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RESUMO

O consumo de alimentos industrializados e altamente caléricos cresce a cada ano e,
consequentemente, o sobrepeso e a obesidade, atingindo taxas alarmantes e
tornando-se um dos principais problemas de saude publica. A inflamagao sistémica de
baixo grau é considerada uma caracteristica importante da obesidade e também de
varias de suas comorbidades, como diabetes tipo 2, sindrome metabdlica, além de
transtornos relacionados ao humor. O nivel elevado dos mediadores inflamatorios,
incluindo citocinas pro-inflamatérias, pode levar ao aumento da expressao da enzima
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e a subsequente formacgao de 6xido nitrico (NO).
No SNC, o NO desempenha um papel fundamental nos comportamentos relacionados
a ansiedade, depressao e compulsdo. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar
se 0 consumo crénico ou agudo de dieta rica em carboidratos (HC) modifica
comportamentos relacionados a ansiedade e compulsdo, e se os efeitos induzidos
pelo consumo de dieta HC sao decorrentes da exacerbagdo da sintese de NO.
Camundongos Balb/C machos receberam dieta padrdao ou HC durante 12 semanas
(experimento crbnico) ou 3 dias (experimento agudo). A dieta HC era composta de
40% de leite condensado, 40% de dieta padrao, 12% de acucar refinado e 8% de
agua. Inicialmente, observamos que o consumo crénico da dieta HC nao alterou os
efeitos reforgadores promovidos pela cocaina (15 mg/Kg) observados durante a
expressao da reposta de condicionamento no Teste de Condicionamento ao Lugar. No
entanto, esses animais apresentaram prejuizo na extingdo da resposta condicionada
em relacdo aos animais do grupo dieta controle. Posteriormente, observamos que o
consumo crénico, mas nédo agudo, de dieta HC promoveu comportamento tipo-
compulsivo, no teste de Marble Burying, e tipo ansiogénico, no teste de Hipofagia
Induzida pela Novidade. Observamos que a aminoguanidina (50 mg/Kg), um inibidor
preferencial da iNOS, reverteu as alteragdes comportamentais observadas apés o
consumo crénico da dieta HC. Esses efeitos foram acompanhados do aumento do NO
em estruturas encefalicas relacionadas a regulagao de tais comportamentos, como o
cortex pré-frontal, estriado e hipocampo (n&o significativo em relagdo ao grupo dieta
controle no Marble Burying). Tal exacerbacdo também foi atenuada pelo pré-
tratamento com aminoguanidina no nucleo estriado. A exposi¢cao aguda a dieta HC
nao elevou os niveis de nitrito nessas estruturas quando comparado ao grupo dieta
controle. Além disso, verificamos, através da técnica de Western Blotting, que o
consumo cronico de dieta HC promoveu aumento da enzima iNOS, mas nido da sua

isoforma neuronial (nNOS) no estriado e coértex pré-frontal, mas ndo no hipocampo,



além do aumento da ativagdo ou expressao de células microgliais nessas estruturas
encefalicas. Por fim, observou-se o aumento da liberagdo de glutamato de
sinaptossomas estriatais, sendo esse um dos mecanismos pelos quais o0 NO exerceria
seus efeitos sobre o comportamento. Tal efeito ndo foi observado em animais
submetidos ao consumo agudo da dieta HC. Em conjunto, os dados do presente
trabalho sugerem que o consumo crénico de dieta HC induz efeito tipo-compulsivo e
facilita a susceptibilidade ao estresse em comportamentos de ansiedade. Observa-se
ativagdo das células microgliais que, por sua vez, aumentam a expressao de iNOS,
resultando em aumento da producdo de NO e subsequente exacerbagdo da
neurotransmissdo glutamatérgica. E possivel que esse mecanismo esteja envolvido

nas alteragdes comportamentais observadas apds o consumo cronico da dieta HC.

