que o sobrepeso -
iSso ocorre em todas as regides, exceto em partes da Africa subsaariana e da Asia (WHO, 2017).

A obesidade e 0 excesso de peso assumiram proporcdes epidémicas na regido das
Américas, que agora tem a maior prevaléncia de todas as regiGes da Organiza¢do Mundial da
Salde: 62% dos adultos tém sobrepeso ou obesidade. Esta epidemia ndo poupou criancas e

adolescentes e 20% a 25% sao afetadas por excesso de peso ou obesidade (WHO, 2017).
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Figura 3. Prevaléncia mundial da obesidade em homens maiores de 18 anos de idade (IMC > 30 kg/m?) de acordo
com a World Health Organization, ano de referéncia: 2016. (WHO, 2017).

Nos Estados Unidos (EUA), a prevaléncia de obesidade foi de 36,5% (estimativa bruta)
entre adultos durante 2011-2014. No geral, a prevaléncia de obesidade entre as mulheres
(38,3%) foi maior que entre os homens. Para criangas e adolescentes com idades entre 2-19
anos a prevaléncia de obesidade permaneceu bastante estavel em cerca de 17% e afetou cerca
de 12,7 milhdes de criancas e adolescentes. (34,3%) (CYNTHIA et al, 2015).

Segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) e a
Organizacao Pan-americana de Salude (OPAS), a obesidade e o sobrepeso vém aumentando em
toda a America Latina e Caribe, com um impacto maior nas mulheres e uma tendéncia de
crescimento nas criancas. De acordo relatorio conjunto — Panorama da Seguranca Alimentar e
Nutricional na América Latina e Caribe, 58% da populacéo latino-americana e caribenha est&o
com sobrepeso (360 milhGes de pessoas). Salvos Haiti (38,5%), Paraguai (48,5%) e Nicaragua
(49,4%), o sobrepeso afeta a mais da metade da populacéo de todos os paises da regido, sendo
Chile (63%), México (64%) e Bahamas (69%) 0s que registram as taxas mais altas (OPAS;
OMS, 2017). A obesidade afeta a 140 milhdes de pessoas, 23% da populacdo regional e as
maiores prevaléncias sdo observadas em todos os paises do Caribe: Bahamas (36,2%) Barbados
(31,3%), Trinidad e Tobago (31,1%) e Antigua e Barbuda (30,9%). O aumento da obesidade
impacta de maneira desproporcionada as mulheres. Em mais de 20 paises da América Latina e
Caribe, a taxa de obesidade feminina é 10% maior que a dos homens (OPAS; OMS, 2017).
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Figura 4. Prevaléncia mundial da obesidade em mulheres maiores de 18 anos de idade (IMC > 30 kg/m?) de acordo
com a World Health Organization, ano de referéncia: 2016. (WHO, 2017).

O Panorama aponta que na América Latina e Caribe, 7,2% das criangas menores de
cinco anos estdo com sobrepeso, 0 que representa um total de 3,9 milhdes de criangas, sendo
que 2,5 milhdes moram na América do Sul, 1,1 milhdo na América Central e 200 mil no Caribe.

As taxas mais elevadas de sobrepeso infantil entre 1990 e 2015 foram registradas — em
numeros totais — na América Central (onde a taxa cresceu de 5,1% para 7%). O maior aumento
na prevaléncia foi registrado no Caribe (cuja taxa aumentou de 4,3% a 6,8%). Ja na America
Sul — a sub-regido mais afetada pelo sobrepeso infantil — houve uma leve diminuicéo de 7,5%
para 7,4% (OPAS; OMS, 2017).

De acordo com as Ultimas estimativas da OMS para os paises da regido Europeia, mais
de 50% dos homens e mulheres, apresentavam sobrepeso e aproximadamente 23% das
mulheres e 20% dos homens eram obesos. O excesso de peso afetou 30-70% e a obesidade
afetou 10-30% dos adultos (WHO, 2008). Entre os jovens de 11 anos (ambos 0s sexos), de
acordo com a pesquisa Health Behaviour in School-aged Children (HBSC 2009/2010) em
colaboragéo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a maior prevaléncia de excesso de
peso foi encontrada na Grécia (33%), Portugal (32%), Irlanda (30%) e Espanha (30%) e a menor
foi encontrado na Holanda (13%) e na Suica (11%) (19). Entre os jovens de 15 anos, a
prevaléncia de excesso de peso variou de 10% (Arménia, Lituania e Federagdo Russa) para 23%
(Grécia) (CURRIE et al, 2012).
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2.1.2.2 Prevaléncia da obesidade no Brasil

No Brasil, segundo dados divulgados do relatério da Organizacdo das Nagdes Unidas
para Alimentacdo e Agricultura (FAO) e da Organizacdo Pan-americana de Saude (OPAS) -
Panorama da Seguranca Alimentar e Nutricional na América Latina e Caribe, atualmente, mais
da metade da populacéo brasileira estd com sobrepeso e a obesidade ja atinge 20% das pessoas
adultas. O sobrepeso em adultos passou de 51,1% em 2010, para 54,1% em 2014. O documento
aponta a mesma tendéncia em relacdo a obesidade, que passou de 17,8% da populacdo adulta
em 2010, para 20% em 2014, com uma maior prevaléncia entre mulheres, de 22% (OMS;
OPAS, 2017).

Ainda segundo os dados da Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecédo para
Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico Vigitel Brasil 2016, do Ministério da Saude,
realizado nas capitais brasileiras, em 10 anos, a prevaléncia da obesidade passou de 11,8% em
2006 para 18,9% em 2016, atingindo quase um em cada cinco brasileiros maiores de 18 anos
(BRASIL, 2017).

2.1.3 Causas da obesidade

A causa fundamental do acimulo excessivo de gordura e, por consequéncia da
obesidade, é o balango energético positivo. O balango energético pode ser definido como a
diferenca entre a quantidade de energia consumida e a quantidade de energia gasta na realizagdo
das funcdes vitais e de atividades. Em geral, é determinado pela ingestdo de macronutrientes,
pelo gasto energético e pela termogénese dos alimentos, portanto, 0 consumo excessivo de
alimentos (calorias), ou mesmo um baixo gasto de energia, podem ser agentes causadores da
obesidade. (BOUCHARD, 2000; WANDERLEY; FERREIRA, 2010).

Os fatores que determinam esse desequilibrio sdo complexos e podem ter origem
genética, metabdlica, ambiental e comportamental (BRANDAO; SILVA, 2012).

Os fatores genéticos desempenham papel importante na determinacéo da suscetibilidade
do individuo para o ganho de peso, porém sdo os fatores ambientais e de estilo de vida, tais
como hébitos alimentares inadequados e sedentarismo, que geralmente levam a um balanco
energético positivo, favorecendo o surgimento da obesidade (BRAY; POPKIN, 1998; US,
2001; WHO, 2004). Os fatores genéticos provocam cerca de 20 a 25% dos casos de obesidade,
e sdo em doencas especificas como: a sindrome de Prader-Willi, de Laurence-Moon-Biedl, ou
mutagdes no gene produtor e/ou receptor de leptina (HARISON et al, 2008).

A leptina atua no sistema nervoso central, em particular no hipotdlamo, desempenhando

importante papel no controle da ingesta alimentar e estimulando o gasto energético (PRADO et
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al, 2008). A leptina integra o complexo fisiologico que regula o armazenamento, o equilibrio e
0 uso de energia pelo organismo, modulando o estado nutricional do organismo para outros
sistemas fisioldgicos causando inibicdo sobre o conjunto de alteracbes neuroenddcrinas
secundarias a privacdo alimentar. Ela modifica a expressao e a atividade de inimeros peptideos
hipotalamicos que regulam o apetite e o gasto de energia (LICINO; NEGRAO, 2000).

Outros fatores envolvidos na génese da obesidade sdo a colecistocinina (CCK), a
ghrelina, o neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo Y'Y, que sdo sustancias envolvidas no controle
da ingestdo alimentar (DUARTE et al, 2005; GUILA, 2006).

A CCK e 0 peptideo YY sdo liberados pelo trato gastrointestinal e ao nivel cerebral
inibem a ingestdo alimentar, promovendo a saciedade apds uma refeicdo. O NPY é sintetizado
no SNC e estimula a ingestdo. A reducdo nos niveis de insulina e leptina ativa os neurénios
produtores de NPY no hipotalamo, e a leptina inibe sua sintese. A ghrelina € um horménio
gastrointestinal estimulador do apetite e faz parte dos sistemas de regulacdo do peso corporal.
A producéo excessiva de ghrelina pode levar a obesidade. Alterac6es no controle da liberacéo
dessas e de outras sustancias envolvidas na regulacao do balango energético, assim provocando
disfungdes nos sistemas de regulacdo do peso corporal por retroalimentacdo, podem ocasionar
a obesidade (DUARTE et al, 2005).

Maus habitos alimentares e diminuicdo da realizacdo de exercicios fisicos associadas
aos fatores genéticos poligénicos sdo as causas da maioria dos casos de obesidade. A medida
em que a sociedade se torna mais desenvolvida e mecanizada, a demanda por atividades fisicas
diminui, reduzindo o gasto energético diario (FRANCISCH, et al, 2000).

Os habitos de vida foram modificando ao longo do tempo. A industrializacdo ofereceu
uma maior facilidade na obtencdo e no preparo dos alimentos. O padrdo de vida passou a ser
mais sedentario, as pessoas passaram a comer cada vez mais e a exercitar-se cada vez menos,
levando a um superavit calorico, favorecendo a obesidade nas pessoas predispostas
geneticamente (MENDONCA; ANJOS, 2004; REPETTO et al, 2003).

As comodidades oferecidas pelo mundo atual, como a utilizacdo de computadores,
videogames, televisdo, entre outros, conduzem a um estilo de vida sedentario. Ha associagdo
significante entre 0 aumento da prevaléncia de obesidade e a quantidade de horas despedidas
com o habito de assistir televisdo. Essa relacdo pode ser explicada pela natureza sedentaria de
tal atividade, bem como o consumo de lanches com altos teores de gordura e/ou agucar durante
o periodo em frente a TV (MUST et al, 1992; FISBERG; OLIVEIRA, 2003; ALMEIDA et al,
2002.
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2.1.4 Classificacdo da obesidade segundo o indice de massa corporal (IMC)

Em 1997, a WHO estabeleceu uma classificacdo do IMC que, até hoje, permaneceu
inalterada. O IMC (calculado através da divisdo do peso em kg pela altura em metros elevada
ao quadrado, kg/m?) € o célculo mais usado para avalia¢do da adiposidade corporal. O ponto de
corte para adultos baseia-se na associacdo entre IMC e doencas crénicas ou mortalidade. Apesar
de ndo representar a composicdo corporal, o IMC vem sendo utilizado como uma medida
aproximada de gordura total, visto que € altamente correlacionado com a gordura corporal
(ANJOS, 1992; NIH, 2012).

Entre as limitagcdes do uso do IMC esté o fato de que este indicador pode superestimar
a gordura em pessoas muito musculosas e subestimar gordura corporal de pessoas que perderam
massa muscular, como no caso de idosos (NIH, 2012; ABESO, 2016).

A classificagdo adaptada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), apresentada na
Tabela 1, baseia-se em padrdes internacionais desenvolvidos para pessoas adultas descendentes
de europeus (ABESO, 2016; WHO, 2017).

Convenciona-se chamar de sobrepeso o IMC de 25 a 29,9 kg/m? e obesidade o IMC
maior ou igual a 30 kg/m? e de excesso de peso o IMC maior ou igual a 25 kg/m? (incluindo a
obesidade).

Tabela 1. Classificacédo internacional da obesidade segundo o indice de massa corporal (IMC) e risco
de doenca (Organizacdo Mundial da Saude) que divide a adiposidade em graus ou classes. (Fonte da
tabela: ABESO, 2016)

<18,5 Magro ou baixo peso Normal ou elevado
18,5-24,9 Normal ou eutréfico 0 Normal
25-29,9 Sobrepeso ou pré-obeso 0 Pouco elevado
30-34,9 Obesidade I Elevado
30-39.9 Obesidade Il Muito elevado
=40,0 Obesidade grave 1l Muitissimo elevado
Fonte: World Health Organization.

Os pontos de corte de <16 kg/m2 (baixo peso grave), 16,0-16,9 (baixo peso moderado),
17,0-18,4 (baixo peso leve) também fazem parte da classificacdo internacional, mas ndo estdo
detalhados na Tabela 1 (WHO, 1995; NIH, 2012; ABESO, 2016).
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2.1.5 Consequéncias da obesidade

2.1.5.1 Consequéncias da obesidade relacionadas a satde

Os dados atuais sobre o aumento da prevaléncia da obesidade no mundo sao
preocupantes, sobretudo quando se admite que este problema frequentemente nao se apresenta
de forma isolada, mas como uma condicdo favoravel para o surgimento de outras doencas
cronicas ndo transmissiveis (DCNT), como diabetes mellitus tipo Il, hipertensdo arterial,
dislipidemias e doencas coronarianas (ENES, 2010; CDC, 2017).

Estimativas globais da OMS revelam que as DCNT sdo responsaveis por 58,5% das
mortes e por 45,9% da carga de doenca no mundo (WHO, 2011). No Brasil, as DCNT
concentram 72% do total de 6bitos, e 75% dos gastos com atencio a satde no Sistema Unico
de Saude (SUS, segundo dados de 2009 do Sistema de Informac&o de Mortalidade — Percentual
que representa mais de 742 mil mortes por ano. As doencas cardiovasculares sdo responsaveis
por 31% do total de ébitos por causas conhecidas no Brasil, e seus fatores de risco (hipertensédo
arterial, triglicerideos e Lipoproteina de Alta Densidade (LDL) elevados, Lipoproteina de Baixa
Densidade (HDL) baixo, entre outros) estdo associados ao sobrepeso e obesidade (RECH et al,
2007; SCHMIDT et al, 2011).

Muitas doengas estdo associadas ao sobrepeso e obesidade. Entre elas estdo as
pulmonares (apneia do sono e asma), ortopédicas (joelhos geno varos, pés planos, tor¢des de
tornozelo e aumento do risco de fraturas), neuroldgicas (hipertenséo intracraniana), gastricas
(esteatose hepatica e refluxo gastroesofagico), endocrinas (resisténcia a insulina, diabetes
Mellitus tipo 2, anormalidades no ciclo menstrual e sindrome do ovario policistico) e
cardiovasculares (hipertensdo arterial, dislipidemia e hipertrofia do ventriculo esquerdo),
sugerindo que o excesso de peso, além de proporcionar o desenvolvimento de doencas crénicas,
também pode ocasionar uma notavel reducdo na expectativa de vida (MUST, 1999;
WITHROW, 2011). Além disso, a obesidade infantil esta associada a uma maior chance de
obesidade, morte prematura e incapacidade na idade adulta. Mas, além de aumentar 0s riscos
futuros, as criancas obesas experimentam dificuldades respiratorias, aumento do risco de
fraturas, hipertensdo, marcadores precoces de doencas cardiovasculares, resisténcia a insulina
e efeitos psicoldgicos (WHO, 2017).

2.1.5.2 Consequéncias econdmica da obesidade
As consequéncias econémicas da obesidade e doencas associadas ndo se limitam aos

elevados custos médicos, mas incluem também os custos indiretos ou sociais, tais como:
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diminuicdo da qualidade de vida, problemas de ajustes sociais, perda de produtividade,
incapacidade com aposentadorias precoces e morte (BAHIA, 2014).

Relatos internacionais afirmam que uma diminuicdo de 1% na prevaléncia de sobrepeso
e obesidade em adolescentes entre 16 e 17 anos totalizaria uma economia de US$586,3 milhdes
nos gastos futuros com a saude de adultos (WANG et al, 2010).

Os gastos com as doencas relacionadas com a obesidade representam uma parte
significativa do orcamento de varios paises. Nos Estados Unidos, 0 gasto per capita com um
individuo obeso € cerca de 42 a 100% maior do que um individuo com peso normal. Estima-se
que os custos médicos anuais nos EUA chegam a US$ 147 bilhdes para adultos e US$ 14,3
milhGes para criancas e adolescentes obesos (FINKELSTEIN, 2009; SCHMIDT et al, 2011,
CDC, 2017). O gasto com tratamento de salde devido a obesidade em paises europeus pode
representar até 0,6% do produto interno bruto (MULLER et al, 2008). Na Alemanha, os custos
totais da obesidade (custos diretos e indiretos) compreendem 0,47 a 0,61% do produto interno
bruto (PIB) (KONNOPKA et al, 2011).

No Canada, os custos diretos para o sistema de salde com as doencas relacionadas ao
sobrepeso e a obesidade no ano de 2006 foram de $ 2 bilhGes e $ 3,9 bilhdes, representando
1,4% e 2,6% dos gastos totais em saude respectivamente (ANIS et al, 2010) e de acordo com
dados da Organizacdo Mundial de Salde, o gasto atribuido a obesidade na América Latina e
Caribe circula em torno de US$65,2 bilhdes (RUNGE, 2008).

Estudo recente realizado pela Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) e
publicado no jornal cientifico BMC Public Health, analisou os custos diretos relacionados ao
tratamento ambulatorial e hospitalar de doencas associadas ao sobrepeso e a obesidade nos anos
2008 a 2010. Com base nos riscos relativos (GUH et al, 2009) e prevaléncia de sobrepeso e
obesidade no Brasil, estimou-se que o SUS gasta anualmente cerca de R$ 3,6 bilhdes por ano
com o tratamento dessas doencas, sendo R$ 2,4 bilhdes com o tratamento hospitalar (68%) e
R$ 1,2 bilhdes (32%) com o tratamento ambulatorial (BAHIA, et al, 2012).

2.2 SISTEMA DOPAMINERGICO

2.2.1 Dopamina

A dopamina € uma amina biogénica que faz parte do grupo das catecolaminas, que por
sua vez se caracterizam, do ponto de vista quimico, por apresentar na sua estrutura um grupo
catecol (anel benzénico com dois grupos hidroxila proximais), ao qual se acopla uma amina em

cadeia lateral. Além da dopamina, outras duas catecolaminas também atuam como
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neurotransmissores: a noradrenalina e a adrenalina (JACKSON e WESTLIND-DANIELSSON,
1994). As catecolaminas atuam como mensageiros quimicos no SNC (VALLONE et al, 2000).

A dopamina ¢ a principal catecolamina no SNC e desde a descoberta de suas funcgdes
fisiologica em 1957, vem atraindo atencdo por estar envolvida em vérias func@es vitais do
sistema nervoso, incluindo atividade morora, humor, emocéo, afetividade, regulagédo
neuroendocrina, alimentacdo, recompensa, sono, atencdo, memoria e aprendizagem. Na
periferia, a dopamina desempenha importante papel fisiolégico na regulacdo do olfato,
processos da retina, regulagdo hormonal, fun¢des cardiovasculares, regulacdo simpatica,
sistema imunoldgico, funcBes renal, entre outros (CARLSSON, 1958; JACKSON e
WESTLIND-DANIELSSON, 1994; IVERSEN; IVERSEN, 2007; VIKRAM, 2010).

Estudos sobre a transmissdo dopaminérgica surgiram na década de 50, quando a
dopamina foi reconhecida como um neurotransmissor independente. A partir da técnica de
microscopia de fluorescéncia, Carlsson e Waldeck em 1958 observaram populagdes de
neurdnios contendo dopamina. Posteriormente, outros pesquisadores descreveram mais
detalhes sobre o sistema dopaminérgico no sistema nervoso de ratos (CARLSSON, 1958;
DAHLSTROM e FUXE, 1964; VIKRAM, 2010).

As projecOes dopaminergicas do SNC estdo presentes no corpo estriado, cortex frontal,
substancia negra, sistema limbico, corpo amigdal6ide e hipotalamo (HOKFELT et al, 1976;
FALLON e MOORE, 1978).