Palavras-chave: sacarose, ansiedade, estresse, 6xido nitrico, micréglia



ABSTRACT

The consumption of ultra-processed and high-calorie foods increase every year. As
consequence, the overweight and obesity reaches alarming rates and becoming a
serious public health problem. Low-grade systemic inflammation is considered an
important characteristic of obesity and a characteristic of other comorbidities, such as
diabetes type 2, metabolic syndrome, as well as mood-related disorders. Inflammatory
mediators, including proinflammatory cytokines, upregulate inducible nitric oxide
synthase (iNOS), which in turn increases nitric oxide (NO) formation. In the central
nervous system, NO play a key role on anxiety, depressive and compulsive related
behaviors. Thus, the aim of the present study was evaluate whether the chronic or
acute consumption of a high carbohydrate (HC) diet impair anxiety- and compulsive-
like behaviors. Moreover, we also verified if the behavioral impairments induced by HC
diet consumption are due to the exacerbation of NO synthesis. Male Balb/C mice
received standard diet or HCD for 12 weeks (chronic protocol) or 3 days (acute
protocol). The HCD was composed of 40% condensed milk, 40% chow diet, 12%
refined sugar and 8% water. Initially, we observed that the chronic consumption of the
HC diet did not impair the reinforcing effects induced by cocaine injection (15 mg/Kg) in
the expression of the conditioning response in the Conditioning Place Preference Test.
However, they displayed an impairment in the extinction of the conditioned response
when compared to the control diet group. Moreover, the chronic, but not acute,
consumption of HC diet induced a compulsive-like behavior in the Marble Burying Test,
and anxiogenic-like behavior in the Novelty Suppressed Feeding test, and these effects
were inhibited by Aminoguanidine (50 mg/Kg), a preferential inhibitor of INOS. The
behavioral effects observed in Marble Burying Test and Novelty Suppressed Feeding
Test were positively correlated with an increase in nitrite levels in brain regions
responsible for these behaviors, such as the prefrontal cortex, striatum and
hippocampus (not significant in relation to the control diet group in Marble Burying test).
Herein, Aminoguanidine also decreased significantly the nitrite levels in the striatum.
Acute exposure to HC diet did not increase nitrite levels in these structures compared
to the control diet group. In addition, chronic HC diet consumption increased iNOS
levels, determined through the Western blotting analysis, in the striatum and prefrontal
cortex, but not in the hippocampus as compared to control diet group. No difference
between groups was observed to neuronal isoform (nNOS). Further, we also
observedan increase in the activation or expression of microglial cells in these brain

regions. Finally, glutamate release from striatal synaptosomes was higher in animals



chronically fed with HC diet as compared to control diet group independently of
calcium. These effects were not observed in animals acutely fed with HC diet. In
conclusion, we suggest that chronic HC diet consumption induces compulsive-like
behavior and increases stress vulnerability inducing anxiety-like behavior. It is possible
suggest that the mechanisms underlying such effects resulted from activation of the
microglial cells, which in turn increase the expression of iINOS, resulting in
exacerbation of NO. As consequence, the NO facilitates the glutamatergic

neurotransmission inducing the behavioral impairments.

Key words: sucrose, anxiety, stress, nitric oxide, microglia
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1 INTRODUGAO

1.1 Obesidade e sobrepeso

Ao longo das ultimas décadas, a prevaléncia da obesidade e sobrepeso tem
crescido em todo o mundo, atingindo taxas alarmantes e tornando-se um dos
principais problemas de saude publica em varios paises (Ng et al., 2014). Segundo a
Organizacao Mundial de Saude (2016), a obesidade mais que dobrou desde 1980 e,
em 2014, estimava-se que 39% da populacdo mundial adulta estava acima do peso e
13% eram clinicamente obesos. No Brasil, os numeros sao ainda maiores, pois 52,3%
da populagéo brasileira adulta estava acima do peso e que 17% era obsesa em 2015
(Vigitel, 2017).

A obesidade é uma doenca metabdlica, caracterizada pelo aumento de tecido
adiposo, além da presenga de alteracbes metabdlicas, resisténcia insulinica e
disfungdo autondmica (Beske et al., 2002; Fantuzzi, 2005). A obesidade é
classificadacom base no indice de massa corpérea (IMC), um indice simples que
relaciona peso e altura. Estabelece-se que individuos com sobrepeso apresentam IMC
entre 25 e 29,9 kg/m? e, em pessoas obesas, o IMC é maiorou igual a 30 kg/m? (OMS,
2016)

O ganho de peso envolve diversos fatores, consistindo em um fenémeno
sujeito a uma série de influéncias individuais e ambientais (Simon et al., 2006; Queiroz
et al., 2015) e, apesar do crescimento epidémico da obesidade e sobrepeso ser
complexo, o aumento de peso nas Ultimas décadas é atribuido as mudangas
ambientais e de comportamento da populagao (Scheers et al., 2012). Dentre os fatores
que contribuem para o expressivo aumento da obesidade na sociedade moderna,
acredita-se que o aumento do consumo de alimentos industrializados e altamente
caldricos seja uma das principais causas (Kilpi et al., 2014). Tais alimentos
caracterizam-se por alta densidade caldrica, além debaixo poder sacietdégeno e
elevado efeito hedbnico, favorecendo, assim, o aumento da ingestdo alimentar e
contribuindo para o desequilibrio energético (Drewnowski e Specter, 2004).

Associado ao aumento do consumo de alimentos altamente cal6ricos, o estilo
de vida moderno também favorece o ganho de peso a medida em que se observa
alteragdo nos padrdes de atividade fisica diaria da populagdo (Scheers et al., 2012;
Kilpi et al., 2014). Observam-se redugbes marcantes no gasto energético dos
individuos, com aumento do comportamento sedentario durante as ultimas décadas
(Owen et al., 2010; Scheers et al., 2012).
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Os dados sobre o aumento da taxa de obesidade e sobrepeso tornam-se
alarmantes, pois constituem fatores de risco para o desenvolvimento de doengcas como
o diabetes tipo 2, doengas cardiovasculares, alguns tipos de cénceres e sindrome
metabdlica (Arnold et al., 2016; Bhupathiraju e Hu, 2016; Ortega et al., 2016), além de
transtornos psiquiatricos, particularmente a depressao e a ansiedade (Konttinen et al.,
2014; Pereira-Miranda et al., 2017). Observa-se que o aumento de peso esta
relacionado a incapacidade funcional, reducdo da qualidade de vida e aumento da
mortalidade (Kolotkin et al., 2001; Zoico et al., 2004; Flegal et al., 2005).

1.2 Consumo de alimentos palataveis

Nas sociedades com habitos alimentares ocidentais, observa-se aumento do
consumo de sacarose per capta, popularmente conhecida como agucar, e observa-se
que o consumo de agucar excede as diretrizes energéticas mais do que qualquer outro
nutriente (Gross et al., 2004; Cordain et al., 2005; Morris et al., 2015). O excesso de
sacarose prejudica a sinalizagdo e ativagcdo de regides cerebrais que regulam a
resposta homeostatica relacionada a saciedade, contribuindo para o aumento da
ingesta e, consequentemente, ganho de peso corporal (Moran e Mchugh, 1981; Page
et al., 2013). Baseado em tais evidéncias, varios trabalhos associam o aumento da
obesidade ao aumento do consumo de sacarose (Olsen e Heitmann, 2009) e
relacionam, ainda, a maior susceptibilidadeadoengas cardiovasculares (Dinicolantonio
e Lucan, 2014), além de diabetes tipo 2 e sindrome metabdlica (Malik et al., 2010;
Sturt, 2011).

As preferéncias pelos alimentos contendo sacarose e lipidios sdo adquiridas
muito precocemente na vida e o desejo humano pelo sabor doce abrange todas as
idades, racas e culturas (Johnson et al., 1991; Liem e De Graaf, 2004; Drewnowski et
al.,, 2012). Em humanos, os dados sugerem que os alimentos mais provaveis de
desejo sao aqueles que contém elevado teor de lipidios, sacarose ou ambos
(Yanovski, 2003). E interessante destacar que, evolutivamente, as preferéncias
humanas por alimentos doces pode ter representado uma vantagem na sobrevivéncia,
uma vez que ajudava a orientar o comportamento alimentar em relagdo aos alimentos
que fornecem tanto energia quanto nutrientes essenciais (Drewnowski et al., 2012).