2.2.2 Sintese da dopamina
A dopamina ¢é sintetizada no citosol dos terminais neuronais dopaminérgicos, em uma
sequéncia de duas reacgdes a partir do aminoacido tirosina, cuja biossintese (Figuras 5 e 6) inicia-
se com 0 amino&cido tirosina, o qual é proveniente da alimentacdo e da hidroxilacdo hepéatica
da fenilalanina pela fenilalanina hidroxilase. A primeira reacdo € limitante na sintese do
neurotransmissor. Consiste em na hidroxilacdo do anel aromatico do aminoacido, catalisada
pela enzima tirosina hidroxilase (TH), formando o precursor L-DOPA e requer a coenzima
tetra-hidrobiopterina. A segunda reacdo é catalisada pela enzima aminoacido aromaético
decarboxilase e remove o grupo carboxil da L-DOPA, produzindo dopamina que finaliza a
sintese (BEN-JONATHAN, 2001; SIEGEL et al, 2005).
Trabalhos demonstraram que a hidroxilacdo do aminoécido L-tirosina é o ponto de
regulacdo da sintese de catecolaminas no SNC e, consequentemente, a enzima tirosina € a
enzima limitante da sintese de dopamina, noradrenalina e adrenalina e estd presente

predominantemente no citosol das terminacdes catecolaminérgicas.
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Figura 5. Sintese da dopamina. A primeira etapa na sintese de DA consiste na conversdo da tirosina em L-DOPA
(1-3,4- diidroxifenilalanina ou levodopa) por oxidacdo da posi¢cdo 3 no anel de benzeno. A préxima e Gltima etapa
na sintese de DA consiste na conversdo da L-DOPA em DA pela enzima aminoacido aromatico descarboxilase
(AADC). A AADC cliva o grupo carboxila do carbono da cadeia lateral de etilamina, liberando diéxido de
carbono. Nos neurdnios dopaminérgicos, o produto final da via de sintese das catecolaminas é a dopamina. (Fonte:
https://parkinsonutilidades.blogspot.com.br/2016/12/a-terapia-genetica-na-doenca-de.html

A enzima é uma oxidase que utiliza L-tirosina e oxigénio como substratos e
tetrahidrobioterina (BH4) como co-fator para adicionar um grupo hidroxila ao aminoéacido e
assim formar a L-DOPA. Na presenca da descarboxilase de aminoacidos aromaticos a L-DOPA
é convertida em dopamina. (NAGATSU et al, 1964; LEVIIT et al,1965).

2.2.3 Armazenamento da dopamina

Uma vez sintetizada, a dopamina é armazenada em vesiculas sinépticas e sua entrada
acontece por um processo ativo, dependente de ATP e do gradiente de pH estabelecido por uma
proteina presente nessas vesiculas onde permanece neste local para estoque, secre¢do e protecao
contra a inativacdo enzimatica até ser liberada por um mecanismo exocitotico dependente de
calcio quando um potencial de acdo alcanca o terminal sinaptico. A dopamina pode entdo

difundir-se e interagir com receptores tanto pré quanto pds-sinapticos.
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Esta interacdo estimula uma cascata de efeitos via um sistema de segundos mensageiros,
0 que resulta em diversas mudancas incluindo a ativacao de canais idnicos e inducao de fatores
de transcricdo (STONE, 1996; BEN-JONATHAN, 2001). Figura 6.
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Figura 6. Terminal de um neurdnio dopaminérgico, mostrando a sintese da dopamina (DA) a partir da L-tirosina
(1), sua entrada nas vesiculas sinépticas pelo transportador vesicular de monoaminas (TVM) e armazenamento (2),
liberagdo na fenda sindptica (3), acdo em receptores dopaminérgicos (4), captura da DA extracelular pelo
transportador de dopamina (DAT) (5), e metabolismo da DA pela monoamino oxidase (MAO) e catecol-O-
metiltransferase (COMT) gerando seus principais metabdlitos: acido homovanilico (HVA), 4&cido
diidroxifenilacético (DOPAC) e pequenas quantidades de 3-metoxitiramina (6). Pereira & Bel (2010).

2.2.4 Liberacéo e recaptacdo da dopamina

Uma vez liberada na fenda sinaptica, as acdes podem ser finalizadas por recaptacéo ou
transporte da dopamina para dentro do terminal pré-sinaptico do qual havia sido liberada e por
degradacdo enzimatica ou difusdo para fora da fenda sinaptica (SANTIAGO et al, 1996).

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

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

As enzimas responsaveis pelo catabolismo da dopamina sdo a monoamina oxidase
(MAO) e a catecol-O-metiltransferase (COMT), que se distinguem inicialmente por sua
localizacdo. Assim, enquanto a MAO ¢é uma enzima localizada na membrana externa das
mitocOndrias e, portanto, intraneuronal, a COMT é uma enzima extraneuronal que atua
fundamentalmente na fenda sindptica. Esta localizacao distinta de ambas enzimas gera ainda
outra importante diferenca dado que a COMT age diretamente sobre a dopamina que é liberada
no espaco sinéptico e a MAO age sobre a dopamina que é recaptada antes que esta volte a ser
reutilizada. A COMT transforma a dopamina liberada em 3- metoxitiramina (3-MT) que, por
acao da MAO é convertida no produto final da dopamina, o acido homovanilico (BEN-
JONATHAN, 2001; ESTEVINHO, 2003).

2.2.6 Vias Dopaminérgicas

Quatro principais vias dopaminérgicas foram identificadas no cérebro dos mamiferos:
(Figura 7) Via mesolimbica que vai da area tegmentar ventral até o sistema limbico e esta
relacionada ao comportamento emocional, a via mesocortical que abrange os lobos frontais e
parece estar envolvida no mecanismo de atencdo e orientacdo, a via nigro-estriada que vai da
substancia negra até o corpo estriado, atuando nas zonas motoras involuntarias e a via curta,
chamada de via tuberoinfundibular que esta relacionada a liberacdo de horménios da hipofise
(ARAKI et al., 2006).

8

Prefrontal Striatum
cortex

Nucleus

\77

Via mesocortical ’,
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7
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Figura 7. Principais vias dopaminérgicas do encéfalo de humanos. As vias mesolimbica e mesocortical sdo
formadas por projecdes dopaminérgicas que partem da area tegmentar ventral e terminam em regides limbicas
sub-corticais ou corticais; a via tuberoinfundibular projeta neurénios do nicleo hipotalamico para a glandula
pituitaria posterior; a via nigroestriatal projeta neurdnios da substantia nigra para o estriado. Arias-Carridn et al,
2010.
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2.2.7 Receptores Dopaminérgicos

Técnicas modernas de biologia molecular permitiram conhecer, até o presente
momento, cinco tipos de receptores dopaminérgicos: D1, D2, D3, D4 e D5. Esses receptores
estdo organizados em dois grupos: o grupo D1 ou D1-like e o grupo D2 ou D2-like. O grupo
D1 esta representado pelos receptores D1 e D5; o grupo D2, pelos receptores D2, D3 e D4. A
definicdo desses dois grupos estd baseada na ligagdo com os mecanismos de transducéo. Os
pertencentes ao grupo D1 estimulam a enzima adenilato ciclase e aumentam o nivel intracelular
de AMP ciclico enquanto os do grupo D2 inibem essa enzima e diminuem o AMP ciclico
intracelular (SIBLEY, 1992; JENNER, 1995; WOLTERS, 1996; WATTS, 1997) (Figura 7).

Os genes dos receptores D1 e D5 ndo contém introns, enquanto os genes que codificam
os receptores D2, D3 e D4 apresentam seis, cinco e trés introns, respectivamente. A presenca
de introns permite a geracdo de variantes do receptor por splicing alternativo. Todos os DR2-
like apresentam variantes, no entanto, até o0 momento, somente para o receptor D2, foram
identificadas isoformas com significado bioldgico reconhecido. O receptor D2 apresenta duas
variantes, denominadas curta (D2 short - D2S) e longa (D2 long - D2L), que sdo geradas por
splicing alternativo, com a insercdo de 29 aminoécidos na terceira al¢a intracitoplasmatica
(BEN-JONATHAN, 2001).

2.2.8 Receptor dopaminérgico D1

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

Esse receptor pertence a superfamilia dos receptores acoplados a proteina G. Eles
possuem uma estrutura de sete dominios transmembrana e sdo capazes de ativar as proteinas G,
do tipo exitatoria (Gs) para induzir mecanismos de sinalizacéo intracelular (NEVE et al, 2004).
Em geral, as proteinas G sdo compostas por trés subunidades: o, p ¢ y (PIERCE et al, 2002) e
quando estimulada a subunidade a se dissocia do complexo By tornando o sistema ativado. O
guanosina difosfato (GDP) e fosforilado a guanosina trifosfato (GTP) ativando alguns sistemas
efetores, como do caso da adenilato ciclase (AC) (PIERCE et al, 2002). Dessa forma, a AC
estimula a producéo do segundo mensageiro, monofosfato de adenosina ciclico (AMP ciclico),
e a fosforilagéo das proteinocinases A (PKA) (KEBABIAN; CALNE, 1979; MISSALE et al,
1998).
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Diversos substratos da PKA, como a proteina de ligacdo ao elemento de resposta do
AMPc (CREB), os receptores ionotropicos de glutamato (AMPA e NMDA) e determinados
canais de ions parecem ser afetados pela estimulacdo do receptor dopaminérgico D1
(GREENGARD, 2001). Entre os substratos da PKA, a fosfoproteina regulada por dopamina e
AMPc32-KDa (DARPP-32) é uma das moléculas mais estudadas e envolvidas na sinalizagdo
do receptor D1. A DARPP-32 ¢ uma fosfoproteina multifuncional presente nos neurénicos
dopaminérgicos e interneurdnios e tem acdo moduladora dos sinais celulares em resposta a acdo

dos neurotransmissores, como a dopamina (SVENNINGSSON et al., 2004).

2.2.9 Receptor dopaminérgico D2

Os receptores do tipo D2 foram os primeiros a serem clonados, e podem ser encontrados
nos nucleos accumbens, putamen e caudado, trato olfatério, substancia negra (parte compacta)
e area tegmental ventral. Também sdo encontrados em hipofise, retina, rim e sistema vascular.
Dados recentes mostram que a exposicao cronica a dietas ricas em gordura altera a expressao
génica de receptores de dopamina D2 no estriado e D4 no nucleo ventromedial do hipotalamo,
assim como aumenta a expressao de tirosina hidroxilase (essencial para a producdo de
dopamina) na area tegmental ventral (BUNZOW et al, 1998; VALONE e PICETTI, 2000;
HUANG et al, 2005; LI et al, 2009).

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

2.2.10 Receptor dopaminérgico D3

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

2.2.11 Receptor dopaminérgico D4

O gene do receptor D4 codifica uma proteina de 387 aminodacidos. Esta localizado no
braco curto do cromossomo 11, na regido 15.5. O receptor D4 é expresso no cortex frontal,
amigdala, bulbo olfatério, hipocampo, hipotdlamo e mesencéfalo (JACKSON e WESTLIND-
DANIELSSON, 1994; TARAZI, 2001)
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2.2.12 Receptor dopaminérgico D5

A expressdo do RNAm do receptor D5 foi observada no hipocampo e nucleos talamicos
gue sabidamente estdo envolvidos com a percepcdo dolorosa. Estes dados sugerem que 0S
receptores D5 possam estar envolvidos no processo talamico do estimulo doloroso (GRANDY,
1991; JACKSON e WESTLIND-DANIELSSON, 1994).

2.3 COMPORTAMENTO ALIMENTAR

O comportamento alimentar é parte de um sistema de feedback que controla o balanco
energético, envolvendo uma complexa interacdo dos sinais de fome e saciedade, produzidos em
estruturas encefalicas como o hipotalamo, bem como em dérgédos periféricos, como o trato
gastrointestinal (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005; MAGNI et al., 2009). Além disso,
também faz parte dessa regulacdo, os estimulos sensoriais e as propriedades dos alimentos,
como gosto e textura (MAGNI et al, 2009).

Para uma melhor compreensdo, pode-se dizer que o comportamento alimentar é
regulado por duas vias que se complementam: via homeostatica (hipotdlamo e trato
gastrointestinal) e via hedbnica (sistema de recompensa) (BERTHOUD, 2006; LUTTER,;
ERIC, 2009). A via homeostatica aumenta a motivacao para a ingestao alimentar apos deplecao
dos estoques de energia com o objetivo de regular o balanco energético (LUTTER; ERIC,
2009). Em contrapartida, a via heddnica esta relacionada ao sistema de recompensa alimentar,
podendo prevalecer sobre a via homeostatica durante periodos de abundancia energética através
do aumento do desejo de consumir alimentos, principalmente os palataveis (LUTTER; ERIC,
2009).

Em relacdo aos fatores homeostaticos, a maioria dos trabalhos tem incidido sobre as
funcgdes dos horménios circulantes, os quais transmitem informagdes sobre os niveis de energia
periférica para o cérebro. Entre os hormonios periféricos, a leptina, a insulina e a ghrelina
parecem ser 0s mais importantes. (LUTTER; ERIC, 2009).

A leptina, sintetizada pelo tecido adiposo, e insulina sintetizada pelo pancreas parecem
atuar como um feedback negativo que relaciona o comportamento alimentar com as reservas
energéticas do corpo, provocando uma reducdo significativa na ingestdo alimentar e no peso
corporal dos individuos (WOODS et al., 1979). Em contraste, a ghrelina, um peptideo liberado
pelo estbmago, aumenta em resposta a um balanco energético negativo e estimula a ingestdo de
alimentos e armazenamento de energia (CASTANEDA et al., 2010).

Em relagéo ao sistema nervoso central (SNC), o hipotalamo € capaz de integrar os sinais

periféricos e centrais do controle homeostatico deste comportamento (MAGALHAES et al.,
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2010). No ambito dos sinais periférico, o hipotdlamo recebe sinais de fome e de saciedade
provenientes do trato gastrointestinal, do pancreas, do figado e tecido adiposo (MORTON;
CUMMINGS et al., 2006). J& com relacdo aos sinais centrais, 0s neurénios serotoninérgicos e
dopaminérgicos enviam projecdes ascendentes para o hipotalamo de forma controlar o
comportamento alimentar, o balango energético e, consequentemente, o peso corporal
(DAVIDOWA; PLAGEMANN, 2000; KISHI; ELMQUISt, 2005). O hipotalamo é uma das
regides que controla funcdes vitais como reproducéo, temperatura corporal, balango hormonal
e ritmos circadianos (VERGE; CALAS, 2000; MEISTER, 2007).

Além dos fatores homeostéaticos, entender como o cérebro gera sensacdo de prazer,
motivacao e aprendizado sdo de intenso interesse pelos cientistas, pois 0 ambiente também
exerce uma influéncia significativa sobre os circuitos neurais que atuam na manutencdo da
homeostase energetica. (KELLEY, 2004; ERLANSON-ALBERTSSON, 2005).

O sistema de recompensa alimentar age integrando os estimulos sensoriais
desencadeados por determinados tipos de alimentos, como 0s ricos em agucar e gordura,
gerando sensacéo de prazer e assim, prolongando uma refeicdo (ERLANSON-ALBERTSSON,
2005; BERRIDGE; KRINGELBACH, 2008). E formado pelo nlcleo accumbens, palido
ventral, area tegmentar ventral, cortex pré-frontal, hipocampo e amigdala (BERTHOUD, 2006;
LENARD; BERTHOUD, 2008).

O nucleo accumbens é uma regido do cérebro que parece desempenhar um papel crucial
no comportamento alimentar. Ele recebe informacBes do tronco encefélico, em relagdo as
sensacOes gastrointestinais e gosto dos alimentos, através do nucleo do trato solitario
(ERLANSON-ALBERTSSON, 2005) e da mesma forma, os estimulos sensoriais chegam ao
cortex pré-frontal e talamo. O ndcleo accumbens e &rea tegmentar ventral enviam informacdes
para a regido da amigdala e nela, sdo processadas e transformadas em estimulos emocionais
(prazer), enquanto que o hipocampo funciona como um centro de armazenamento e
aprendizado da informacdo (KELLEY; BERRIDGE, 2002; WARDLE, 2007). Varios

neurotransmissores atuam nessas regifes do cérebro, incluindo a dopamina.

2.4 TRATAMENTO DA OBESIDADE

O tratamento da obesidade pode ser realizado por meio de medidas ndo farmacoldgicas,
farmacoldgicas e cirdrgicas, e deve objetivar a melhoria do bem-estar e da satde metabolica do
individuo. Os meios terapéuticos disponiveis para tal enfermidade englobam as mudancas no
estilo de vida, com reeducacao alimentar e atividade fisica regular, reducéo de peso, somado ao

apoio medicamentoso dos farmacos antiobesidade, e a cirurgia bariatrica (FORTES et al, 2006;
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HAFEEZ e AHMED; SARKHOSH et al; PADWAL et al, 2013). Estudos cientificos tém
demostrado que o sucesso no tratamento da obesidade esta associado a perdas ponderais na
ordem de 5% a 10%. Tal emagrecimento pode melhorar significativamente os niveis de pressdo
arterial, 0 nimero de apneias e hipoapneias durante o sono e o controle do diabetes e da
dislipidemia (WANNMACHER; SALZANO; CORDAS, 2004; FORTES et al, 2006).

2.4.1 Tratamento ndo farmacolégico da obesidade

Atualmente, o tratamento nutricional recomendado vai além das dietas tradicionais, que
frequentemente fracassavam em manter a perda de peso; esta baseado principalmente em um
planejamento de reeducacdo alimentar, ao mesmo tempo em que enfatiza cada vez mais a
importancia da atividade fisica. Além disso, tendo em vista fatores cognitivos e emocionais
associados ao aumento do consumo de alimentos, as técnicas de terapia cognitivo
comportamental foram consideravelmente aperfeicoadas, contribuindo hoje de forma mais
efetiva para a mudanca dos habitos de vida do paciente obeso (COUTINHO e CABRAL, 2000).

Apesar da mudanca dos habitos alimentares e estilo de vida sedentaria apresentar
resultados satisfatorios, 2% dos pacientes ndo conseguem os resultados desejados somente com
estas mudancas, este fato se justifica, pois, ha evidéncias de influéncia enddgena
(GAGLIARDI, 2001).

2.4.2 Tratamento farmacoldgico da obesidade

O uso de medicamentos no tratamento da obesidade e sobrepeso esté indicado quando
houver falha do tratamento ndo farmacologico, em pacientes com: IMC igual ou superior a 30
kg/m?; com IMC igual ou superior a 25 kg/m? associado a outros fatores de risco, como a
hipertenséao arterial, DM tipo 2, hiperlipidemia, apneia do sono, osteoartrose, gota, entre outras;
ou com circunferéncia abdominal maior ou igual a 102cm (homens) e 88cm (mulheres) (WHO,
1998; FORTES et al, 2006; KHAN et al, 2012; ABESO, 2016).

Dentre os farmacos mais utilizados no tratamento da obesidade estdo os anorexigenos,
os inibidores da lipase pancreética e os inibidores da recaptacdo de serotonina e norepinefrina
entre outros (WANNMACHER, 2004).

Um medicamento util para tratamento da obesidade deve possuir as seguintes
caracteristicas: demonstrar efeito em reduzir o peso corporal e levar a melhora das doengas
dependentes do excesso de peso; ter efeitos colaterais toleraveis e/ou transitorios; ndo ter
propriedades de adicdo; apresentar eficacia e seguranca mantidas a longo prazo; possuir

mecanismo de acao conhecido; idealmente ter um custo razoavel (GUY-GRAND, 1989).
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A farmacoterapia da obesidade ndo é recomendada em criangas, uma vez que até ao
presente ndo ha dados suficientes sobre os seus efeitos secundarios em idade (MANCINI,
2002). Existem, atualmente, trés medicamentos aprovados para tratamento da obesidade no
Brasil: Sibutramina, Orlistate e Liraglutida 3,0 mg (ABESO, 2016).

2.4.3 Associacdo Naltrexona/Bupropiona no tratamento da obesidade

A bupropiona é um inibidor da recaptacdo da dopamina (DA) e noradrenalina NA
atualmente aprovado para o tratamento da depressao e como coadjuvante da cessacdo tabagica.
A naltrexona é um antagonista de recetor opidide p, aprovado para o tratamento da dependéncia
aos opiaceos e ao alcool (FARIA et al, 2010; POWELL et al, 2011).

Apesar da eficicia discreta destes farmacos quando usados isoladamente, a melhor
compreensdo das complexas vias de regulacdo central e periférica do apetite permitiram que se

postulasse um efeito sinérgico da sua associacdo (SIMPSON et al, 2009).
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Figura 8 — HipGtese do mecanismo de agdo da associacdo de naltrexona com bupropiona (CHRISTOU;
KIORTSIS, 2015).

O aumento dos niveis de DA e NA mediado pela bupropiona estimula a atividade

neuronal da POMC, que resulta num aumento da a-MSH, com efeito anorexigeno. Essa maior
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concentracdo no nudcleo arqueado aumenta a sinalizacdo de neurdnios produtores de POMC
(pro-opiomelanocortina).

O POMC liberado apo6s essa sinalizacdo é rapidamente clivado em alfa-MSH e beta-
endorfinas. O alfa- -MSH é uma substancia reconhecidamente anorexigénica, agindo nos
receptores 3 e 4 de melanocortina (MC3R e MC4R) e que também aumenta o gasto energético.

O efeito da bupropiona no peso, porém, ndo € tdo pronunciado, pois a beta- -endorfina
que é produzida em conjunto, um opioide enddgeno, inibe diretamente a via da POMC, numa
retroalimentacéo de alca curta (GREENWAY et al, PADWAL, 2009). Um excesso de beta-
endorfinas leva a um aumento do consumo alimentar em roedores, principalmente de alimentos
mais palataveis (LEE e FUJIOKA, 2009).

A associacdo da naltrexona (antagonista opiaceo) foi considerada para combater este
feedback negativo de modo a alcancar uma maior perda de peso (POWELL et al, 2011). Ao
inibir os recetores opiodides, a naltrexona liberta os neurénios da POMC da inibicdo pela -
endorfina, potenciando a estimulacdo dessa via pela bupropiona (GREENWAY et al,
PADWAL, 2009) (Figura 8). Para além disso, a naltrexona parece reduzir as propriedades de
prazer da ingestdo de alimentos, através da interagdo com o sistema mesolimbico de
recompensa (KENNETT e CLIFTON, 2013). Figura 8.
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3 HIPOTESES

v" O uso combinado de naltrexona/bupropiona (NAL/BUP) promove em animais obesos,
reducdo no peso corporal, redugéo no consumo alimentar, antecipacdo do comportamento

de saciedade e reducdo na preferéncia por alimentos densamente energéticos.

v O uso combinado de naltrexona/bupropiona (NAL/BUP) promove reducdo da atividade da
via dopaminérgica relacionada ao comportamento alimentar, bem como aumenta os niveis
da expressdo génica da tirosina hidroxilase e dos receptores dopaminérgico D1 e D2 no

ndcleo accumbens e estriado de ratos obesos.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito do uso combinado de naltrexona/bupropiona (NAL/BUP) sobre a via de
sinalizacdo dopaminérgica relacionada ao controle do comportamento alimentar em ratos

wistar obesos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da combinacdo NAL/BUP em animais normonutridos e obesos sobre:

Peso corporal;

Consumo alimentar;

indice de Lee;

IMC;

Preferéncia a macronutrientes (proteinas, carboidratos e lipideos);
Sequéncia Comportamental de Saciedade;

Glicemia capilar;

Massa relativa do figado, rins, gordura abdominal e perigonadal;
Perfil bioquimico;

Perfil hematoldgico;

SR N N N N N ST W N N N

Niveis de expressdo génica da enzima TH e receptores DRD1a € DRD2 no Nac e estriado;
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos da linhagem wistar provenientes da colonia do Departamento
de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Para obtencdo dos animais
experimentais, fémeas reprodutoras adultas foram acasaladas na proporcdo de duas fémeas
para um macho, sendo a prenhez diagnosticada pela presenca de espermatozoides no
esfregaco vaginal. Confirmada a prenhez, as fémeas foram alocadas em gaiolas individuais, e
observadas rotineiramente para registro do dia de nascimento dos filhotes. Vinte e quatro
horas apds o nascimento, foi realizado o procedimento de sexagem, sendo a ninhada ajustada
para 8 filhotes (proporgdo de 4 machos: 4 fémeas) escolhidos aleatoriamente, considerando
0 peso entre 6 a 8g. As fémeas foram utilizadas apenas para compor as ninhadas. Este dia
foi considerado como o primeiro dia de vida dos filhotes. Os filhotes permaneceram com as
mdes até completarem 21 dias de idade, periodo no qual ocorreu o desmame. ApGs 0
desmame os animais foram submetidos & dieta padrdo de laboratério. Durante todo o
experimento os animais foram mantidos em condicdes padrdo de biotério seguindo
recomendacdo ética do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal). Os
procedimentos foram aprovados de acordo com a Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal (CEEA) da UFPE (n° 23076.053208/2014-57) (Anexo A).

5.2 OBTENQAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS
Os grupos experimentais foram obtidos por 40 filhotes machos, nascidos de 15 fémeas

reprodutoras que formaram os seguintes grupos (Figura 9):

e Grupo dieta padrao: constituido de 20 filhotes machos que ap6s o desmame
foram alimentados com ragdo padréo de biotério (Presence®);

e Grupo dieta de cafeteria: constituido de 20 filhotes machos que apds o
desmame foram alimentados com racdo palatavel (dieta de cafeteria).

Dos grupos dieta padréo e dieta de cafeteria foram formados os seguintes subgrupos:
e Normonutrido sem tratamento: constituido de 10 filhotes machos que apds o
desmame foram alimentados com racdo padrdo de biotério e submetidos ao

tratamento com aplicacdo de 1ml/kg de dgua destilada por via subcutanea.
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e Normonutrido com tratamento: constituido de 10 filhotes machos que ap6s o
desmame foram alimentados com racdo padrdo de biotério e submetidos ao
tratamento com aplicacdo da combinacdo de NAL 1mg/kg e BUP 20mg/kg

(Sigma-Aldrich® Toronto), por via subcutanea.

e Obeso sem tratamento: constituido de 10 filhotes machos que apds o desmame
foram alimentados com dieta de cafeteria e submetidos ao tratamento com

aplicacdo de 1ml/kg de agua destilada por via subcutanea.

e Normonutrido com tratamento: constituido de 10 filhotes machos que ap6s o
desmame foram alimentados com dieta de cafeteria e submetidos ao tratamento
com aplicacdo da combinacdo de NAL 1mg/kg e BUP 20mg/kg (Sigma-

Aldrich® Toronto), por via subcutanea.

GRUPOS
EXPERIMENTAIS

NORMONUTRIDO OBESO
(n=20) (n=20)
| | | |
NORMONUTRIDO| | NORMONUTRIDO _ OBESO OBESO
NAO TRATADO TRATADO NAO TRATADO TRATADO
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Figura 9 — Organograma demonstrando a formagéo dos grupos experimentais. Grupo normonutrido: (dieta padrdo Presence®);
Grupo obeso: (dieta de cafeteria). Os animais dos grupos normonutrido ndo tratado e obeso nédo tratado receberam aplicagdo de
1ml/kg de &gua destilada e os animais dos grupos normonutrido tratado e obeso tratado, receberam aplicagdo da associacdo
naltrexona (1mg/kg) e bupropiona (20mg/kg) respectivamente por via subcutanea.

5.3 DIETAS EXPERIMENTAIS

A ragdo padréo foi fornecida ad libitum, todos os dias ao grupo normonutrido, e
consistiu de racdo comercial Presence® desenvolvida para ratos e camundongos de laboratério
(Agribrands Purina do Brasil, LTDA) com fornecimento calorico de 3,3 kcal/g. (Informagdes

fornecidas pelo fabricante), conforme a tabela 2.
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Tabela 2. Composicdo de macronutrientes segundo o Valor Energético Total (VET) da dieta padrdo de biotério
(normocal6rica) oferecida aos animais experimentais.

Componentes (9/100%) (%/Kcal)
Proteina 24,30 29,0
Carboidratos 56,00 62,0
Lipidios 3,20 9,0
Fibras 5,00 0,0
VET (kcall/g) 3,30 3,30

As informagdes da composicéo centesimal da ragdo comercial para ratos e camundongos de laboratério foram obtidas no rétulo do
produto fornecido pela empresa Evialis Presence® Racdo Animal, 2017 e s8o baseadas em recomendacgdes do National Research
Council e National Institute of Health — USA.

A racgdo palatavel (dieta de cafeteria) fornecida aos animais com objetivo de induzir
obesidade para formacéo do grupo experimental obeso foi baseada em Calvalcante et al (2013)
e para producdo, foram utilizados ingredientes purificados/semipurificados industrializados
(Laboratorio Rhoster Industria e Comércio) e alimentos naturais, e foi preparada no
Departamento de Nutricdo da UFPE, para as fases de crescimento e manutengédo dos ratos, com
fornecimento caldrico de 4,0 kcal/g. Estes ingredientes foram moidos, misturados e oferecidos
na forma de pellets aos animais experimentais (Tabela 3).

Tabela 3 - Ingredientes da dieta de cafeteria utilizada nos experimentos

Componentes Crescimento (g/kg) Manutencao (g/kg)
Maisena 117,00 157,00
Racdo padrao 80,00 80,00
Biscoito Maisena Chocolate 50,00 50,00
Farinha de Soja 40,00 40,00
Caseina 200,00 150,00
Celulose 40,00 40,00
Oleo de Milho 10,00 15,00
Oleo de Soja 20,00 25,00
Banha (Banha Sadia) 53,00 53,00
Manteiga 40,00 40,00
Margarina (85% de lipideos) 40,00 40,00
Creme de Leite (20% de lipideos) 40,00 40,00
Acucar 220,00 220,00
Mix Mineral 25,00 25,00
Mix Vitaminico 7,00 7,00
Colina 2,50 2,50
Metionina 2,50 2,50
BHT =0,14mg 0,14 0,14
NaCl (39,34%) 3,00 3,00
Grutamato Monossodico (12,3% de Na) 10,00 10,00
TOTAL 1000,14 1000,14

Dieta palatavel hiperlipidica (dieta de cafeteria) previamente descrita e padronizada por Estadella et al (2004),
utilizada por Santos et al (2010) e analisada por Oliveira et al (2011) e modificada por Cavalcante (2013).
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O contetdo energético da dieta de cafeteria, foi determinado em um calorimetro
adiabatico IKA-C400 no Laboratorio de Experimentacdo e  Analises de
Alimentos/Universidade Federal de Pernambuco (LEAAL/UFPE) (Tabela 4).

Tabela 4. Composigédo de macronutrientes segundo o Valor Energético Total (VET) da dieta de cafeteria de
Crescimento e Manutencdo oferecida aos animais experimentais.

Componentes Crescimento Manutencéo
(9/100%0) (%/Kcal) (9/100%0) (%/Kcal)
Proteina 18,00 18,00 14,00 14,00
Carboidratos 44,00 44,00 47,00 47,00
Lipidios 17,20 38,0 18,00 39,0
Fibras 5,20 0,0 5,20 0,0
VET (kcall/g) 4,03 4,03 4,06 4,06

Andlises realizadas no Laboratério de Experimentacdo e Analises de Alimentos/Universidade Federal de Pernambuco
(LEAAL/UFPE) com base nas informagdes fornecidas pelo fabricante dos ingredientes da dieta de cafeteria para Crescimento
(Rhoster industria e Comércio 2017)

5.4 EXPERIMENTOS

5.4.1 Andlise da evolucéo ponderal

O peso corporal dos animais foi verificado no 21° dia pds-natal (desmame) e logo apo6s
0 periodo de adaptacdo ao ambiente e a dieta (8 dias), passou a ser verificado duas vezes por
semana até completar o periodo de 11 semanas de ingestdo das dietas experimentais pelos
grupos normonutrido e obeso. Apds o periodo de 11 semanas de ingestdo das dietas, deu-se
inicio ao tratamento farmacolégico, e o0 peso dos animais passou a ser verificado diariamente
até completar 14 dias do tratamento, ou seja, até o 121° dia de vida dos animais.

Para as medidas foi utilizada balanca eletronica com capacidade para 4 Kg e
sensibilidade 0,1g (Marte, modelo S-4000®).

5.4.2 Analise do consumo alimentar antes do tratamento pelo uso combinado de
NAL/BUP

A analise do consumo alimentar antes do tratamento farmacologico foi realizada do 29°
ao 106° dia de vida (11 semanas). Neste periodo os animais foram alojados em gaiolas com no
maximo 3 animais e formaram dois grupos experimentais: normonutrido (n=20) que
receberam racdo comercial padrdo de biotério Presence® e obeso (n=20) que receberam dieta

de cafeteria. A quantidade de dieta ingerida foi obtida duas vezes por semana, no periodo de
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12/12 horas do ciclo claro/escuro. O alimento foi removido e pesado para obtencao do consumo
por diferenca entre a quantidade oferecida e a rejeitada. Para a pesagem foi utilizada balancga

eletrénica com capacidade para 4 Kg e sensibilidade 0,1g (Marte, modelo S-4000%).

5.4.3 Andlise do consumo alimentar durante o tratamento pelo uso combinado de
NAL/BUP

A andlise da ingestdo alimentar durante o periodo do tratamento farmacoldgico foi
realizada do 107° ao 121° dia de vida. Neste periodo os animais dos grupos normonutrido
(n=20) e obeso (n=20) foram alojados em gaiolas individuais e formaram quatro subgrupos
(Figura 1): normonutrido sem tratamento (NST) (n=10) que receberam racdo comercial
padréo de biotério Presence® e aplicagio diaria de injecdo subcutanea de agua destilada na dose
de 1ml/kg; normonutrido com tratamento (NCT) (n=10) que receberam racdo comercial
padrdo de biotério Presence® e aplicagdo diaria de injecdo subcutinea de naltrexona/bupropiona
na dose combinada de 1mg/20mg/kg (Sigma-Aldrich® Toronto); obeso sem tratamento
(OST) (n=10) que receberam racao dieta de cafeteria e aplicacdo diaria de injecdo subcutanea
de agua destilada na dose de 1ml/kg; obeso com tratamento (OCT) (n=10) que receberam
dieta de cafeteria e aplica¢do diaria de inje¢do subcutanea de NAL 1mg/kg e BUP 20mg/kg
(Sigma-Aldrich® Toronto). A quantidade de dieta ingerida foi obtida diariamente, no periodo
da fase escura do ciclo invertido de 12/12 horas (claro/escuro). O alimento foi removido e
pesado para obtenc¢do do consumo por diferenca entre a quantidade oferecida e a rejeitada. Para
a pesagem, foi utilizada balanca eletronica com capacidade para 4 Kg e sensibilidade 0,19
(Marte, modelo S-4000).

5.4.4 indice de LEE

O indice de obesidade para roedores (Lee Index) foi calculado através do
comprimentonaso-anal e o peso corporal, onde: indice de Lee = (raiz cubica (3V) do peso
corporal (g) /comprimento naso-anal (cm) x 1000) (adaptado BERNARDIS e PATTERSON,
1968). Essas medidas foram realizadas antes do inicio e depois do término do tratamento
farmacologico, ou seja, primeira ao 100° de vida (apds inicio do consumo das dietas) a segunda
feita apos 121° dia de vida (apds término do tratamento farmacoldgico) e antes da eutanasia dos
animais. Foi utilizado papel milimetrado para registro do comprimento nasoanal e fita métrica

antropométrica (inextensivel) para medidas perimétricas.
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5.4.5 Indice de massa corporal (IMC)
indice de adiposidade muito usado em ratos e que guarda relacio positiva com o indice
de Lee (NERY et al, 2011). Foi determinado através da relacdo entre peso corporal (g) e o

quadrado do comprimento nasoanal (cm?) (NOVELLI et al, 2007).

5.4.6 Teste de Preferéncia a macronutrientes

Entre 0 110° e 115° dia de vida, os animais do grupo normonutrido foram submetidos
ao teste de preferéncia a dietas com predominancia de macronutrientes (proteica, glicidica e
lipidica) (SILVA et al, 2014). Antes de iniciar o teste, os animais foram colocados em gaiolas
individuais para adaptacdo por 4 dias (a dieta e a gaiola) e formaram quatro subgrupos: NST
(n=5), NCT (n=5), OST (n=5) e OCT (n=5). Apds o periodo de adaptacdo, 0s animais
receberam aplicacao de injecdo de agua destilada (1ml/kg) ou da combinacdo de NAL (1mg/kg)
e BUP (20mg/kg) por via subcutanea (conforme cada grupo experimental), e em seguida foi
disponibilizado aos animais normonutridos 30g de dieta padréo (3,3 kcal/g) e 30g de cookie de
chocolate (5,0 kcal/g) e aos animais obesos foi disponibilizado 30g da dieta de cafeteria (4,0
kcal/kg) e 30g de cookie de chocolate (5,0 kcal/g).

A ingestéo (g) de cada dieta foi calculada como a diferenca entre a quantidade da dieta
fornecida e rejeitada, e foi pesada no inicio do experimento e em cada intervalo de tempo
proposto para comparacgdo, ou seja, a cada 12 horas do ciclo invertido (claro/escuro). Os
resultados representam a ingestdo média de macronutrientes predominantes na dieta para cada
animal durante 24 horas do experimento.

Para a pesagem, foi utilizada balanca eletrdnica com capacidade para 4 Kg e
sensibilidade 0,1g (Marte, modelo S-4000®).

5.4.7 Sequéncia Comportamental de Saciedade (SCS)

A sequéncia comportamental de saciedade (SCS) € um método ndo invasivo que
consiste em avaliar, durante um intervalo de tempo, comportamentos alimentares e ndo
alimentares com a finalidade de se determinar a saciedade. Este procedimento foi realizado
segundo protocolo adaptado de Halford et al, (1998). Aos 110 dias, os animais de cada grupo
experimental normonutridos (NST (n=8), NCT (n=8) e obesos OST (n=8), OCT (n=8) foram,
incialmente, submetidos a uma breve privacdo alimentar por quatro horas para estimular a busca
pelo alimento. Em seguida foi ofertada uma quantidade conhecida de dieta padrdo de biotério
ou dieta ocidentalizada (Palatavel) respectivamente (30g), e durante 60 minutos foi registrada

a duracdo (em segundos) dos comportamentos de: Alimentacdo: O registro desse
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comportamento foi iniciado ap0s o rato colocar-se junto ao comedouro iniciando a consumo do
alimento. O mesmo foi finalizado quando o rato abandonar o comedouro. Descanso: Esse
comportamento foi registrado quando o animal ndo estiva se alimentando ou se limpando,
ficando quieto, deitado na gaiola. Limpeza: O comportamento de limpeza é um comportamento
estereotipado constituido por sub-comportamentos que ocorrem em uma sequéncia temporal
definida. Iniciou-se com o lamber de patas anteriores e movimentos dessas sobre a cabeca,
continuando a lamber a regiéo ventral, dorso e patas posteriores.

O alimento ofertado e rejeitado durante a SCS foi pesado e protocolado e o ponto de
saciedade determinado pelo ponto de cruzamento dos comportamentos que determinam o final
da alimentacdo e inicio do descanso. Durante a SCS foram avaliados ainda parametros
microestruturais da alimentacdo como: Tamanho da refeicdo e taxa de alimentacgéo (quantidade
em gramas de alimento consumido por duracdo de refei¢do), duragdo da alimentagdo (tempo
durante todo o periodo de monitoramento em que o animal esta de fato se alimentando),
Duracéo da limpeza (tempo durante todo o periodo de monitoramento em que o animal esta de

fato se limpando).

5.5 ESTUDOS

5.5.1 Analise de Parametros Metabolicos: Niveis de Glicose capilar

A coleta de amostras sanguineas foi realizada com os animais dos diferentes grupos
experimentais antes do inicio do tratamento e ap6s o término do tratamento farmacologico.
Amostra (aproximadamente 2uL) de sangue foi obtida por pequeno corte na extremidade da
cauda do animal e sera depositado numa fita teste (Roche Diagnostics®). Os niveis de glicose
foram determinados usando um glicosimetro automatico (Accutrend GCT, Roche
Diagnostics®) (LAGE, GUERRA, PELOGIA, 2014).