Estudos utilizando roedores mostram que alimentos palataveis, ricos nesses
nutrientes, apresentam efeito hedbnico e ativam o sistema neurobiolégico da
recompensa (Hajnal et al., 2004; Liang et al., 2006; Avena et al., 2008). A via
mesolimbica, a qual foi identificada como componente chave da recompensa, origina-

se em corpos celulares na area tegmental ventral, e os axdnios possuem projegdes
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estriatais para o nucleo accumbens e corticais (Gardner e Ashby, 2000). A ativacao
desse sistema é determinante para o efeito reforgcador de inUmeras classes de drogas
de abuso (Adinoff, 2004). Aléem disso, evidéncias sugerem que este mesmo circuito
também desempenha um papel importante nas recompensas naturais, incluindo os
alimentos (Martel e Fantino, 1996; Volkow et al., 2011). Nesse sentindo, observa-se
que o consumo de dietas palataveis induz aumento na taxa de disparos dos neurdnios
dopaminérgicos, e subsequente liberagdo de dopamina no nucleo accumbens (Hajnal
et al., 2004; Liang et al., 2006; Norgren et al., 2006).

Além da via mesolimbica, os alimentos palataveis interferem na atividade de
outras regides encefalicas (Souza et al., 2007; Li et al., 2012; Sharma e Fulton, 2013;
Krishna et al., 2015). Especificamente para a sacarose, a amigdala central apresentou
maior ativacdo, evidenciado pelo maior numero de células c-Fos positivas apds
consumo agudo desse nutriente (Li et al, 2012). Além disso, outras estruturas
limbicas, como cértex pré-frontal, podem ter sua fungao alterada pelo consumo crénico
de dieta rica em sacarose (Souza et al., 2007). Entretanto, o efeito prolongado da
exposicdo a essa dieta sobre outras estruturas encefalicas ainda € pouco explorado,

sendo relevante estudos que avaliem tal aspecto.

1.3 Modelos animais de obesidade, tecido adiposo e inflamagao

Varios modelos experimentais de obesidade sio utilizados como ferramentas
para a compreensdo da fisiopatologia da obesidade. Os modelos animais de
obesidade incluem, principalmente, modelos genéticos e induzidos por dieta, sendo
que a exposicao a dietas ricas em lipidios e/ou sacarose assemelha-se melhor ao
estado de obesidade em seres humanos (Lutz e Woods, 2012).

Animais alimentados cronicamente com alimentos com elevado teor de lipidios
ou carboidratos, duas importantes fontes de calorias, desenvolvem aumento da
adiposidade, evidenciado pelo aumento de deposi¢ao de tecido adiposo branco, além
de disturbios metabdlicos associados a essa condi¢ao (Lumeng et al., 2007; Oliveira et
al., 2013). Dessa forma, dietas ricas nesses nutrientes sdo amplamente utilizadas em
ensaios experimentais de obesidade ou sobrepeso, pois promovem, além da
expansao de tecido adiposo, um processo inflamatdrio sistémico cronico e de baixo
grau, compativel com tais condigbes em humanos (Lumeng et al., 2007; Oliveira et al.,
2013). De fato, em humanos observa-se uma correlagao positiva entre marcadores
pré-inflamatdrios, como interleucina-6 (IL-6) e proteina C reativa (PCR) e o indice de
massa corporea, sendo que esse aumento ndo estd necessariamente relacionado a
obesidade per se (Luft et al., 2013).
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Os modelos animais de obesidade induzidos por consumo crdnico de dieta rica
em lipidios ou pelo consumo de alimentos palataveis, ricos em lipidios e carboidratos,
como a dieta de cafeteria, induzem aumento de adiposidade associado ao aumento de
peso corporal (Sampey et al., 2011). Entretanto, o modelo de consumo de dieta rica
em carboidratos, diferentemente, ndo promove alteracdo do peso corporal, por ser
isocalorica em relagdo a dieta controle, porém, observa-se a inducdo de uma rapida e
sustentada expansdo do tecido adiposo (Oliveira et al., 2013). O aumento da
adiposidade nesses modelos esta associado a disfungdo metabdlica, evidenciada por
hiperglicemia, hiperlipidemia, intolerancia a glicose, resisténcia a insulina e alteragdes
nos niveis circulantes de adipocinas (Lin et al., 2000; Sampey et al., 2011; Oliveira et
al., 2013). Além disso, no modelo de consumo crénico de dieta rica em carboidrato,
demonstrou-se a ocorréncia de um processo inflamatério de forma rapida, apés um dia
de exposicao a dieta, e que se mantém apds consumo crénico (Oliveira et al., 2013). A
resposta inflamatdria que emerge nesse modelo € demonstrada pelo aumento de
citocinas em tecidos como o figado, tecido adiposo e intestino (Hyodo et al., 1989;
Ferreira et al., 2011; Oliveira et al., 2013; De Oliveira et al., 2015).