5.5.2 Analise da massa relativa dos 6rgéos (Figado, Rins, Gordura abdominal e Testiculos)

Ap0s o processo de sacrificio dos animais, os 6rgédos (rins, figado, baco e estdmago)
foram retirados e pesados. Entdo foi realizado o calculo da massa relativa dos 6rgdos de cada
animal dividindo-se o peso de cada 6rgéo (g) pelo peso corporal de cada animal no dia da coleta
(1212 dia de vida), e multiplicando-se o resultado por 100. Tendo assim um resultado expresso
em g/100 g de peso vivo (g/100g p.v.) (MUNIZ et. al., 2013).



48

5.5.3 Analise dos parametros bioquimicos

As analises bioquimicas foram realizadas em amostras séricas usando um analisador
automatizado para bioguimica clinica CMD 800iX1 (Wiener Lab Group). O soro foi obtido por
centrifugacdo do sangue em microtubos contendo acelerador de coagulagdo e sem
anticoagulantes, a 3500 rpm por 5 minutos. Kits de diagndstico padronizados (Labtest®) foram
utilizados para as avaliacGes espectrofotométricas dos seguintes parametros bioquimicos:
Lipase, Fosfatase alcalina (ALP), Creatinina, Ureia, Acido Grico, Alanina transaminase (ALT),
Aspartato transaminase (AST), Albumina, Glicose, Proteinas totais, Triglicerideos, Colesterol
total, Colesterol HDL e Gama GT (BRANCO et al, 2011).

5.5.4 Andlise dos parametros hematoldgicos

As analises hematoldgicas foram realizadas em amostras de sangue total coletado em
tubos contendo EDTA, utilizando um analisador automatizado hematoldgico Sysmex XT-
4000i (Roche®). Foram avaliados os seguintes parametros: Leucdcitos (x103/uL);
Hemoglobina (g/dL); Hematdcrito (%); volume corpuscular médio - fL (VCM), hemoglobina
corpuscular média - pg (CHM), concentracdo da hemoglobina corpuscular média - g/dL
(CHCM), Plaquetas (x103/uL); Neutrofilos (%); Linfocitos (%); Mondcitos (%); Eosinofilos
(%); Basodfilos%. MPV (%), RDW (%), RBC (%) (BRANCO et al, 2011).

5.5.5 Analise da expressao génica dos receptores D1, D2 no nucleo accumbens e estriado
A expressao génica foi realizada em 10 animais do grupo normonutrido: NST (n=5),
NCT (n=5) e em 10 animais do grupo obeso: OST (n=5), OCT (n=5), pela técnica da reacdo
em cadeia da polimerase em tempo real (PCR). Aos 122 dias de vida, os animais foram pesados
e anestesiados com Isoflurano por via inalatéria e em seguida foram sacrificados por
decapitacéo (guilhotina) para retirada do encéfalo e disseccédo das estruturas para analise. Ao se
isolar as estruturas, essas foram armazenadas, em recipientes individuais, e congeladas a -80°C
até a analise da expressdo génica. O RNA foi extraido utilizando o reagente QIlAzol Lysis
Reagent (Qiagen®) e tratado com DNAse por 30 minutos a 37 °C. Em seguida 2uL de RNA
purificado foi transcrito reversamente usando QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen®) em
um volume total de 20uL. O ¢cDNA resultante foi diluido 50 vezes em agua livre de DNAse e
RNAse. Em seguida, 4,5uL. de cada amostra de cDNA diluido foi utilizado como molde para
amplificacéo por PCR utilizando SYBR Green (Qiagen®) como fluorogénico em termociclador
(Qiagen®). Os parametros foram: desnaturacéo inicial de 5 minutos a 95°C seguida de 40 ciclos

de 30 segundos a 95°C e 30 segundos a 60°C. As sequéncias direta e reversa (forward e reverse)
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do primer utilizado para amplificacdo do DRD1a: forward, 5’ -CTC TGT CTG TCC TTATAT
CCT TCATCC -3’; reverse, 5° -AGT TGT CAT CCT CGG TGT CCT -3°, DRD2 forward, 5’
- CAA CAA TAC AGG CAA ACC AGA ATG AG -3’ e reverse, 5> ~ACC AGC AGA GTG
ACG ATG AAG G -3’, TH forward, 5> -GGC TTC TCT GAC CAG GTG TAT CG-3’,
reverse, 5> — GCA ATC TCT TCC GCT GTG TAT TCC-3’ e pg-actina forward, 5° — ACG
GTC AGG TCA TCA CTATCG - 3, reverse, 5> — CAG CAC TGT GTT GGC ATA GAG —
3’ e foram sintetizados e purificados por IDT — Integrated DNA Tecnologies (EUA). Os niveis
de expresséo relativa de mRNA dos receptores dopaminérgicos DRD1a e DRD2 e da enzima
TH no estriado ventral, foram calculados através do método comparativo AACt [threshold
cycle] (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), tendo a $-actina, como gene normalizador.

5.6 METODOS DE ANALISES

Foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-wilk, para demonstrar se os resultados
poderiam ser analisados de forma paramétrica ou ndo paramétrica. Para as diferencas
estatisticas foram utilizados os testes: t de Student para o consumo alimentar total antes e
durante o tratamento, ANOVA de uma via seguido por Tukey pos-teste para as anélises de
expressdo génica da enzima TH, DRDi. e DRD2. Para 0s demais experimentos, utilizou-se
ANOVA de duas vias, seguido por Bonferroni pos-teste, exceto para a sequéncia
comportamental de saciedade, e do teste de preferéncia a macronutrientes que utilizou ANOVA
de duas vias, seguido por Tukey pés-teste. O nivel de significancia foi considerado p igual ou
menor que 0,05. Todos os dados foram analisados usando o programa GraphPad PRISM®
versdo 7 (San Diego, USA).

5.7 ASPECTOS ETICOS

Os procedimentos experimentais com os animais foram realizados de acordo com as
recomendacdes éticas da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio —
SBCAL, obedecendo as normas de manuseio e cuidado com os animais estabelecidas no Guide
for Care and Use of Laboratory Animals. Todos os procedimentos foram aprovados de acordo
com a Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal - CEEA do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE, sob o protocolo
23076.053208/2014-57 (Anexo A).
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Resumo

Objetivo: Avaliar o efeito do uso combinado de naltrexona/bupropiona (NAL/BUP) sobre o
comportamento alimentar e na expressao génica de receptores DRD1a € DRD2 no nucleo
accumbens e no estriado em ratos obesos. Método: Foram utilizados ratos da linhagem wistar
divididos em dois grupos de acordo com a dieta oferecida: n=20 normonutrido (dieta padréo de
biotério) e n=20 obeso (dieta de cafeteria). Foram analisados: peso corporal e consumo
alimentar durante o tratamento pela combinacdo de NAL/BUP; indice de Lee; indice de massa
corporal (IMC); preferéncia a macronutrientes, sequéncia comportamental de saciedade (SCS),
massa relativa de gordura abdominal e perigonadal; expressao génica da tirosina hidroxilase
(TH) e dos receptores DRD1a € DRD2 no nucleo accumbens e no estriado. Resultados: O uso
combinado de NAL (1mg/kg) BUP (20mg/kg) promoveu em animais obesos, reducdo nas
medidas da ingestdo alimentar, do peso corporal, dos indices de Lee e IMC, da massa relativa
de gordura abdominal e de gordura perigonadal. Além disso, NAL/BUP reduziu a preferéncia
por macronutrientes como carboidratos e lipideos, antecipou a saciedade, e aumentou 0s niveis
da expressdo génica da enzima TH e DRD2 mantendo os niveis de DRDza inalterados.
Conclus6es: O uso combinado de NAL/BUP promove aumento nos niveis de expressao génica
da enzima tirosina hidroxilase e de receptores DRD2 no ndcleo accumbens e no estriado e altera
0 comportamento alimentar de ratos obesos, promovendo reducdo no consumo alimentar,

principalmente de alimentos densamente energéticos, o que contribui na perda do peso corporal.

Palavras-Chave: Obesidade, Naltrexona, Bupropiona, Receptor de dopamina, qPCR.



52

Introducéo

A obesidade é uma doenca complexa e multifatorial que se desenvolve a partir da
interacdo de fatores metabolicos, genéticos, sociais, comportamentais e culturais [1]. Dados da
Organizagdo mundial de salde estima que atualmente existem 2,3 bilhdes de pessoas com
sobrepeso e 700 milhdes de obesos em todo mundo. Proje¢des para o futuro indicam que, em
2030, estes nimeros chegardo a 3,3 bilhdes de pessoas, o que significa que 57,8% da populacao
mundial estard com sobrepeso ou obesidade, 0 que remete a um agravante na saude da
populacéo [2-4].

A obesidade tem sido relacionada ao maior consumo de alimentos palataveis, devido as
alteracdes nos mecanismos neurais de controle do comportamento [5, 6]. A preferéncia por esse
tipo de alimento juntamente as respostas heddnicas, que sdo respostas prazerosas e motivadoras
promovidas pelo cérebro [7, 8], geram a producéo e liberacdo de muitas substancias, dentre elas
a dopamina, que participa dos mecanismos neurais de controle do comportamento alimentar
através da acdo dos receptores dopaminérgicos D1 e D2 [9, 10].

A dopamina (DA) desempenha um papel critico na regulacdo da ingestao de alimentos.
Sua agdo no hipotalamo esta relacionada a promogéo da ingestdo de alimentos [11], porém nos
circuitos de recompensa esta associada aos aspectos gratificantes dos alimentos [12-15].

Mesmo na auséncia de fome, o prazer e a sensacdo de recompensa, fazem com que haja
maior consumo de alimentos palataveis. O ndcleo accumbens e estriado tem sido amplamente
relacionado a comportamentos direcionados relacionados a alimentacdo [16-18]. Acredita-se
que a liberacdo da dopamina no ndcleo accumbens e estriado esta associada com a ingestao de
alimentos, principalmente os palataveis, como chocolate e biscoito [10].

Estudos recentes, sobre processos reguladores de homeostase energética tém colaborado
para o desenvolvimento de novos tratamentos farmacoldgicos contra a fisiopatologia da
obesidade e a associacdo de naltrexona e bupropiona (NAL/BUP) tem se destacado por atuar
causando perda significativa no peso corporal tanto em animais quanto em humanos [19, 20].

A bupropiona é inibidor da recaptacdo da dopamina e noradrenalina e a naltrexona é
antagonista do receptor p opiodides [21, 22]. Apesar da eficacia discreta destes farmacos quando
usados isoladamente, a melhor compreensédo das complexas vias de regulagdo central e
periférica do apetite permitiram que se postulasse um efeito sinérgico da sua associa¢édo [23].

O aumento dos niveis de dopamina e noradrenalina mediado pela bupropiona estimula
a atividade neuronal do POMC (pr6-opiomelanocortina). O POMC liberado apds essa
sinalizacdo é rapidamente clivado em alfa-MSH e p-endorfinas. O alfa-MSH é uma substancia

reconhecidamente anorexigénica, agindo nos receptores 3 e 4 de melanocortina (MC3R e
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MC4R) que também aumentam o gasto energético. No entanto, o efeito isolado da bupropiona
o peso do individuo ndo ¢ tdo pronunciado, pois a B-endorfina, opidides endogeno, produzida
em conjunto com a alfa-MSH, inibe diretamente a via da POMC, numa retroalimentacdo de
alca curta [24, 25]. Um excesso de B-endorfinas leva a um aumento do consumo alimentar em
roedores, principalmente de alimentos mais palataveis [26].

A naltrexona foi considerada para combater este feedback negativo de modo a alcancar
uma maior perda de peso [22]. Ao inibir os receptores opidides, a naltrexona liberta os
neurdnios da POMC da inibi¢ao pela B-endorfina, potencializando a estimulacdo da via da
POMC pela bupropiona [24, 25]. Além disso, a naltrexona parece reduzir as propriedades de
prazer desencadeada por certos tipos de alimentos, através da interacdo com o sistema
mesolimbico de recompensa [26].

Dentro desse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar, o efeito do uso
combinado de NAL/BUP sobre o comportamento alimentar e na expressdo génica dos
receptores DRD1a € DRD2 no nucleo acumbens e estriado em ratos obesos, com o proposito de
contribuir para o entendimento dos mecanismos neuronais envolvidos no comportamento

alimentar.

Materiais e Métodos

Animais

Foram utilizados ratos da linhagem wistar provenientes da colonia do Departamento
de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Na colbnia de criacdo, vinte e quatro
horas apds o nascimento dos filhotes, foi realizado o procedimento de sexagem, sendo a
ninhada ajustada por 8 filhotes (propor¢cdo de 4 machos: 4 fémeas) escolhidos
aleatoriamente, considerando o peso entre 6 a 8g. As fémeas foram utilizadas apenas para
compor as ninhadas. Este dia foi considerado como o primeiro dia de vida dos filhotes. Os
filhotes permaneceram com as maes até completarem 21 dias de idade, periodo no qual
ocorreu o desmame. Apds o desmame os animais foram submetidos a dieta padrdo de biotério
ou dieta de cafeteria conforme grupo experimental (Tabela 1). Durante todo o experimento
os animais foram mantidos em condi¢fes padrdo de biotério seguindo recomendacao ética
da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio - SBCAL e das normas
estabelecidas no Guide for Care and Use of Laboratory Animals [27] e todos os procedimentos
foram aprovados de acordo com a Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal - CEEA
da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE (n° 23076.053208/2014-57).
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Peso corporal e consumo alimentar

O peso corporal dos animais foi verificado no 21° dia pds-natal (desmame) e logo apos
0 periodo de adaptacdo ambiental e a dieta que durou oito dias, passou a ser verificado duas
vezes por semana durante 78 dias ap06s o inicio da ingestdo das dietas experimentais pelos
grupos normonutrido e obeso. Apos este periodo, deu-se inicio ao tratamento farmacoldgico, e
0 peso dos animais passou a ser verificado diariamente pelo periodo de 14 dias, quando
completaram 121 dias de vida.

O consumo alimentar diério, durante o tratamento, foi medido entre o 107° ao 121° dia
de vida. Os animais dos grupos normonutrido (n=20) e obeso (n=20) foram alojados em
gaiolas com no maximo 3 animais e formaram quatro subgrupos: normonutrido sem
tratamento (NST) (n=10) que receberam ragdo comercial padrdo de biotério Presence® e
aplicacdo diaria de injecdo subcuténea de agua destilada na dose de 1ml/kg; normonutrido
com tratamento (NCT) (n=10) que receberam ragio comercial padrdo de biotério Presence®
e aplicacdo diaria de injecdo subcutanea de NAL 1mg/kg e BUP 20mg/kg (Sigma-Aldrich®
Toronto); obeso sem tratamento (OST) (n=10) que receberam dieta de cafeteria e aplicacdo
diaria de injecdo subcutanea de &gua destilada (1ml/kg); obeso com tratamento (OCT) (n=10)
que receberam dieta de cafeteria e aplicacdo diaria de injecdo subcutanea de NAL 1mg/kg e
BUP 20mg/kg (Sigma-Aldrich® Toronto). O consumo alimentar foi obtido durante todo o
experimento para cada tipo de dieta oferecida de acordo com cada grupo experimental e
verificado pela diferenga entre a quantidade de alimento oferecido e o rejeitado. Para as
medidas do peso corporal e do consumo alimentar foi utilizada balanca eletronica com

capacidade para 4 Kg e sensibilidade 0,1g (Marte, modelo S-4000%).

indice de Lee e indice de massa corporal (IMC)

O indice de obesidade para roedores (Lee Index) foi calculado através do comprimento
nasoanal e o peso corporal, onde: Indice de Lee = (raiz cubica (3V) do peso corporal (g)
/comprimento nasoanal (cm) x 1000) [28]. O IMC, indice de adiposidade muito usado em ratos
e gue guarda relacdo positiva com o indice de Lee, foi determinado através da relacdo entre
peso corporal (g) e 0 quadrado do comprimento nasoanal (cm?) [29]. Essas medidas foram
realizadas antes do inicio e apds o término do tratamento farmacoldgico, ou seja, aos 106° dias
de vida e aos 121° dias de vida (ap06s término do tratamento farmacoldgico) e antes da eutanésia

dos animais.
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Teste de Preferéncia a macronutrientes

Entre 0 110° e 115° dia de vida, os animais do grupo normonutrido foram submetidos
ao teste de preferéncia a dietas com predominancia de macronutrientes (proteica, glicidica e
lipidica) [30]. Antes de iniciar o teste, os animais foram colocados em gaiolas individuais para
adaptacéo por 4 dias (a dieta e a gaiola) e formaram quatro subgrupos: NST (n=5), NCT (n=5),
OST (n=5) e OCT (n=5). Apos o periodo de adaptacdo, os animais receberam aplicacdo de
injecdo de agua destilada (1ml/kg) ou da combinacdo de NAL (1mg/kg) e BUP (20mg/kg) por
via subcutanea (conforme cada grupo experimental), e em seguida foi disponibilizado aos
animais normonutridos 30g de dieta padréo (3,3 kcal/g) e 30g de cookie de chocolate (5,0
kcal/g) e aos animais obesos foi disponibilizado 30g da dieta de cafeteria (4,0 kcal/kg) e 30g de
cookie de chocolate (5,0 kcal/g).

A ingestéo (g) de cada dieta foi calculada como a diferenca entre a quantidade da dieta
fornecida e rejeitada, e foi pesada no inicio do experimento e em cada intervalo de tempo
proposto para comparacao, ou seja, a cada 12 horas do ciclo invertido (claro/escuro). Os
resultados representam a ingestdo média de macronutrientes predominantes na dieta para cada

animal durante 24 horas do experimento. (Tabela 1).

Sequéncia Comportamental de Saciedade (SCS)

A sequéncia comportamental de saciedade (SCS) € um método ndo invasivo que
consiste em avaliar, durante um intervalo de tempo, comportamentos alimentares e néo
alimentares com a finalidade de se determinar a saciedade. Este procedimento foi realizado
segundo protocolo adaptado de Halford, e colabooradores [30]. Aos 110 dias, os animais de
cada grupo experimental normonutridos [ NST (n=8), NCT (n=8) e obesos OST (n=8), OCT
(n=8) ] foram, incialmente, submetidos a uma breve privacdo alimentar de quatro horas para
estimular a busca pelo alimento. Em seguida, foi ofertada 30g de dieta padrdo de biotério ou
dieta de cafeteria, e durante 60 minutos foi registrada a duracdo (em segundos) dos
comportamentos de: Alimentacdo: O registro desse comportamento foi iniciado apos o rato
colocar-se junto ao comedouro iniciando o consumo do alimento, sendo finalizado quando o
rato abandonou o comedouro. Descanso: Esse comportamento foi registrado quando o animal
ndo estava se alimentando ou se limpando, ficando quieto, deitado na gaiola. Limpeza: O
comportamento de limpeza € um comportamento estereotipado constituido por sub-
comportamentos que ocorrem em uma sequéncia temporal definida. Iniciou-se com o lamber
de patas anteriores e movimentos dessas sobre a cabeca, continuando a lamber a regido ventral,

dorso e patas posteriores. O alimento ofertado e rejeitado durante a SCS foi pesado e
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protocolado e o ponto de saciedade determinado pelo ponto de cruzamento dos comportamentos
que determinam o final da alimentacéo e inicio do descanso.

Durante a SCS foram avaliados ainda parametros microestruturais da alimentacédo
como: ingestdo de alimentos [alimento consumido (g) durante o tempo de observacao da SCS],
duracdo da refeicdo [tempo (s) durante todo o periodo de observacdo que o animal estava
comendo alimentos], duracdo da limpeza [tempo durante todo o periodo de observacdo em que
o animal estava de fato se limpando], duracdo do descanso [tempo durante todo o periodo de
observagdo em que o animal estava descansando], taxa local de alimentacdo [quantidade de
alimento consumido (mg)/duracéo da refeicéo (s)] e taxa de alimentacéo global [quantidade de

alimento consumido (g)/analise da duracdo do SCS (min)].