O papel tradicional atribuido ao tecido adiposo branco é o armazenamento de
energia, liberando acidos graxos, quando necessario (Trayhurn e Beattie, 2001).
Entretanto, o papel fisiolégico desse tecido € complexo, envolvendo, por exemplo,
isolamento térmico e protegdo mecanica (Trayhurn e Beattie, 2001). Além disso, esse
tecido possui papel enddcrino reconhecido por sua fungdo de sintetizar e liberar
adipocinas, como a leptina, e citocinas pro-inflamatérias, como IL-6 e TNF-a (Aguilar-
Valles et al., 2015). Assim, sugere-se que o tecido adiposo pode ser a fonte primaria
dos mediadores pro-inflamatérios e a ligagdo entre inflamagdo e a disfungao
metabdlica observada nos modelos animais de obesidade e em humanos (Bourlier e
Bouloumie, 2009; Luft et al., 2013; Oliveira et al., 2013). De fato, ha evidéncias de que
o0 aumento da sintese de mediadores inflamatdrios a partir do tecido adiposo & fator
que contribui para o desenvolvimento de disturbios metabdlicos, incluindo dislipidemia,
resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 (Wang et al., 2012; Habib et al., 2017), além de
sintomas de ansiedade e depressao (Wiltink et al., 2013; Hiles et al., 2016) e
alteragdes comportamentais em roedores (Dutheil et al., 2016).

Assim, as evidéncias atuais apoiam que a inflamacdo pode ser um fator
importante na relagéo bidirecional entre a obesidade e os transtornos de humor. Esta
sugestao baseia-se na observagcdo de que a inflamagéo cronica de baixo grau esta
implicada na fisiopatologia tanto dos transtornos mentais quanto da obesidade
independentemente (Gondim et al.,, 2015; Reus, Fries, et al., 2015). E interessante

destacar que, apesar das patologias que afetam o SNC apresentarem diferentes
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etiologias e bases fisiopatoldgicas, elas compartiham o um componente

neuroinflamatério comum (Raz et al., 2016).

1.4 Inflamacgao: possivel relagao entre obesidade e alteragées comportamentais

Dentre as principais consequéncias secundarias a obesidade, os transtornos
mentais recebem destaque, visto que a associagdo entre essas condigdes
sdoconstantemente observadas. No inicio do século XX, acreditava-se amplamente
que a obesidade estava intimamente associada com certos disturbios psiquiatricos.
Porém, essa observacado partia apenas de relatos de casos de pacientes em
psicoterapia, ndo havendo, até entdo, estudos consistentes e com rigor metodoldgico
(Moore et al., 1962). Assim, Moore et al. (1962) apresentaram dados epidemioldgicos
confirmando, pela primeira vez, essa forte associacao.

Os dados recentes mostram um aumento concomitante da obesidade e
sobrepeso e da incidéncia de patologias do sistema nervoso central (SNC), tais como
deméncia, acidente vascular cerebral, doengca de Alzheimer, além dos disturbios
psiquiatricos, principalmente depressdo e ansiedade (Guillemot-Legris e Muccioli,
2017; Pereira-Miranda et al., 2017). Sugere-se que os pacientes obesos representam
a populagdo mais propensa a desenvolver tais disturbios (Bruce-Keller et al., 2009).
Ainda, a incidéncia de obesidade é maior entre os pacientes com transtornos
psiquiatricos, incluindo depressao, ansiedade, transtorno bipolar e esquizofrenia em
relagao a populagédo em geral (Fiedorowicz et al., 2008; Lopresti e Drummond, 2013).

De fato, a obesidade esta associada a um aumento de aproximadamente 25%
nas probabilidades de transtornos de humor e ansiedade (Simon et al., 2006). Nesse
amplo estudo epidemioldgico, verificou-se maior risco de ocorréncia de transtornos de
ansiedade em homens obesos, incluindo transtorno de pénico e transtorno de
ansiedade generalizada (Simon et al., 2006). Além disso, Cilli et al. (2003) observaram
que os sintomas de ansiedade mostraram associagdo positiva com a obesidade e
sugeriram que a obesidade € uma condicao clinica que predispde ao desenvolvimento
de disturbios afetivos clinicamente relevantes (Cilli et al., 2003). Outro estudo mostrou
associagcées entre obesidade e transtornos de ansiedade em mulheres, porém,
embora estatisticamente significativos, os autores apontam para uma modesta relagcao
que ocorre principalmente na obesidade severa (Scott et al., 2008).

Em modelos animais, propde-se que as dietas palataveis levam a diversos
efeitos sobre o comportamento (Dutheil et al., 2016; Vinuesa et al., 2016). Ha
evidéncias de que o consumo de dietas palataveis resulta em alteracbes nas

respostas a psicoestimulantes, mostrando uma menor resposta aos efeitos
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reforcadores da cocaina no modelo de condicionamento ao lugar apdés o consumo
cronicode dieta hiperlipidica (Thanos et al., 2010; Morales et al., 2012). Por outro lado,
a exposicao intermitente a dietas ricas em lipidios ou sacarose induzem
comportamento de compulsdo alimentar e consequente aumento da atividade
locomotora em resposta a psicoestimulantes (Avena e Hoebel, 2003; Yasoshima e
Shimura, 2015; Blanco-Gandia et al., 2017). Além disso, no teste de Marble Burying,
animais alimentados cronicamente com dieta hiperlipidica apresentaram aumento do
comportamento de enterrar esferas, sugerindo comportamento relacionado a
compulsdo nesse modelo (Krishna et al., 2015; White et al., 2016).

Apds consumo crénico de dieta hiperlipidica observa-se, ainda, que os animais
apresentam resposta exagerada ao estresse de injecdo intraperitoneal de solucéo
salina, além de liberacdo aumentada de corticosterona (Legendre e Harris, 2006).
Além disso, demonstrou-se, que a dieta hiperlipidica induz comportamentos
agressivos em ratos e camundongos machos (Hilakivi-Clarke et al., 1996; Buchenauer
et al., 2009), mesmo que a dieta seja isocaldérica (Hilakivi-Clarke et al., 1996).
Adicionalmente, apds exposigcdo crbnica a dieta rica em lipidios, os animais exibem
nivel mais elevado de ansiedade, observado em fémeas expostas ao teste de
transicao claro-escuro (Sivanathan et al., 2015) e em machos submetidos ao teste de
labirinto em zero elevado (Almeida-Suhett et al., 2017).

Ha poucos dados na literatura acerca do efeito de alimentos ricos em sacarose
sobre comportamentos relacionados ao humor, denotando a importancia de estudos
que explorem tal relagédo. Dentre os trabalhos da literatura, Souza et al. (2007)
verificaram que, de forma semelhante as dietas hiperlipidicas, o consumo crénico de
uma dieta enriquecida com sacarose leva ao aumentoda ansiedade em roedores,
associado ao estresse oxidativo no cortex pré-frontal (Souza et al., 2007).