Analise da massa relativa da gordura abdominal e gordura perigonadal

Ap0s o0 processo de eutanasia dos animais, a gordura abdominal e gordura perigonadal
foram retiradas e pesadas. Entéo foi realizado o calculo da massa relativa dividindo-se o peso
verificado da gordura (g) pelo peso corporal de cada animal no dia da coleta (121° dia), e
multiplicando-se o resultado por 100. Tendo assim um resultado expresso em g/100 g de peso
vivo (g/100g p.v.).

Isolamento do nucleo accumbens e estriado

Ao 122° dia de vida, os animais dos dois grupos experimentais foram eutanasiados. Os
ratos foram previamente pesados e anestesiados com Isoflurano por via inalatéria e
imediatamente decapitados com guilhotina. Em seguida foi realizada a craniotomia para a
remocao do encéfalo. O nicleo accumbens juntamente com o corpo estriado de cada hemisfério
cerebral foram removidos e acondicionados juntos em criotubos de 1,5 ml devidamente
identificados. Todo o material foi congelado em didxido de carbono solidificado (gelo seco) e

mantido em freezer a -80° C para posterior analise molecular por PCR em tempo real.

Expresséo génica da Tirosina hidroxilase e DRD1a e DRD2 no nucleo accumbens e no estriado
O RNA total do nucleo accumbens e estriado foi extraido utilizando 1ml do reagente
QIAzol Lysis Reagent (Qiagen®, Hilden, Alemanha) conforme instruc@es do fabricante.
A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit QuantiTect Reverse Transcription
(Qiagen®, Hilden, Alemanha). Foi preparada uma reagdo utilizando: 2ul gDNA Wipeout
Buffer, 7x; amostras de RNA e agua livre de RNases até 14ul para eliminacdo do DNA

gendmico. O mix de reacdo foi preparado utilizando: 1pl Quantiscript Reverse Transcriptase;
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4ul Quantiscript RT Buffer,5x; 1ul RT Primer Mix e 14l da reacdo de eliminacao.

A reacéo de PCR foi realizada usando o Kit SYBR® Green PCR Master Mix (Qiagen®,
Hilden, Alemanha) e analisada em tempo real através do termociclador Rotor-Gene® HRM — 2
Plex Mix (Qiagen®, Hilden, Alemanha) para determinacdo da expressio do mRNA das
amostras. O volume total da reacéo foi de 25ul, sendo: 12,5ul do composto fluorescente SYBR
Green PCR Master Mix, 2l do cDNA, 2,5ul para os primers forward e reverse e 5,5ul de agua
livre de RNases. As reacdes foram incubadas a 95°C por 5 min para a ativacdo da enzima DNA
polimerase, seguido por 40 ciclos de 5 a 95°C para desnaturacdo e de 10" a 60°C para
anelamento, extens&o e coleta do sinal de fluorescéncia. As sequéncias dos primers utilizados
para amplificacdo da enzima TH, DRD1a, DRD: e B-actina estdo descritos na tabela 2 e foram
sintetizados e purificados por IDT — Integrated DNA Tecnologies (EUA). Os niveis de
expressdo relativa de mRNA de DRD1a e DRD:2 e da enzima TH no nicleo accumbens e
estriado, foram calculados através do método comparativo “2CT (threshold cycle) [32], tendo

a f-actina, como gene normalizador.

Anélises estatisticas

Para as diferencas estatisticas foram utilizados os testes: t de Student para 0 consumo
alimentar total antes e durante o tratamento, ANOVA de uma via seguido por Tukey pds-teste
para as analises de expressdo génica da enzima TH, DRDia € DRD2 Para 0s demais
experimentos, utilizou-se ANOVA de duas vias, seguido por Bonferroni pos-teste, exceto para
a sequéncia comportamental de saciedade, e do teste de preferéncia a macronutrientes que
utilizou ANOVA de duas vias, seguido por Tukey poés-teste. O nivel de significancia foi
considerado p igual ou menor que 0,05. Todos os dados foram analisados usando o programa
GraphPad PRISM® versdo 7 (San Diego, USA).

Resultados

Avaliacéo do peso corporal antes do tratamento

O peso corporal dos animais normonutridos e obesos nao apresentou diferenca na 12, 22
e 3% semana apo6s inicio do consumo das dietas experimentais. Os animais do grupo obeso
quando comparados aos animais normonutridos apresentaram peso corporal maior a partir da
42 semana (225,2 £ 15,73 versus 256,82 + 22,42) e na 5% semana (260,47 + 19,15 versus 294,02
+22,52) com p <0,01 e nas semanas subsequentes até a 112 semana antes do inicio do tratamento
(347,05 + 27,06 versus 421,98 + 48,57) com p <0,0001 [Fig. 1].
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Efeito do uso combinado de NAL/BUP, apds 14 dias de tratamento sobre o peso corporal e
consumo alimentar

O uso combinado de NAL/BUP reduziu o peso corporal dos animais obesos OCT (418,4
+43,7) em comparacao ao peso inicial (461,5 + 38,1) p <0,05. O peso corporal final dos animais
obesos que ndo receberam tratamento OST (467,5 + 24,8) foi estatisticamente maior em
comparacdo ao peso final dos animais obesos que foram tratados (418,4 + 43,7) p <0,05. Néo
houve alteracao significativa no peso corporal inicial e final dos animais normonutridos com
tratamento e sem tratamento [Fig. 2].

O uso combinado de NAL/BUP reduziu o consumo médio total da dieta padrdo nos
animais do grupo normonutrido NCT (4,52 £ 0,39) em comparacéo ao grupo NST (4,88 + 0,25)
p <0,05 [Fig.3B]. Nos animais obesos o uso combinado de NAL/BUP reduziu o consumo médio
total da dieta de cafeteria nos animais do grupo OCT (4,25 % 0,23) em comparagao aos animais
do grupo OST (5,74 + 0,36) p <0,0001 [Fig.3D].

Efeito do uso combinado de NAL/BUP apo6s 14 dias de tratamento sobre o indice de Lee e 0
indice de Massa Corporal (IMC)

O uso combinado de NAL/BUP, reduziu significativamente o indice de Lee nos animais
do grupo NCT (317,2 + 15,6) em comparacao ao verificado antes do tratamento NCT (334.4 +
19,6) p <0,05 [Fig. 4A] e do grupo OCT (321,7 £ 12,2) em comparagéo ao verificado antes do
tratamento (344,4 + 13,7) p <0,01 [Fig. 4B]. Houve diferenca estatisticamente significativa nas
medidas verificadas apds o tratamento entre o grupo OCT (321,75 + 12,16) e OST (343,76 £
11,28) p <0.05 [Fig. 4B]. Ndo houve alteracdo nas medidas do indice de Lee nos animais do
grupo NST (330.6 £ 5,7 versus 323,5 + 11,9) [Fig. 4A].

Né&o houve diferenca estatisticamente significativa nas medidas do IMC nos animais do
grupo normonutrido (NST e NCT) [Fig. 5A]. No entanto, o uso combinado de NAL/BUP
reduziu significativamente o IMC nos animais obesos OCT (0,77 £ 0,08) em comparacdo ao
IMC verificado antes do tratamento OCT (0,91 + 0,07) p <0,01 [Fig. 5B]. Houve diferenca
estatisticamente significativa nas medidas de IMC verificadas apds o tratamento entre 0s grupos
OCT (0,77 £ 0,08) e OST (0,90 + 0,08) p <0.05 [Fig. 5B].

Efeito do uso combinado de NAL/BUP sobre a preferéncia a macronutrientes

Durante o ciclo claro, o uso combinado de NAL/BUP aumentou significativamente a
preferéncia por proteinas no grupo NCT (2,52 £ 1,73) em comparacao ao grupo NST (0,16 +
0,11) p <0,01 [Fig.6A] e durante o ciclo escuro, NAL/BUP reduziu significativamente a
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preferéncia por lipideos no grupo NCT (0,78 £ 0,15) em comparagédo ao grupo NST (4,23 *
2,99) p <0,05 [Fig.6B]. Ndo houve diferenca estatistica significativa na preferéncia a
carboidratos durante os ciclos claro ou escuro entre 0s grupos experimentais [Figs.6A e B].

Com relagdo ao consumo total de macronutrientes durante as 24 horas do teste, a
combinacdo de NAL/BUP aumentou significativamente a preferéncia por proteinas no grupo
NCT (5,80 + 0,82) em comparacdo ao grupo NST (0,68 + 0,02) p <0,0001 [Fig.6C], reduziu
significativamente a preferéncia por carboidratos no grupo NCT (4,80 = 0,70) em comparacao
ao grupo NST (6,28 £ 0,09) p <0,0001 [Fig.6C], reduziu significativamente a preferéncia por
carboidratos no grupo OCT (3,42 + 0,59) em comparagéo ao grupo OST (5,60 £ 0,46) p <0,0001
[Fig.6C], reduziu significativamente a preferéncia por lipideos no grupo NCT (1,23 £ 0,21) em
comparacgédo ao grupo NST (5,58 £ 0,08) p <0,0001 [Fig.6C], e reduziu significativamente a
preferéncia por lipideos no grupo OCT (2,95 * 0,51) em comparacdo ao grupo OST (4,97 £
0,40) p <0,0001 [Fig.6C].

Efeito do uso combinado de NAL/BUP sobre a sequéncia comportamental de saciedade e seus
parametros

A sequéncia comportamental da saciedade (SCS), foi analisada em quatro grupos
experimentais: normonutrido sem tratamento (NST), normonutrido com tratamento (NCT),
obeso sem tratamento (OST) e obeso com tratamento (OCT). Nos animais normonutridos, o
ponto de saciedade ocorreu aos 32 minutos no grupo NST e aos 24 minutos no grupo NCT,
indicando aparecimento antecipado da saciedade nos animais normonutridos que receberam
tratamento com NAL/BUP em comparacao aos animais que ndo foram tratados [Figs.7A e 7B].
Nos animais obesos, 0 ponto de saciedade ocorreu aos 36 minutos no grupo OST e aos 7
minutos no grupo OCT, indicando desencadeamento mais precoce da saciedade nos animais
obesos tratados com NAL/BUP em comparacgéo aos que ndo foram tratados [Figs.7C e 7D].

O uso combinado de NAL/BUP reduziu a ingestdo alimentar nos animais obesos
tratados OCT (0,60 + 0,88) em comparagéo aos sem tratamento OST (3,25 £ 1,67) p <0.01, o
que néo foi observado no grupo normonutrido sem tratamento NST (4,88 + 0,25) comparado
ao tratado NCT (3,50 £ 0,93) p >0.05. A associacdo NAL/BUP reduziu o tempo de duracéo da
refeicdo no grupo OCT (154,13 + 187,63) em comparacao a OST (851,00 * 425,00) p <0.001
e aumentou a duragédo do descanso no grupo OCT (1862,38 + 589,63) em comparacdo a OST
(818,25 £ 799,78) p <0.05. Ndo houve diferenca estatistica na taxa local e global de

alimentacdo, nem na duracéo da limpeza entre os grupos experimentais p >0.05 [Tabela 3].



60

Efeito do uso combinado de NAL/BUP, ap6s 14 dias de tratamento, sobre a massa relativa da
gordura perigonadal e abdominal

O tratamento com a associacdo reduziu as medidas de massa relativa de gordura
perigonadal apenas nos animais obesos, onde os animais do grupo OCT (3,64 + 0,66)
apresentaram as medidas de massa relativa da gordura perigonadal, menores em comparacgao
com OST (4,36 + 0,56) p <0,05. Ndo houve diferenca significativa nas medidas no grupo
normonutrido com tratamento NCT (3,33 £ 0,44) comparado ao sem tratamento NST (3,51 +
0,53) p >0.05 [Fig. 8A].

A massa relativa de gordura abdominal nos animais do grupo obeso sem tratamento
OST (4,06 + 0,52) e com tratamento OCT (2,83 + 1,16) apresentaram maiores valores em
comparacgéo aos animais dos grupos normonutridos NST (1,34 £ 0,41) e NCT (1,34 £ 0,59). As
diferengas séo estatisticamente significativas com p <0,0001 e p <0,001, respectivamente. Os
animais do grupo OCT apresentaram as medidas de massa relativa da gordura abdominal
menores (2,83 £ 1,16) em comparacdo com OST (4,06 £ 0,52) p <0,01. Nao houve diferenca
nas medidas de NST (1,34 £ 0,41) comparado a NCT (1,34 + 0,59) p >0.05. [Fig. 8B].

Efeito do uso combinado de NAL/BUP, apos 14 dias de tratamento sobre a expressdo génica
da enzima TH e dos receptores DRD1a e DRD2 no nucleo accumbens (NAc) e no estriado

A eficiéncia da amplificacdo dos genes TH, DRDia € DRD2 em relacdo ao gene
normalizador f-actina, foi sistematicamente analisada usando amostras de cDNA de ambos 0s
grupos normonutridos e obesos, tratados e ndo tratados. Ao analisar-se 0s animais que ndo
foram tratados com a associacdo, onde o Unico fator a interferir foi a obesidade, ndo foi
constatada diferencga na expressdo de TH no grupo normonutrido NST (1,03 + 0,23) em relagéo
ao grupo obeso OST (0,90 + 0,23) p >0.05 [Fig. 9A]. O mesmo ocorrendo para a expressdo de
DRDi1aem NST (1,07 + 0,47) versus OST (0,96 + 0,35) p >0.05 [Fig. 9B] e de DRD2 em NST
(1,08 £ 0,52) versus OST (1,05 £ 0,69) p >0.05 no NAc e estriado [Fig. 9B]. Quando foram
analisados os efeitos do tratamento com a combinacdo de NAL/BUP sobre a expressao de TH,
DRD1a € DRD2, observa-se aumento nos niveis de TH no grupo normonutrido tratado NCT
(1,89 £ 0,64) versus NST (1,03 + 0,23) p <0,05 [Fig. 9A], assim como, no grupo obeso tratado
OCT (1,81 £ 0,13) versus NST (1,03 + 0,23) p <0,05 [Fig. 9A], e em OCT (1,81 £ 0,13) versus
OST (0,90 £ 0,23) p <0,001 [Fig. 9A], ndo havendo, porém, diferenga na expressdo de TH no
NAC e estriado, no grupo obeso tratado OCT (1,81 £ 0,13) em relagdo ao normonutrido tratado
NCT (1,89 + 0,64) p >0,05 [Fig. 9A], assim também, na expressao de DRD1a nos grupos NST
(1,07 £0,47) versus NCT (1,35 + 0,63) [Fig. 9B] p >0.05; NCT (1,35 £ 0,63) versus OCT (0,89
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+0,48) [Fig. 9B] p >0.05; e OST (0,96 + 0,47) versus OCT (0,89 + 0,48) p >0.05 [Fig. 9B]. No
entanto, houve aumento na expressdo de DRD2 nos mesmos nucleos cerebrais nos grupos OCT
(2,37 £ 0,44) versus NST (1,08 £ 0,52) p <0.01 [Fig. 9C], em OCT (2,37 + 0,44) versus NCT
(131 £0,29) p <0.05 [Fig. 9C], e em OCT (2,37 = 0,44) versus OST (1,05 + 0,69) p <0.01 [Fig.
9C], porém entre animais normonutridos tratados ou ndo tratados, a expressdo deste receptor

manteve-se sem alteracdo [Fig. 9C].

Discusséo

A ingestdo excessiva de alimentos, especialmente os carboidratos e gorduras, é em
grande parte responsavel pela crescente incidéncia de obesidade em todo o mundo. E
geralmente aceito que a quantidade de alimento consumido € determinada por dois mecanismos
de controle [33]. O primeiro estd relacionado a regulacdo da homeostase do equilibrio
energético e € impulsionado principalmente pelos centros de alimentacdo hipotalamica [34]. O
segundo mecanismo que regula a ingestdo de alimentos esta relacionado ao sistema de
recompensa cerebral que consiste nas estruturas corticomesolimbicas, incluindo o nucleo
accumbens e estriado, que utilizam como neurotransmissores a dopamina, opidides e
endocanabinoides [35].

Alguns estudos correlacionais sugerem que o0 aumento da prevaléncia da obesidade esta
associado a uma mudanga para maior consumo de dietas ricas em gordura e agucar [36-38]. A
pesquisa experimental apoia esses estudos, estabelecendo uma relacédo de causalidade entre o
consumo prolongado de uma dieta com altos niveis de gordura e aclcar e a adiposidade [15,
39, 40]. De fato, os resultados do presente estudo mostraram que a dieta rica em gordura e
acucar (cafeteria) utilizada para inducdo da obesidade em ratos (DIO), mostrou-se bastante
eficaz. Os animais do grupo obeso que se alimentaram com esse tipo de dieta apresentaram
peso corporal estatisticamente maior quando comparados aos animais normonutridos.

Esses achados séo consistentes com relatos anteriores da literatura, que confirmam que
animais quando sdo expostos cronicamente a este tipo de dieta, resulta em ganho de peso,
sensibilidade alterada a recompensa e alteragdes na via dopaminérgica e nos receptores D2 [41].
Além disso, estd bem fundamentado na literatura que DIO s@o mais palataveis e resultam em
hiperfagia [39, 42], e em aumento da gordura corporal [15, 39-43].

A combinacdo de NAL/BUP ¢é uma terapia de obesidade que foi desenvolvida através
de pesquisas sobre as vias neurais que regulam a ingestdo de alimentos e desta forma, interferem
no equilibrio homeostatico e no gasto energetico [44, 45], bem como no controle do

comportamento alimentar [46]. De fato, estudos pré-clinicos e clinicos com NAL/BUP indicam
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que esses agentes podem atuar nas vias homeostaticas e heddnicas para influenciar a reducéo
da ingestédo de alimentos e promover reducdo do peso corporal [47].

Neste estudo, investigamos o efeito do uso combinado de NAL (1mg/kg) e BUP
(20mg/kg), sobre o comportamento alimentar, sendo analisados alguns indicadores importantes
para verificar a acdo desta combinagdo farmacol6gica em ratos wistar obesos.

Os resultados demonstraram que a combinacdo de NAL/BUP durante 14 dias de
tratamento promoveu reduc@o do peso corporal nos animais obesos em comparagdo ao peso
corporal verificado antes do inicio do tratamento. O peso final dos animais obesos tratados
também foi menor quando comparado ao peso final dos animais obesos ndo tratados. Além
disso, ndo houve alteracdo no peso em animais normonutridos. A combinacdo de NAL/BUP
também promoveu reducdo significativa no consumo alimentar (Kcal/g), tanto nos animais
normonutridos quanto nos animais obesos em comparacao a seus grupos controles.

Esses resultados sdo consistentes com investigagbes anteriores de Clapper e
colaboradores [20], no qual foi demostrado em ratos DIO, que a combinacdo de NAL/BUP
reduziram a ingestao de alimentos, peso corporal e adiposidade sem perda de massa magra. De
fato, a coadministragdo de NAL/BUP produz além da reducdo significativa do peso, uma maior
reducdo na ingestéo de alimentos que é comparavel aos efeitos agregados de cada medicamento
[24, 48]. Em ratos DIO, que sdo obesos ap6s manutencdo a longo prazo em uma dieta rica em
gordura, a NAL e a BUP sistémicas reduzem a ingestdo alimentar de forma independente e a
combinacdo produz uma reducéo sinérgica [24].

Realmente, a combinagdo de NAL/BUP demonstrou uma redugdo maior e
possivelmente sinérgica na ingestdo de alimentos em ratos obesos em comparacdo com ratos
ndo obesos. Uma possivel interpretacdo desta descoberta é que a atividade basal dos neur6nios
POMC ¢é menor em ratos obesos, possivelmente devido a resisténcia a leptina induzida pela
obesidade em neurdnios POMC [49, 50].