Além disso, recentemente, em um trabalho publicado por nosso grupo de
pesquisa, observou-se que o consumo cronico de dieta rica em carboidrato altera o
comportamento de roedores quando esses sdo expostos a situagdes de estresse,
evidenciando um efeito de maior susceptibilidade ao estresse nesses animais (Santos
et al., 2016). Entretanto, o mecanismo envolvido nesse efeito da dieta rica em
carboidrato sobre o comportamento e, além disso, se essa dieta altera outros tipos de
comportamento, como aqueles relacionados a compulsdo, ainda permanecem por
serem elucidados.

Propbem-se que na obesidade a inflamagdo seja o provavel mediador das
alteragdes de comportamento em roedores, e dos disturbios psiquiatricos em seres
humanos. Em modelos animais de obesidade, observa-se que o consumo crénico de

dietas palataveis leva ao aumento de mediadores inflamatérios no SNC, onde o
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consumo de dieta hiperlipidica promove ruptura da fungéo vascular cerebral (Lynch et
al.,, 2013), além de aumento da expressdo de fatores de transcrigdo e enzimas
envolvidos no processo inflamatério, como fator nuclear k-B (NF-kB) e cicloxigenase 2
(COX2) (Zhang et al., 2005), além do aumento de citocinas pro-inflamatérias (Dutheil
et al., 2016; Almeida-Suhett et al., 2017). Ha evidéncias, ainda, de que uma dieta
padrdo suplementada com sacarose na agua dos animais € capaz de induzir a
ativacdo da via ativada pelo NF-kB e subsequente expressdo de mediadores pro-
inflamatdrios no hipocampo apds apenas 8 dias (Beilharz et al., 2016). Porém, ndo ha
dados na literatura mostrando se o consumo cronico de uma dieta rica em sacarose
induz alteragdes neuroinflamatorias.

Interessantemente, Almeida-Suhettet al. (2017) mostraram que o
comportamento ansiogénico induzido pelo consumo de dieta hiperlipidica correlaciona-
se positivamente com os niveis de interleucina-18 (IL-1p) na amigdala (Almeida-Suhett
et al., 2017). Além disso, animais submetidos cronicamente a dieta hiperlipidica
apresentam maior susceptibilidade aos efeitos comportamentais da administragao do
lipopolissacarideo bacteriano (LPS), uma potente endotoxina bacteriana que promove
a sintese de citocinas pré-inflamatérias (Andre et al., 2014).

Além da obesidade, propde-se que os transtornos psiquiatricos, incluindo a
depressao e transtornos de ansiedade, sdo condi¢des inflamatdrias cronicas de baixo
grau caracterizadas por aumento dos niveis circulantes de citocinas pro-inflamatdrias,
como IL-6 e TNF-a, e PCR (Fluitman et al., 2010; Pace e Heim, 2011; Vogelzangs et
al., 2013; Haapakoski et al., 2015; Passos et al., 2015; Eyre et al., 2016). Essa
hipotese é sustentada pelo fato de que doengas associadas a inflamacgdes crénicas ou
alteracdes imunologicas, incluindo obesidade, diabetes, artrite reumatoide e lupus
apresentam-se como fatores de risco importantes para transtornos psiquiatricos, como
depressao, transtorno afetivo bipolar e ansiedade (Nery et al., 2008; Najjar et al., 2013;
Smith et al.,, 2013). Adicionalmente, a administracdo crénica de citocinas, como o
interferon-a, para o tratamento de canceres resistentes a radioterapia e quimioterapia
ou para o tratamento de infecgbes virais crénicas, como a hepatite C, resultam em
sintomas depressivos em até 50% dos pacientes (Dantzer e Kelley, 2007). Dessa
forma, a regulagcao neuroimune parece desempenhar um importante papel em muitos
aspectos da saude mental humana (Sominsky et al., 2015).