Além da perda de peso e reducdo do consumo, o uso combinado de NAL/BUP também
promoveu redugdes nas medidas dos indices de adiposidade. Animais obesos apresentaram
redugdes significativas no indice de Lee e IMC comparados com as medidas verificadas antes
do tratamento. Com resultados semelhantes, Wright e Rodgers, constataram que, além da
reducdo da ingestdo de alimentos e do peso corporal, a combinacdo de NAL/BUP também
promove perda de massa gordurosa em ratos DIO [48]. Além disso, Wang e colaboradores,
afirmam que a perda significativa de peso corporal e do consumo alimentar, bem como dos
indices de adiposidade observados através do uso combinado de NAL/BUP devem estar

associada, em parte, a estimulacdo de neurdnios hipotalamicos de pro-opiomelanocortina
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(POMC) pela bupropiona, que também promove a auto inibicdo da POMC, que € bloqueada
pela acdo da naltrexona, mediada por receptores opidides, porém 0s mecanismos
neurobioldgicos ndo sdo totalmente compreendidos [51].

Evidéncias na literatura sugerem que a obesidade esta associada a alteracdo no
comportamento alimentar, o que leva a alta ingestdo de energia e a preferéncia por alimentos
saborosos [49]. Acredita-se, que a escolha da comida € impulsionada pela preferéncia alimentar,
que é influenciada por fatores ambientais e internos, desde a disponibilidade até propriedades
gratificantes dos alimentos [52-55]. De fato, ha relatos que confirmam que os alimentos
altamente palataveis ativam o sistema de recompensas para afetar o comportamento alimentar
[56]. Do ponto de vista evolutivo, esses alimentos com alto teor de lipideos e carboidratos séo
mais atraentes porque podem ser rapidamente convertidos em energia [57].

Neste estudo, investigamos o efeito da combinagdo NAL/BUP sobre a preferéncia por
proteinas, carboidratos e lipideos predominantes na dieta padréo, dieta de cafeteria e no cookie
de chocolate. Para nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que se propds investigar a
preferéncia a macronutrientes em ratos que foram submetidos a tratamento pela combinacéo de
NAL/BUP. Os resultados indicaram que o tratamento com a combinacdo de NAL/BUP
promoveu em animais normonutridos, aumento da preferéncia por proteinas, que ocorreu
principalmente no ciclo claro, além de reducdo da preferéncia por lipideos, que ocorreu
principalmente no ciclo escuro, e de carboidratos. Nos animais obesos, o tratamento combinado
de NAL/BUP promoveu reducdo significativa da preferéncia por carboidratos e lipideos durante
as 24 horas do teste.

Esses resultados sdo consistentes com relatos de estudos anteriores que mostram que a
naltrexona influencia as vias de recompensa neural e 0 comportamento alimentar. De fato, ha
relatos que indicam que a naltrexona atua no NAc e area tegumentar ventral, para promover
diminuigdo da preferéncia por alimentos altamente saborosos, especialmente alimentos com
alto teor de gordura e acgucar [58-61], de gordura e proteina [62, 63], além de atuar na
preferéncia por determinados tipos de sabores [64, 65].

Nas pesquisas que avaliam o apetite sob interferéncias de farmacos, estas
frequentemente avancam para ensaios clinicos com base no resultado (reducdo da ingestao de
alimentos/diminuicdo de peso corporal) com atencdo insuficiente ao processo (analise
comportamental). Embora a NAL/BUP (sozinhas e em combinagdo) reduzam o consumo de
alimentos em ratos e humanos, seus efeitos sobre o comportamento durante os testes de
alimentacdo foram poucos investigados [19, 24, 25, 48, 66].

O conceito de sequéncia comportamental de saciedade (SCS) refere-se a progressao
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ordenada do comportamento dentro de um teste de alimentacdo, observando parametros que
vao desde a limpeza até o descanso [67]. Os farmacos anoréxicos que perturbam a SCS séo
considerados como inibidores da ingestdo de alimentos, atuando através de meios indiretos,
enquanto aqueles que preservam a SCS, mas a aceleraram, atuam diretamente nos mecanismos
de regulacdo do apetite [68, 69]. Como a integridade estrutural da SCS pode ser preservada por
alguns agentes anoréxicos, mas interrompida por outros, a SCS reflete o processo de saciedade
e ndo a simples cessacéo da alimentacédo [70]. As drogas que atuam especificamente induzindo
a saciedade devem, portanto, produzir uma sequéncia ordenada de comportamentos pés-
consumo com uma interrupc¢ao prematura do consumo e inicio prematuro do repouso, ou seja,
uma aceleracdo na sequéncia comportamental de saciedade [48].

Neste estudo, investigamos o efeito da combinacdo de NAL/BUP sobre os aspectos
comportamentais da alimentacdo em ratos normonutridos e obesos, utilizando o método da
SCS. Os resultados mostraram que a combinacdo de NAL/BUP promoveu antecipacdo da
saciedade, tanto em animais normonutridos quanto em obesos, em comparac¢ao aos animais ndo
tratados, entretanto, o disparo da saciedade foi mais antecipado nos animais obesos do que nos
animais normonutridos.

Com relacédo aos parametros da SCS, os resultados indicaram que o uso combinado de
NAL/BUP promoveu em animais obesos, reducdo da ingestao alimentar, reducdo da duracéo
da refeicdo, e aumento da duracdo do descanso. Nao houve alterages nos outros parametros
avaliados da SCS nos grupos experimentais.

Do ponto de vista fisioldgico, a saciedade pode ser definida como a falta de fome e a
sensacdo de plenitude depois de comer a quantidade de alimento suficiente para restaurar o
equilibrio energético. Embora intimamente relacionado com o comportamento associado ao
apetite, a saciedade é conduzida por centros cerebrais e neurotransmissores diferentes dos
responsaveis pelo controle da fome. Alem disso, os mesmos estimulos periféricos afetam de
forma diferente a atividade dos centros de fome e saciedade [71].

A taxa de alimentacdo € um parametro amplamente utilizado na literatura como um
indicador sensivel da acdo da droga sobre o comportamento alimentar [31]. Esta taxa indica a
velocidade a que o animal se alimenta [31]. No nosso trabalho, a combinacdo de NAL/BUP
promoveu reducdo no consumo do alimento sem alterar a taxa de alimentacdo e
consequentemente precisou de menos tempo comendo para o aparecimento da saciedade. Como
ndo houve alteragdo no comportamento de limpeza, o descanso também durou mais quando o
disparo da saciedade foi antecipado [72].

Estudo recente de Wright e colaboradores [48], investigaram os efeitos de NAL/BUP,
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(sozinho ou em combinacéo) sobre 0 comportamento no contexto da alimentagéo, e constataram
que, a bupropiona isoladamente reduziu a ingestdo de alimentos e o tempo de alimentacdo em
ratos, embora esses efeitos tenham sido acompanhados por aumento da atividade locomotora e
redugdo no repouso. J& a naltrexona, isoladamente também reduziu a ingestdo de alimentos,
embora associada a reducfes em varios elementos ativos e aumento no tempo de repouso,
acelerando discretamente os perfis da SCS. Com relacdo a combinacdo NAL/BUP, resultou em
um efeito anorético, com analises comportamentais que indicaram uma atenuacao induzida por
naltrexona dos efeitos psicoestimulantes da bupropiona e uma normalizacédo resultante da SCS.

Wright e colaboradores [48], sugerem que seus achados sobre os efeitos da combinagéo
de NAL/BUP no perfil comportamental da SCS sao indicativos de uma interacdo aditiva e ndo
sinérgica, ao contrario de outros trabalhos como o de Greenway e colaboradores [66], que
sugerem que a combinacdo NAL/BUP é teorizada para trabalhar sinergicamente no hipotalamo
e envolve os sistemas opiodides e dopaminérgico para promover a saciedade, reduzir a ingestao
de alimentos e aumentar o gasto energético [47, 66], entretanto, como dito anteriormente, 0
mecanismo neuroquimico exato da combinacdo NAL/BUP que leva a perda de peso ainda ndo
esta totalmente compreendido [73, 74].

Neste trabalho, foi observado que as medidas de massa de gordura perigonadal e gordura
abdominal nos animais obesos, foram significativamente maiores quando comparadas a dos
animais normonutridos, independentemente do tratamento. Esses dados refletem o ganho de
peso observado nos animais obesos, que foram alimentados com dieta hiperlipidica (cafeteria),
no qual se correlacionou positivamente com os aumentos do indice de Lee e do IMC relatados
anteriormente neste trabalho. Resultados semelhantes observados por Bernardes e
colaboradores [75], mostram que a quantidade de tecido adiposo abdominal e epididimal foi
maior em ratos wistar que ingeriram dieta hiperlipidica por 15 semanas.

Neste trabalho, investigamos o efeito do uso combinado de NAL/BUP durante 14 dias,
sobre as medidas de massa relativa da gordura perigonadal e gordura abdominal em ratos em
ratos que foram submetidos a dieta hiperlipidica por 13 semanas. Os resultados mostraram que
a combinacdo de NAL/BUP promoveu reducgéo significativa na massa relativa de gordura
perigonadal e na gordura abdominal, em comparagdo com 0s animais obesos ndo tratados.
NAL/BUP também ndo alterou as medidas de massa relativa da gordura perigonadal e gordura
abdominal em animais normonutridos.

Os achados deste trabalho confirmam relatos anteriores da literatura, que sugerem que
a combinacao de NAL/BUP resulta em perda de peso e uma maior reduc¢éo na gordura corporal

e da massa da gordura visceral do que o placebo e as monoterapias (NAL ou BUP). Além disso,



66

a reducdo observada foi proporcional a perda de peso, embora a perda de peso com NAL/BUP
ndo foi associada a uma maior reducdo relativa na massa magra do que o placebo ou as
monoterapias [76].

Outro relato semelhante, descreve que a perda de peso a longo prazo (>8 semanas)
produzem uma reducédo na adiposidade total e visceral seguindo o padrdo e grau de perda de
peso geral [77]. Foi visto que as melhoras na sensibilidade a insulina, triglicerideos e pressao
sanguinea, estao associadas a perda de massa de gordura visceral [78,79]. Assim como no nosso
trabalho, a perda de peso com a combinacdo NAL/BUP em adultos obesos, é atribuida em
grande parte devido a uma reducdo na gordura corporal e adiposidade visceral e ndo devido a
perda de tecido magro. Estes efeitos da NAL/BUP na adiposidade visceral provavelmente
contribuem para as melhorias nas medidas de risco cardioldgicos associados a combinacéo
NAL/BUP [24, 80].

A sinalizacdo de dopamina esta implicada no "querer" ou no desejo por determinados
alimentos que sobrep8e a necessidade metabolica [81]. O sentimento de prazer "gostar” esta
associado a estimulos gratificantes e € modulado pela sinalizacdo de opidides [82, 83]. Os
compostos de opiodides, particularmente aqueles seletivos para o receptor p-opidides dentro do
nucleo accumbens e estriado, induzem um aumento potente na ingestédo alimentar [16].

A naltrexona € um antagonista do receptor opidides e a bupropiona € um inibidor da
recaptacdo de dopamina e noradrenalina. Evidéncias pré-clinicas sugerem que a bupropiona
demonstra aumentar a ativagdo de POMC [84-87], enquanto a naltrexona diminui a auto
inibicdo da via POMC por opidides enddgenos, levando a uma ativagéo sinérgica [65, 87, 88].
Além disso, pensa-se que naltrexona e a bupropiona influenciam a via de recompensa
dopaminérgica mesolimbica, que normalmente contribui para o reforco dos comportamentos,
incluindo a alimentacdo [80, 90]. A combinacdo de NAL/BUP pode, portanto, também
aumentar o gasto energeético e reduzir a ingestao alimentar baseada em recompensas [91].

Nesse trabalho, foi investigado o efeito do uso combinado de NAL/BUP durante 14 dias
de tratamento, sobre a expressdo génica da Tirosina Hidroxilase (TH), e de receptores
dopaminérgicos DRD1a € DRD2 no nucleo accumbens e estriado de ratos normonutridos e
obesos. No nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que se propds investigar os efeitos do
tratamento com a utilizacdo da combinacdo de NAL/BUP, através de analise molecular, dos
niveis da enzima TH e de receptores dopaminérgicos (D1 e D2) em areas do cérebro envolvidas
no controle do comportamento alimentar.

Primeiramente investigamos se as alteracGes nos niveis de expressdo génica de TH,

DRD1a e DRD2 no nucleo accumbens e estriado, seriam uma resposta provocada pela obesidade
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(ou do histdrico nutricional) ou pelo tratamento com a combinacdo de NAL/BUP. Para esse fim
avaliamos o efeito da dieta (padréo ou cafeteria) sobre os niveis de expressdo génica de TH,
DRD1a € DRD2 no nucleo accumbens e estriado nos animais que nao foram tratados. Os
resultados mostraram que ndo houve alteracdo nos niveis de TH, DRD1a € DRD2, entre 0s
grupos obesos e normonutridos, embora tenha sido observado um discreto aumento, néo foi
estatisticamente significativo. Uma consideracéo relevante é a importancia relativa do consumo
da dieta de cafeteria versus a obesidade resultante. Em nosso estudo e outros [15, 39, 54], ndo
é possivel distinguir quais desses estimulos (dieta ou condigdo corporal) poderiam impulsionar
as mudangas na expressdo de genes relacionados a dopamina. No entanto, em outros estudos
[14, 92, 93], observam-se alteracGes dopaminérgicas em animais alimentados com uma dieta
de cafeteria na auséncia de obesidade, sugerindo que o consumo da dieta de cafeteria em vez
da obesidade e alteragdes fisioldgicas associadas, € suficiente para alterar a funcéo do sistema
dopaminérgico [15]. Outros estudos confirmam achados anteriores, indicando que dietas com
alto teor de gordura, em comparacdo com as dietas controle, podem alterar diretamente o
controle dopaminérgico do comportamento alimentar, em areas do sistema de recompensa,
reduzindo a densidade dos receptores D2 no estriado [39], reduzindo a dopamina no nicleo
accumbens [43] e reduzindo a expressao génica de receptores D2 na area tegumentar ventral
(VTA) [15].

Neste trabalho, investigou-se os efeitos do uso combinado de NAL/BUP sobre a
expressdo génica de TH, no ndcleo accumbens e estriado de animais dos grupos experimentais
e os resultados indicaram que o tratamento combinado de NAL/BUP promoveu aumento
significativo dos niveis de expressdo de TH no ndcleo accumbens e estriado, tanto no grupo
normonutrido (tratado versus ndo tratado) quanto no grupo obeso (tratado versus néo tratado),
entretanto, ndo houve diferenca no grupo obeso (tratado) em comparagdo ao grupo
normonutrido (tratado). Esses achados sugerem que o tratamento combinado de NAL/BUP
altera o nivel de expressdo de TH no nucleo accumbens e estriado, independente do historico
nutricional.

De fato, a tirosina hidroxilase € conhecida por ser uma enzima limitante sobre a taxa da
sintese de dopamina, neurotransmissor chave na regulagdo da ingestdo de alimentos [94].
Estudos na literatura fornecem evidéncias que essa enzima se encontra alterada, apresentando
baixo nivel em animais e humanos obesos. De fato, ha relatos que ratos obesos alimentados
com dieta de alto teor de gordura, apresentaram nivel de expressdo génica da enzima TH
significativamente menor no hipotdlamo ventromedial (VMH), substancia negra (SN) e na area

tegumentar ventral (VTA) em compara¢do com 0s controles. Entretanto, os autores afirmam
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que esta diminui¢do nos niveis de TH observada nos ratos, possa ser possivelmente uma
resposta adaptativa a superestimulacdo cronica da via mesolimbica [94].

Neste trabalho, investigou-se também o efeito do uso combinado de NAL/BUP sobre 0s
niveis de expressdo de DRDia e de DRD2 no nucleo accumbens e estriado de ratos
normonutridos e obesos, no entanto, ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis
de DRD1a em nenhum dos grupos experimentais analisados.

Com relagcdo a DRDz, os resultados demonstram que o tratamento combinado com
NAL/BUP promoveu aumento significativo na expressdao de DRD2 no nucleo accumbens e
estriado em animais obesos (tratados versus nao tratados). A diferenca nos niveis de expressao
de DRD2 também foi maior no ndcleo accumbens e estriado do grupo obeso (tratado) em
comparagdo ao grupo normonutrido (tratado) entretanto ndo houve diferenca no grupo
normonutrido (tratado versus ndo tratado). Essas descobertas sugerem que o tratamento com
NAL/BUP aumenta os niveis de DRDz, no nlcleo accumbens e estriado de animais em ambas
condi¢des nutricionais (normonutrido ou obeso) comparados aos animais que nao foram
tratados, no entanto, quando a comparacdo é feita apenas com animais tratados, o efeito do
tratamento com NAL/BUP se mostra relativamente maior em animais obesos em relagéo aos
normonutridos. Ou seja, o historico nutricional interfere no nivel de expressdo de DRD2 no
nacleo accumbens e estriado, ao contrario do aconteceu com a enzima TH, onde nossos achados
atuais indicaram que ndo houve essa interferéncia.

As primeiras énfases cientificas mostraram que a estimulagdo dos receptores D2 levou
a reducdo na quantidade de alimentos ingeridos por animais, e sua disfuncdo, um aumento na
ingestdo alimentar [15, 39, 95]. Evidencias na literatura comprovam, que tanto os receptores D1
quanto os receptores D2 estdo intimamente associados com o controle da ingestdo de alimentos.
Entretanto, estudos mais recentes sugerem que esses receptores se encontram alterados, em
niveis mais baixos, em ratos obesos. De fato, ha relatos de reducdo no nivel da expressao
receptor de dopamina D2 [15, 39, 96, 97], de reducdo de dopamina extracelular no estriado [48]
e de receptores D1 no nucleo accumbens [15, 96]. No entanto, alguns estudos realizados em
humanos obesos, forneceram resultados conflitantes. Enquanto alguns demonstraram baixa
disponibilidade de receptores de dopamina D2 no estriado [6, 15, 39, 96, 97], outros
apresentaram disponibilidade de receptores de dopamina D2 no estriado inalterada [98-100].

Coletivamente, nossas descobertas ampliam os resultados de experiéncias discutidas
anteriormente e coincidem com as evidéncias de que a reducdo do apetite e a perda de peso
induzidas pelo tratamento com NAL/BUP, produzem aumento da atividade da dopamina em

areas envolvidas com o sistema de recompensa, (ocasionado principalmente pela inibi¢do da
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recaptacdo da dopamina) que como consequéncia eleva o nivel da enzima tirosina hidroxilase
(aumentando a sintese de dopamina) e de receptores dopaminérgicos DRD2 no nucleo
accumbens e no estriado de ratos. No entanto, os mecanismos pelos quais 0 uso combinado de
NAL/BUP impulsionam as mudancas dos niveis de expressdo génica na via dopaminérgica do
comportamento alimentar em resposta a dieta e/ou obesidade, ainda permanece pouco
esclarecido e necessita de estudos mais aprofundados. Portanto, considerando ser este o
primeiro trabalho realizado neste sentido, se faz necessario investigacdes mais detalhadas e
aprofundadas, buscando um maior entendimento das bases neurobioldgicas e comportamentais
associadas aos efeitos produzidos por essa associa¢do sobre as vias relacionadas ao consumo

alimentar heddnico e homeostatico.

Conclusotes

O uso combinado de NAL (1mg/kg) e BUP (20mg/kg) promove aumento nos niveis de
expressdo génica da enzima TH e de receptores DRD2 no nucleo accumbens e no estriado e
altera o comportamento alimentar de ratos obesos, promovendo redugdo no consumo alimentar,
principalmente de alimentos densamente energéticos, o que contribui para a perda do peso

corporal.
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Figura 1. Evolugdo do peso corporal durante 11 semanas antes do inicio do tratamento pela associagdo de naltrexona + bupropiona
(Img+20mg) em 20 animais do grupo normonutrido submetidos a dieta padrdo (Presence®) e em 20 animais do grupo obeso
submetidos a dieta de cafeteria (Palatavel). Valores das medidas no peso corporal sédo apresentados como gramas e expressos como
média + desvio padrdo. As diferencas no peso corporal entre o grupo normonutrido e grupo obeso ndo séo estatisticamente
significativas na 12, 22 e 32 semanas apos inicio da ingestdo das dietas experimentais. As diferengas sdo estatisticamente significativas
com **P <0,005 na 4% e 5% semana, e ****p <0,0001 nas semanas subsequentes até a 112 semana antes do inicio do tratamento. (two-
way ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni pos-teste p <0,05). g = grama. Universidade Federal de Pernambuco,
Recife/PE. 2018.
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Figura 2. Efeito da combinagédo de NAL/BUP sobre o peso corporal (inicial e final) em ratos wistar normonutridos e obesos. Os
animais foram tratados com NAL (1mg/kg) e BUP (20mg/kg) ou agua destilada (1ml/kg). Os grupos normonutridos foram submetidos
a dieta padrdo (Presence®) e 0s grupos obesos submetidos a dieta de cafeteria. VValores apresentados em gramas e expressos como
média * desvio padrdo do peso corporal dos animais experimentais. (A) Nao houve diferenca significativa entre o peso inicial e peso
final nos grupos experimentais. (B) As diferencas no peso final de OST s&o estatisticamente significativas com *p <0,05) em relagéo
ao peso final do grupo OCT. Houve diferenca estatisticamente significativa com *p <0,05), entre o peso inicial e final dos animais do
grupo OCT. Two-way ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni pés-teste com valor de significancia *p <0,05. NST
(normonutrido ndo tratado) n=10, NCT (normonutrido tratado) n=10, OST (obeso néo tratado) n=10 e OCT (obeso tratado) n=10. g =
grama. Universidade Federal de Pernambuco, Recife/PE. 2018.
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Figura 3. Efeito da combinagdo de NAL/BUP sobre o consumo alimentar (kcal/g) em ratos wistar machos normonutridos e obesos.
Os animais foram tratados com NAL (1mg/kg) e BUP (20mg/kg) ou &gua destilada (1ml/kg). O grupo normonutrido foi submetido a
dieta padrdo e o grupo obeso submetido a dieta de cafeteria. Valores do consumo sdo apresentados como Kcal/g e expressos como
média + desvio padrdo. (A) - As diferengas no consumo de calorias entre normonutridos ndo tratados e normonutridos tratados sao
estatisticamente significativas com **p <0,01 no 6° e 11° dia e com ****p <0,0001 no 8° dia de tratamento. (B) - O As diferengas do
consumo médio total de Kcal calorias entre normonutridos ndo tratados e normonutridos tratados sdo estatisticamente significativas
com *p< 0,05. (C) - As diferengas no consumo de calorias entre obesos ndo tratados e obesos tratados sdo estatisticamente significativas
com ****p <0,0001 no 2°, 6° e 14° dias de tratamento e com **p< 0,01 no 11° dia de tratamento. D) - As diferencas do consumo
médio total de kcal entre obesos ndo tratados e obesos tratados sdo estatisticamente significativas com ****p <0,0001. Two-way
ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni pds-teste (A e C) e Test t Student para comparagao entre grupos (B e D).
Valor de significancia p< 0.05. NST (normonutrido ndo tratado) n=10, NCT (normonutrido tratado) n=10, OST (obeso ndo tratado)
n=10 e OCT (obeso tratado) n=10. g = grama. Kcal = Kilocalorias. Universidade Federal de Pernambuco, Recife/PE. 2018.
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Figura 4. Efeito da combinacdo de NAL/BUP sobre o indice de Lee antes e apds tratamento em ratos wistar normonutridos e obesos.
Os animais foram tratados com NAL (1mg/kg) e BUP (20mg/kg) ou 4gua destilada (1ml/kg). Os grupos normonutridos foram
submetidos a dieta padréo e os grupos obesos submetidos a dieta de cafeteria. Valores do indice de Lee expressos como média * desvio
padrdo. ( A) - Houve diferenca estatisticamente significativa nas medidas verificadas antes do tratamento e apds o tratamento no grupo
NCT (*p< 0.05). (B) - Diferenca estatisticamente significativa nas medidas verificadas antes do tratamento e ap6s o tratamento no
grupo OCT (**p <0,01). Houve diferenga estatisticamente significativa nas medidas verificadas ap6s o tratamento entre os grupos
OST e OCT (*p< 0.05) (two-way ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni p6s-teste com valor de significancia p
<0.05). NST (normonutrido néo tratado) n=8, NCT (normonutrido tratado) n=8, OST (obeso nao tratado) n=8 e OCT (obeso tratado)
n=8. indice de Lee = (3V) peso corporal [g]/nasoanal [cm]*1000. Universidade Federal de Pernambuco, Recife/PE. 2018.
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Figura 5. Efeito da combinacdo de NAL/BUP sobre o indice de Massa Corporal (IMC) antes e apds tratamento em ratos wistar
normonutridos e obesos. Os animais foram tratados com NAL (1mg/kg) e BUP (20mg/kg) ou agua destilada (1ml/kg). Os grupos
normonutridos foram submetidos a dieta padrao e os grupos obesos submetidos a dieta de cafeteria. Valores do IMC expressos como
média + desvio padrdo. ( A) - N&o houve diferenga estatisticamente significativa nas medidas verificadas antes do tratamento e ap6s o
tratamento nos grupos NST e NCT. (B) - Diferenca estatisticamente significativa nas medidas verificadas antes do tratamento e ap6s
o tratamento no grupo OCT, **p <0,01. Houve diferenca estatisticamente significativa nas medidas verificadas apds o tratamento entre
o0s grupos OST e OCT, *p <0.05. Two-way ANOVA seguido por Bonferroni pés-teste com valor de significancia p <0.05. NST
(normonutrido n&o tratado) n=8, NCT (normonutrido tratado) n=8, OST (obeso néo tratado) n=8 e OCT (obeso tratado). n=8. indice
de Massa Corporal = peso corporal (g) e o quadrado do comprimento nasoanal (cm?). Universidade Federal de Pernambuco, Recife/PE.
2018.
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Figura 6. Efeito da combinagdo de NAL/BUP sobre a preferéncia por proteinas, carboidratos ou lipideos em ratos wistar machos
normonutridos e obesos. Os animais foram tratados com NAL (1mg/kg) e BUP (20mg/kg) ou &gua destilada (1ml/kg) e expostos a
dieta padrdo, dieta de cafeteria e cookie de chocolate. Os valores do consumo foram medidos a cada 12 horas do ciclo claro/escuro e
séo apresentados em gramas e expressos como média + desvio padréo. (A) — No grupo NCT houve aumento significativo da preferéncia
a proteinas em comparagéo ao grupo NST durante o ciclo claro **p <0,01. (B) — No grupo NCT houve reducéo significativa da
preferéncia a lipideos em comparagédo ao grupo NST durante o ciclo escuro *p <0,05. (A e B) - Nao houve diferencas significativas na
preferéncia a carboidratos durante os ciclos claro ou escuro entre os grupos experimentais. (C) - No grupo NCT houve aumento
significativo da preferéncia a proteinas em comparagéo ao grupo NST *p <0,0001. No grupo NCT houve redugéo significativa da
preferéncia a carboidratos em comparagdo ao grupo NST **p <0,0001. No grupo OCT houve redugdo significativa da preferéncia a
carboidratos em comparagdo a OST ****p <0,0001. No grupo NCT houve redugdo significativa da preferéncia a lipideos em
comparacdo ao grupo NST ***p <0,0001. No grupo OCT houve redugao significativa da preferéncia a lipideos em comparagdo ao
grupo OST #p <0,0001. Two-way ANOVA seguido por Tukey pos-teste com valor de significancia p <0.05. g = grama. NST =
normonutrido nao tratado, NCT= normonutrido tratado, OST= obeso ndo tratado, OCT= obeso tratado, PTN = proteina, CHO =
carboidratos, LIP = lipideos. (n=5 por subgrupo). Universidade Federal de Pernambuco, Recife/PE. 2018.
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Figura 7. Efeito da combinacdo de NAL/BUP sobre a Sequéncia Comportamental da Saciedade em ratos wistar machos normonutridos
e obesos. Os animais foram tratados com NAL (1mg/kg) e BUP (20mg/kg) ou &gua destilada (1ml/kg). Os grupos normonutridos
foram submetidos a dieta padrdo e os grupos obesos submetidos a dieta de cafeteria. 5 dias ap6s inicio do tratamento, os animais foram
submetidos a 4 horas de jejum e em seguida foram expostos a dieta por 1 hora, sendo avaliados 0 comportamento alimentar, limpeza
e descanso. Em A, B, C e B, os periodos 5-60 correspondem aos intervalos de 5 min de tempo que comp8em uma sesséo de teste de
60 min, onde os graficos ilustram o ponto de transigdo de alimentagdo ao descanso através da linha tracejada. No grupo NCT (B), essa
linha é deslocada para a esquerda em relagdo ao NST (A), indicando aparecimento da saciedade mais rapidamente no grupo
normonutrido que foi tratado com NAL/BUP. No grupo OCT (D), essa linha é deslocada para esquerda em relagéo ao grupo OST (C),
indicando aparecimento mais precocemente da saciedade em animais obesos tratados com a associagdo NAL/BUP em relagéo a
animais obesos ndo tratados. NST (normonutrido néo tratado) n=8, NCT (normonutrido tratado) n=8, OST (obeso néo tratado) n=8 e
OCT (obeso tratado). n=8. Two-way ANOVA para medidas repetidas seguido por Tukey pés-teste com valor de significancia p<
0,05. Universidade Federal de Pernambuco, Recife/PE. 2018.
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Figura 8. Efeito da combinagdo de NAL/BUP sobre a massa relativa da Gordura perigonadal (A) e Gordura abdominal (B) em ratos
wistar machos normonutridos e obesos. Os animais foram tratados com associacdo de NAL (1mg/kg) e BUP (20mg/kg) ou agua
destilada (1ml/kg). Os grupos normonutridos foram submetidos a dieta padrdo e os grupos obesos submetidos a dieta de cafeteria.
Valores apresentados como (g/100g) e expressos como média + desvio padréo do peso relativo da gordura perigonadal e da gordura
abdominal. (A) - As diferengas sdo estatisticamente significativas nas medidas da massa relativa da gordura perigonadal entre os
grupos NST/OST ****p <0,0001) e OST/OCT *p <0,05. (B) - As diferengas sdo estatisticamente significativas nas medidas da massa
relativa da Gordura abdominal entre 0s grupos NST/OST ****p <0,0001 e OST/OCT **p <0,01. Todos o0s pesos obtidos foram
utilizados no calculo do peso relativo de cada 6rgao, pela formula: peso relativo do 6rgdo = (peso do 6rgdo/peso vivo) x 100. NST
(normonutrido ndo tratado) n=10, NCT (normonutrido tratado) n=10, OST (obeso néo tratado) n=10 e OCT (obeso tratado). n=10.
Two-way ANOVA seguido por Bonferroni pos-teste com valor de significancia p <0.05. Universidade Federal de Pernambuco,
Recife/PE. 2018.
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Figura 9. Andlise da expresséo génica da tirosina hidroxilase (TH), DRD1a e DRD2 em relagdo a S-actina no nucleo accumbens e
estriado de ratos wistar machos normonutridos e obesos. Os animais foram submetidos a dieta padrdo e dieta de cafeteria
respectivamente. Os dados correspondem a média + desvio padrdo. Houve aumento significativo de TH no Nac e estriado de NCT
(1,89 + 0,64) em relagdo a NST (1,03 £ 0,23) *p <0,05 [Fig. 9A] e de OCT (1,81 £ 0,13) em relagdo OST (0,90 + 0,23) *p <0,05 (Fig.
9A). Nao houve diferencas de OCT (1,81 + 0,13) em relagdo NCT (1,89 + 0,64) p >0,05 [Fig. 9A]. Nao houve diferenga significativa
na expressdo relativa de DRD1ade NST (1,07 £ 0,47) em relagdo a NCT (1,35 £ 0,63) [Fig. 9B] nem de NCT (1,35 + 0,63) em relacéo
a OCT (0,89 £ 0,48) [Fig. 9B]; nem entre OST (0,96 + 0,35) em relacéo a OCT (0,89 + 0,48) [Fig. 9B]. Houve aumento significativo
na expressdo de DRD2 no Nac e estriado de OCT (2,37 + 0,44) em relacdo a NCT (1,31 + 0,29) *p <0.05 [Fig. 9C] e de OCT (2,37 =
0,44) em relagdo a OST (1,05 £ 0,69) **p <0.01 [Fig. 9C] e de OCT (2,37 £ 0,44) em relagdo a NST (1,08 + 0,52) **p <0.01. Nédo
houve diferenca significativa na expressao relativa de DRD2de NST (1,08 + 0,52) em relacéo a NCT (1,31 £ 0,29) p >0.05 [Fig. 9C].
TH (n=17), DRD1a (n=18), DRD2 (n=18). NST (normonutrido n&o tratado), NCT (normonutrido tratado), OST (obeso n&o tratado) e
OCT (obeso tratado). Valores dos niveis da expressao relativa expressos como (2*4CT*100). One way ANOVA seguido por Tukey
pos-teste com valor de significancia p <0.05. Universidade Federal de Pernambuco, Recife/PE. 2018.
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TABELAS

Tabela 1. Composigdo centesimal de macronutrientes segundo o Valor Energético Total (VET) da dieta padrdo e
dieta de cafeteria oferecida aos animais experimentais.

Dieta de cafeteria

Macronutrientes Cookie de chocolate Dieta padréo - —
Crescimento Manutencéao
(%/Kkcal) (%/kcal) (%/kcal) (%/kcal)

Proteinas 5,6 29,0 18,00 14,00
Carboidratos 50,4 62,0 44,00 47,00
Lipidios 44,0 9,0 38,0 39,0
Fibras 0,0 0,0 0,0 0,0
VET (kcal/g) 5,06 3,30 4,03 4,06

As informacdes da composigédo centesimal do Cookie de chocolate Bauducco® foram obtidas no rétulo do produto fornecido
pela empresa Pandurata alimentos S/A. 2018, as informacdes da dieta padrao foram obtidas no rétulo do produto fornecido
pela empresa Evialis Presence®, 2018 e da dieta de cafeteria foram obtidas através de analises realizadas no Laboratério de
Experimentacéo e Anélises de Alimentos/Universidade Federal de Pernambuco (LEAAL/UFPE) e os ingredientes fornecidos
pelo fabricante Rhoster industria e Comércio 2018.

Tabela 2. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores (primers) para 0s genes da enzima Tirosina hidroxilase
(TH), dos receptores DRD1a e DRD; e da B-Actina.

Genes Sequéncias dos primers
TH F: 5~ GGC TTC TCT GAC CAG GTG TAT CG-3’

R: 5~ GCA ATC TCT TCC GCT GTG TAT TCC - 3’
DRD:a F: 5~ CTC TGT CTG TCC TTA TAT CCT TCA TCC - 3

R: 5 - AGT TGT CAT CCT CGG TGT CCT -3’

>— CAA CAATAC AGG CAAACC AGAATGAG -3
>— ACC AGC AGA GTG ACGATGAAGG-3’

5
5

B-Actina :5-ACGGTCAGG TCATCACTATCG -3
5’—CAG CACTGT GTT GGC ATAGAG-3%

DRD:2 F:
R:
F.
R:

Os primes foram sintetizados e purificados pela empres IDT — Integrated DNA Tecnologies ( EUA)



84

Tabela 3. Efeito do uso combinado de NAL (1mg/kg) e BUP (20mg/kg) sobre os parametros avaliados na Sequéncia
Comportamental de Saciedade.

Parametros NST NCT OST OCT
Ingestéo da dieta (g) 3,63+1,85 3,50+0,93 3,25 +1,67 **0.60 + 0,88
Duragéo da refeicdo (s) 633,88 + 322,34 555,75 + 165,56 851,00 + 425,60 ***154,13 + 187,63
Duragéo de limpeza (s) 1138,25 £ 632,73 831,25 + 515,02 1060,25 + 714,97 1133,71 £ 639,02
Duragéo do descanso (s) 802,50 + 901,51 1513,63 + 716,59 818,25 + 799,78 *1862,38 + 589,63
Taxa local de alimentagdo (mg/s) 5,90+0,71 6,45 + 1,05 4,51 + 3,60 3,42+1,70
Taxa global de alimentacdo (g/min) 0,07 £0,02 0,06 + 0,02 0,05 +0,03 0,02 +£ 0,02

Valores da ingestdo alimentar apresentados como gramas (g); duragdo da alimentacéo, limpeza e descanso em segundos (s); taxa local
como miligramas por segundo (mg/s) e taxa global como gramas por minuto (g/min) e expressos como média + desvio padrdo. n=8
normonutridos sem tratamento (NST), n=8 normonutridos com tratamento (NCT), n=8 obesos sem tratamento (OST) e n=8 obesos
com tratamento (OCT). (**p <0.01) (***p <0.001) (*p <0.05). Two-way ANOVA para medidas repetidas seguido por Tukey pds-
teste. Valor de significancia p <0.05. Universidade Federal de Pernambuco, Recife/PE. 2018.
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7 RESULTADOS SUPLEMENTARES

Efeito do uso combinado de NAL/BUP sobre a glicemia capilar

O uso combinado de NAL/BUP durante 14 dias de tratamento, reduziu
significativamente os valores glicémicos nos animais normonutridos — NCT (82,00 + 6,14) em
comparacdo aos valores glicémicos verificado antes do tratamento - NCT (92,63 + 6,30). As
diferencas sdo estatisticamente significativas com p <0.05). N&o houve diferenca
estatisticamente significativa nos valores glicémicos verificados antes do tratamento e apds o
tratamento nos grupos normonutrido sem tratamento - NST (85,25 + 14,17) vs (85,38 + 6,59)
(Fig. 10A). Nao houve diferenca estatisticamente significativa nos valores glicémicos
verificados antes do tratamento e apds o tratamento nos grupos obeso sem tratamento — OST e

obeso com tratamento — OCT. Fig. 10B).
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Figura 10. Efeito da combinacéo de NAL/BUP sobre a glicemia capilar em ratos wistar machos normonutridos e obesos. Os
grupos normonutridos foram submetidos a dieta padréo e os grupos obesos submetidos a dieta de cafeteria. (A) - As diferencas
nos valores das glicemias no pré e pos tratamento, so estatisticamente significativas no grupo NCT com *P < 0.05). N&o houve
diferenca estatisticamente significativa no pré e pos tratamento no grupo NST. (B) — N&o houve diferencas estatisticamente
significativas entre o pré tratamento e o pds tratamento nas glicemias verificadas nos grupos OST e OCT.. Valores apresentados
como (mg/dL) e expressos como média * desvio padrdo. Two-way ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni
pos-teste com valor de significancia p< 0.05. NST (normonutrodo ndo tratado) n=8, NCT (normonutrido tratado) n=8, OST
(obeso néo tratado) n=8 e OCT (obeso tratado) n=8. mg/dL = Miligrama por decilitro. Universidade Federal de Pernambuco,
Recife/PE. 2018.

Efeito do uso combinado de NAL/BUP sobre a massa relativa do figado e rins

Os animais do grupo OCT (3,76 = 0,84) apresentaram as medidas de massa relativa de
figado maiores em comparagdo aos animais OST (3,51 + 0,53). As diferencas sdo
estatisticamente significativas com p <0,0108 [Fig. 11A].
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Né&o houve diferenca nas as medidas de massa relativa de figado e dos rins entre animais
normonutridos (p >0,05). [Figs. 11A-B]. Nao houve diferenca nas as medidas de massa relativa

dos rins entre animais Obesos (p >0,05) [Fig. 11B].
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Figura 11. Efeito da combinacdo de NAL/BUP sobre a massa relativa do Figado (A), Rins (B), de em ratos wistar machos
normonutridos e obesos. Os animais foram tratados com associagdo de Naltrexona + Bupropiona NAL/BUP (1mg+20mg) ou
agua destilada (1ml/kg). Os grupos normonutridos foram submetidos a dieta padrao (Presence®) e 0s grupos obesos submetidos
a dieta ocidentalizada (Palatavel). Valores apresentados como (g/100g) e expressos como média + desvio padrdo do peso
relativo do Figado e Rim. (A) - As diferencas sdo estatisticamente significativas nas medidas da massa relativa do figado entre
0s grupos OCT e OST (*P <0,01). (B) - As diferencas sdo estatisticamente significativas nas medidas da massa relativa do Rins
entre os grupos NST e OST (**P <0,01). Todos os pesos obtidos foram utilizados no calculo do peso relativo de cada 6rgéo,
pela férmula: peso relativo do 6rgdo = (peso do 6rgdo/peso vivo) x 100. NST (normonutrodo ndo tratado) n=10, NCT
(normonutrido tratado) n=10, OST (obeso néo tratado) n=10 e OCT (obeso tratado) n=10. Two-way ANOVA para medidas
repetidas seguido por Bonferroni pds-teste com valor de significancia p <0.05. Universidade Federal de Pernambuco,
Recife/PE. 2018.

Efeito do uso combinado de NAL/BUP sobre o perfil biogquimico

Os animais do grupo OCT apresentaram as medidas de Fosfatase alcalina maiores em
comparacdo aos animais OST (303,09 + 0,39) vs (213 + 27,10) p <0,0001. N&o houve diferenca
nas medidas de Fosfatase alcalina entre animais normonutridos [tratado] vs [ndo tratado], nem
entre animais normonutridos [n&o tratado] vs obesos [nédo tratado] (p >0,05).

Os animais do grupo NCT apresentaram as medidas de AST maiores em comparagao
aos animais NST (228,27 + 17,92) vs (159,05 + 8,49) p <0,0001. N&o houve diferenca nas
medidas de AST entre animais obesos [ndo tratado] vs normonutridos [nédo tratado], nem entre

animais obesos [tratado vs néo tratado] (p >0,05). [Tabela 5].



Tabela 5. Efeito do uso combinado de NAL/BUP sobre o perfil bioquimico.
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Parametros NST NCT OST OCT P valor
Lipase (mg dL) 13,46 + 0,17 1952 +3,43 15,06 + 1,07 14,69 * 0,39 p>0.05
Fosfatase alcalina (U mL") 220,03+2355  237,19+43,17 213002710 #3039 + 45,19 p< 0.05"
Creatinina (mg dL) 0,26 0,02 0,18 +0,02 0,29 0,02 0,21+0,03 p>0.05
Ureia (mg dL) 41,37 +2,19 39,72+231 30,64 +1,87 32,04+2,83 p>0.05
Acido drico (mg dL) 1,09 0,12 1,39+0,17 1,05 + 0,09 1,38+0,24 p>0.05
AST (U mL'l) 159,05 + 8,49 **228,27 +17,92 157,87 £ 10,05 196,62 £ 19,76 p>0.05**
ALT (UmL™) 57,43 3,02 68,60 + 8,49 47,55 + 4,02 60,93 + 6,85 p< 0.05
Albumina (mg dL-) 2,46 0,05 2,42 +0,06 2,46 0,05 2,52 +0,06 p>0.05
Glicose (mg dL}) 135,55+ 6,22 122,87 £7,92 10807 £12,16 143,10+ 7,81 p< 0.05%"
Proteinas totais (U mL-) 7,05+0,11 6,93 + 0,14 7,22+0,11 7,20 £0,10 p>0.05
Triglicerideos (mg dL™) 53,66 + 5,53 46,72 + 4,64 50,82 +7,52 54,41 +6,44 p>0.05
CT (mg dL") 57,09 + 10,51 74,47 + 4,10 71,70 £3.82 88,10 % 3,61 p>0.05
HDL (mg dL) 50,52 + 2,20 61,18 + 2,59 57,32 + 3,10 70,87 + 3,08 p>0.05
Gama GT (mg dL-) 0,99 + 0,66 0,16 + 0,16 0,85 +0,45 0,87 £ 0,67 p>0.05

Normonutrido sem tratamento — NST (n= 10) e normonutrido com tratamento — NST (n= 10), e obeso sem tratamento — OST
(n=10) e obeso com tratamento — OST (n= 10), que foram tratados com associacéo de Naltrexona + Bupropiona NAL/BUP
(Img+20mg) ou agua destilada (Iml/kg). Os animais foram submetidos a dieta padrdo de biotério (normonutridos) ou dieta
ocidentalizada (obesos). Valores expressos como média + erro padrdo da média. Ttwo-way ANOVA para medidas repetidas
seguido por Bonferroni pos-teste com valor de significancia p <0.05. Analisador automatizado de Bioquimica clinica CMD
800iX1 (Wiener Lab Group). Universidade Federal de Pernambuco, Recife/PE. 2018.

Os animais do grupo OCT apresentaram as medidas de Glicose menores comparagao
aos animais OST (143,10 + 7,81) vs (198,07 + 12,16) p <0,01, enquanto o grupo OST
apresentou as medidas de Glicose maiores quando comparado ao grupo NST (198,07 + 12,16)
vs (135,55 + 6,22) respectivamente p <0,001. Nao houve diferengas nas medidas de Glicose
entre animais normonutridos [tratado vs ndo tratado] (p >0,05). N&o houveram diferencas
significativas nos outros parametros bioguimicos analisados entre 0s grupos experimentais
[Tabela 5].

Com relagéo aos parametros hematoldgicos, os animais do grupo OCT apresentaram as
medidas de Plaquetas maiores em comparagdo aos animais OST (528,40 £ 79,38) vs (405,70
+ 50,59) p <0,0001, e o grupo OST apresentou as medidas de Plaquetas maiores quando
comparado ao grupo NST (405,70 + 50,59) vs (310,54 + 31,98) respectivamente p <0,0001.
N&o houve diferencas nas medidas de Plaquetas entre animais normonutridos [tratado] vs [ndo
tratado], nem entre animais normonutridos [n&o tratado] vs obesos [néo tratado] (p >0,05). N&o
houveram diferengas significativas nos outros pardmetros hematoldgicos analisados entre os

grupos experimentais.Valores expressos como media + erro padrdo da média [Tabela 6].
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Tabela 6. Efeito do uso combinado de NAL/BUP sobre o perfil hematoldgico.

Parametros NST NCT OSsT OCT P valor
Leucdcitos WBC (x103/uL) 385+ 0,50 379£039 543+0,40 501+0,79 p>0.05
Hemoglobina (g/dL) 1498+0689 140540272  1372+0437  14,24+0,629 p>0.05
Hematdcrito (%) 42761879  41,82+0897  41,12+1249  42,56+1,710 p>0.05
VCM (fL) 528240505 54,750,653 53,7 £ 0,671 53,92 + 0,474 p>0.05
HCM (pg) 18,50+0,363  18,42+0,321 17,95 + 0,431 18,06 + 0,346 p>0.05
CHCM (g/dL) 3501+0524 336340406  3343+0523 33,490,646 p>0.05
Plaquetas (x103/uL) 31054 +31,981 312,35+36,636 240570 +50594 52840+79,381  p<0.058°*
Neutrofilos (%) 1,51+0,198 1,520,245 2,11+0,368 1,76 +0,235 p>0.05
Linfécitos (%) 2,13+0,382 2,07 +0,232 3,07 0,330 2,84 +0,535 p>0.05
Mondcitos (%) 0,02 + 0,008 0,04 + 0,020 0,04 + 0,011 0,10 + 0,071 p>0.05
Eosinofilos (%0) 0,130,047 0,08 + 0,027 0,17 + 0,043 0,11 + 0,031 p>0.05
Basofilos (%) 0,10 + 0,051 0,06 + 0,020 0,04 + 0,010 0,18+ 0,143 p>0.05
MPV (%) 4,10 £0,229 3,82 + 0,056 3,80 + 0,067 3,78 £ 0,047 p>0.05
RDW (%) 1044£0256  11,49+0,202  11,45+0,366 11,98 + 0,550 p>0.05
RBC (%) 8,11 + 0,406 7,640,172 7,66 + 0,240 7,90 + 0,328 p>0.05

Normonutrido sem tratamento — NST (n= 10) e Normonutrido com tratamento — NST (n= 10), e obeso sem tratamento — OST
(n=10) e obeso com tratamento — OST (n= 10), que foram tratados com associa¢do de Naltrexona + Bupropiona NAL/BUP
(Img+20mg) ou agua destilada (1ml/kg). Os animais foram submetidos a dieta padrdo de biotério (normonutridos) ou dieta
ocidentalizada (obesos). Valores expressos como média * erro padrdo da média. Ttwo-way ANOVA para medidas repetidas
seguido por Bonferroni pds-teste com valor de significancia p< 0.05. Analisador automatizado hematol6gico Sysmex XT- 4000i
(Roche®). Universidade Federal de Pernambuco, Recife/PE. 2018.
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8 DISCUSSAO DOS RESULTADOS SUPLEMENTARES

No nosso estudo, a glicemia foi verificada utilizando dois métodos. A glicemia capilar,
que foi realizada em dois momentos: antes e depois do tratamento, com o propdsito de
verificar alteracdes nos valores durante esse intervalo de tempo proposto, e os valores
glicémicos que foram verificados durante as analises dos parametros bioquimicos.

No que concerne a glicemia de jejum, € bem estabelecida a relacdo entre 0 aumento de
tecido adiposo ao aumento dos niveis glicémicos ap6s inducdo por dieta hiperlipidica
(BUETTNER et al, 2006; FRALOUB et al, 2010; BUETTNER et al, 2007; BARNEA et al
2006). Esse aumento da glicemia provavelmente esta associado ao aumento da quantidade de
gordura corporal e também com aumento de horménios hiperglicemiantes: glucagon,
adrenalina, cortisol e horménio de crescimento (CARVALHEIRA et al.2002; NERY, 2008).

No nosso estudo, o uso combinado de NAL/BUP, reduziu a glicemia capilar nos animais
normonutridos [tratado vs ndo tratados], enquanto na analise bioquimica, revelou uma reducao
dos niveis séricos de glicose em animais obesos [tratado vs ndo tratados]. Esses achados sdo
consistentes com estudos anteriores, que indicam que a NAL/BUP melhoram o perfil glicémico
(HOLLANDER et al, 2013).

No nosso estudo, o uso combinado de NAL/BUP aumentou também as medidas da
massa relativa do figado entre animais obesos [tratado vs ndo tratados], mas ndo diferenciou
entre animais normonutridos [tratado vs ndo tratados]. Também n&o houve alteracBes nas
medidas de massa relativa dos rins tanto em animais normonutridos [tratado vs néo tratados],
guanto em animais obesos [tratado vs ndo tratados].

Achados de investigacGes anteriores sugerem que 0s sinais de toxicidade sistémica,
também podem se expressar pela alteragdo da massa relativa dos o6rgdos, alteraces
hematoldgicas e bioquimicas sanguineas (GONZALEZ, 2003).

De fato, em investigacdes anteriores, Silva et al (2015) e (Almeida et al, 2015)
constataram que os animais que foram alimentados com dieta hipercaldrica apresentaram um
maior peso hepético que o grupo controle.

Segundo Bogliolo (2011), o figado € o segundo maior 6érgdo do corpo, sendo
responsavel pelo processamento e armazenamento dos nutrientes absorvidos no trato digestivo.
O figado é um alvo principal de toxicidade, por ser um érgéo central no seu metabolismo. Este
orgdo é vulneravel a uma ampla variedade de agressfes metabdlicas, toxicas, microbianas,
circulatdrias e neoplésicas (ROBINS; COTRAN, 2005; CAMPOS et al. 2009).

Sabe-se que os rins s@o 0s Orgaos responsaveis pela manutencdo do volume e da

composicao do fluido extracelular de cada individuo dentro dos limites fisiol6gicos compativeis
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com a vida. Eles desempenham suas fungdes através da filtracdo glomerular, reabsorcao e
secre¢do tubular, levando a excrecdo das substancias indesejadas na urina. Além disso, 0s rins
secretam hormonios e exercem importante papel na regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico,
da osmolaridade e do equilibrio &cido-base (GUYTON; HALL, 2006; AIRES, 2008).

A composicdo bioquimica do soro sanguineo reflete de modo fiel a situagdo metabdlica
dos tecidos animais (GONZALEZ, 2003). Segundo Bernardes et al, (2004) e Fernandes et al,
(2004), os valores séricos de colesterol total e de triacilglicerdis podem aumentar apds o
recebimento de dietas com alta densidade energética.

Sabe-se que a hipercolesterolemia, nos animais, também pode indicar doenca hepatica
ou biliar, sindrome nefrética, diabetes mellitus, enquanto a hipocolesterolemia pode estar
associada, algumas vezes, a disfuncédo hepatica grave (MOTTA, 2003; KERR, 2003; MATOS;
MARTINS 2005).

No nosso estudo, ocorreu aumento modesto tanto de triglicerideos quanto do colesterol
HDL em obesos (tratados vs ndo tratados) embora sem refletir significancia estatistica. Estudos
anteriores mostraram que a combina¢do de NAL/BUP ocasionou aumento no colesterol HDL,
e diminuiu niveis de triglicerideos além de ocasionar melhorias sobre a taxa de glicose e
insulina (HOLLANDER, 2013; YANOVSKI; YANOVSKI et al, 2015; PAPA, et al, 2016)

Com relacdo aos parametros bioquimicos, nossos achados evidenciaram que 0 uso
combinado de NAL/BUP aumentou as medidas de Fosfatase alcalina (FAL) em animais obesos
[tratado vs ndo tratados], mas ndo diferenciou entre animais normonutridos [tratado vs n&o
tratados] e aumentou também as medidas de AST e em animais normonutridos [tratado vs ndo
tratados], mas ndo diferenciou entre animais obesos [tratado vs ndo tratados], embora tenha
havido um aumento em obesos, porém sem importancia estatistica.

Investigacdes anteriores indicam que as intoxicacdes medicamentosas geralmente
elevam acentuadamente 0s niveis das enzimas transaminases. A fosfatase alcalina (FAL) e a
ALT séo enzimas que se elevam quando ha lesdo das vias biliares. O figado produz a bile, que
é drenada pelas vias biliares (MOTTA, 2003; KERR, 2003; MATOS; MARTINS 2005;
THRALL, 2007). As andlises das enzimas transaminases (ALT e AST) e de FAL séo
importantes indicadores de lesdes nas células hepaticas (MARTIN et al. 1981; BRUNT, 2005).
As transaminases estdo amplamente distribuidas nos tecidos, a AST predomina no figado,
coragdo, musculo cardiaco, musculo estriado, rim e pancreas, a ALT no figado, rim e coracdo
e a FAL é encontrada em varios tecidos, com maiores concentracdes no figado, no epitélio do
trato biliar e nos 0ssos. A AST esta presente no citosol e na mitocondria dos hepatocitos. A

AST e ALT sdo considerados sensiveis indicadores de dano hepatocelular e dentro dos limites
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pode fornecer uma avaliacdo quantitativa do grau de danos sofridos pelos hepatocitos
(MILLER; GONCALVES, 1999; AL-HABORI et al. 2002). Em relacdo a FAL, geralmente
qualquer hepatopatia ativa pode aumentar os valores de FAL, mas as maiores elevacdes nos
niveis da enzima ocorrem nos casos de obstrucdo do trato biliar que pode ser induzida por
medicamentos. Portanto, essa enzima pode ser um marcador importante da atividade da
membrana plasmatica e do reticulo endoplasmatico durante tratamentos farmacologicos como
na combinacdo NAL/BUP e em algumas condicBes patoldgicas (MILLER; GONCALVES,
1999; SUGANAMI et al.,2009; CASTRO et al, 2011). N&o houve alteragdes significativas nos
outros parametros bioguimicos analisados entre 0s grupos experimentais.

Com relacao aos parametros hematologicos, os resultados de nosso estudo mostraram
gue o uso combinado de NAL/BUP aumentou as medidas de Plaquetas em animais obesos
[tratado vs ndo tratado], ndo apresentando diferengas entre animais normonutridos [tratado vs
ndo tratado]. N&o houve alteragdes nos outros parametros hematol6gicos analisados entre 0s
grupos experimentais. De acordo com Silva et al (2012), os parametros hematologicos sdo
importantes para o estudo de toxicidade medicamentosa, devido ao sistema hematopoiético ser
altamente sensivel as atividades dos agentes toxicos, como aqueles com potencial mutagénico
ou citotoxico. Esses agentes toxicos podem resultar em varias alteragfes, como qualitativas ou
quantitativas, transitérios ou permanente e ainda podem limitar a utilizacdo de medicamentos.

O sistema hemostatico normal resulta da interacdo precisa entre componentes das
paredes dos vasos, as plaquetas circulantes e proteinas do plasma. A ativacao ndo regulada do
sistema hemostéatico pode causar trombose ou embolismo, reduzindo o fluxo sanguineo a 6rgaos

criticos como o cérebro ou o miocardio (HANDIN, 1998).
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9 PERSPECTIVAS

O corpo de resultados que compde esta tese nos instiga a dar continuidade aos estudos

sobre os efeitos da combinacdo NAL/BUP sobre a via dopaminérgica do comportamento

alimentar. Tendo em vista ser este o primeiro trabalho realizado neste sentido, se faz necessario

investigacGes mais detalhadas e aprofundadas, buscando um maior entendimento das bases

neurobioldgicas e comportamentais associadas aos efeitos produzidos por essa associacao sobre

as vias relacionadas ao consumo heddnico e homeostatico. Com base nisto relacionamos abaixo

objetivos a serem abordados em estudos futuros envolvendo a temaética.

v

Investigar o efeito de NAL/BUP sobre a via de sinalizacdo dopaminergica, envolvendo
um periodo mais prolongado do consumo da dieta hipercalérica, envolvendo um
quantitativo maior de animais, além de um maior tempo para realizacdo do tratamento;
Investigar efeito de NAL/BUP sobre o sistema opioides, especialmente sobre o0s
receptores mu-opioides;

Investigar o efeito de NAL/BUP sobre perfil imunohistoquimico de neurdnios
imunorreativos para anti — Th, DRD1a e DRD2 e mu-opioides em areas relacionadas ao
comportamento alimentar;

Investigar a toxicidade aguda e crbnica da combinacdo de NAL/BUP sobre o perfil
comportamental, histolégico, bioquimicos e hematoldgicos em ratos obesos;

Investigar e correlacionar os efeitos da combinagdo de NAL/BUP sobre outras
estruturas relacionadas ao sistema de recompensa;

Investigar e correlacionar os efeitos da combinacdo de NAL/BUP sobre os niveis de
dopamine, leptina e grelina em &reas do cérebro relacionadas ao comportamento

alimentar.
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10 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo dos efeitos da associacao naltrexona e bupropiona sobre a via dopaminérgica
do comportamento alimentar no nucleo accumbens e estriado em ratos wistar obesos
demonstrou que as doses combinadas de NAL (1mg/kg) e BUP (20mg/kg) promove em ratos
obesos, aumento nos niveis de expressdo génica da enzima tirosina hidroxilase e de receptores
DRD:2 no estriado ventral e modifica o comportamento alimentar hed6nico, promovendo
reducdo na ingestdo caldrica, principalmente de alimentos palataveis, o que ocasiona a perda
de peso e de gordura corporal, reducdo das medidas do IMC e do indice de Lee e antecipacao
do comportamento de saciedade. Além disso, a combinacdo de NAL/BUP também promove

reducdo dos valores glicémicos e aumenta embora discretamente os niveis de colesterol HDL.
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ANEXO A - Oficio da Comiss&o de Etica em Experimentacdo Animal — CCS/UFPE

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil

_ fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
1\ fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 12 de fevereiro de 2015.

Oficio n® 11/15

Da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof®. Sandra Lopes de Souza
Departamento de Anatomia
Universidade Federal de Pernambuco
Processo n° 23076.053208/2014-57

Os membros da Comisséo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Efeito da associacdo naltrexona/bupropriona sobre
a via de sinalizacdo dopaminérgica do coportamento alimentar em ratos Wistar
obesos”.

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

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

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a

serem realizados.

Origem dos animais: Biotério do Departamento de Nutricao
da UFPE; Animais: ratos heterogénicos; Linhagem: Wistar;
Idade: 21, 60, 90 dias; Peso: 50, 220, 250g; Sexo: machos e
fémeas; N° total de animais: 54.
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