Em roedores, a administracdao de LPS causa alteracbes no comportamento,
resultando em redugédo do consumo alimentar, anedonia, reducdo do comportamento
social e comportamentos relacionados a depressdo (Abraham e Johnson, 2009;
Tomaz et al., 2014; Le Thuc e Rovere, 2016). Indica-se que a administragao sistémica

de LPS induz o aumento da expressdo de mediadores inflamatdrios no cérebro,
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incluindo IL-1B e TNF-a (Breder et al., 1994; Ventorp et al., 2017), duas principais
citocinas pré-inflamatérias envolvidas no comportamento de “sickness behavior”
(Dantzer et al., 2008). Adicionalmente, experimentos farmacologicos demonstraram
que a administracio sistémica de IL-1f e TNF-a altera o comportamento de maneira
dose-dependente (Dantzer, 2001).

Mais recentemente, mostrou-se que as respostas de ansiedade induzidas pelo
estresse também sdo mediadas pela inflamagao (Wohleb et al., 2014). Sabe-se que a
exposicao ao estresse resulta em alteracdo na producao de citocinas, criando um perfil
pro-inflamatdério (Salim et al., 2012; Patki et al., 2013). As respostas neuroenddcrinas e
simpaticas ao estresse promovem o trafico de mondcitos para o cérebro e
exacerbacdo do processo de ativacdo microglial, contribuindo para os efeitos
comportamentais do estresse (Wohleb et al., 2014).

Vérias sdo as vias pelas quais as citocinas podem influenciar o
comportamento, incluindo efeitos sobre a neurotransmissao, atividade neuroenddcrina,
plasticidade neural e alteragbes dos circuitos cerebrais (Capuron e Miller, 2011). A
desregulacao imune esta associada a alteragdes na neurotransmissdo cerebral,
evidenciado pela reducdo da sinalizagdo serotoninérgica e dopaminérgica e aumento
da neurotransmissao glutamatérgica (Kitagami et al., 2003; Frenois et al., 2007). Além
disso, observa-se hiperativacdo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal, com alteragdes
nos niveis séricos de corticosterona (Gadek-Michalska et al., 2013) e redugado da
neurogénese (Kuzumaki et al., 2010).

A etiologia especifica para o processo inflamatdrio nos transtornos psiquiatricos
ainda permanece elusiva, porém varias hipoteses sdao aventadas para explicar tal
ocorréncia. Dentre elas, recentemente, é proposto que o aumento de mediadores
inflamatérios, como TNF-a e PCR em pacientes com depressao esta relacionado, pelo
menos em parte, com a obesidade, e ndo com a depressao per se (Shelton et al.,
2015). Além disso, corroborando esses dados, observou-se niveis aumentados de
diversos mediadores inflamatdrios, como IL-5, IL-12, IL-13, e TNF-a, em participantes
obesos deprimidos quando comparado com individuos também deprimidos, porém,
nao obesos (Schmidt et al., 2014).

1.5 Micréglia

A micréglia representa um componente essencial da resposta imune inata
cerebral (Kalkman e Feuerbach, 2016). Em condicdes fisiolégicas, essas células sao
importantes para o reconhecimento do patégeno, além de remocgdo de neurdnios

apoptéticos, remodelamento sinaptico e regulacao dos niveis de neurotransmissores
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(Tremblay et al., 2011; Boche et al., 2013). Entretanto, o processo de ativagao
microglial esta envolvido na fisiopatologia de disturbios neurolégicos, psiquiatricos e
também da obesidade (Haarman et al, 2014; Bocarsly et al., 2015; Brites e
Fernandes, 2015; Chiarini et al., 2016).

Iba-1 € uma proteina ligadora de calcio especifica da microglia, ndo expressa
por neurbnios e outras células glias, e é essencial para o processo de ativagao
microglial (Imai e Kohsaka, 2002). As células microgliais, quando ativadas por
sinalizadores inflamatorios, liberam uma série de mediadores inflamatdrios, incluindo
citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico
(NO), resultando no processo de neuroinflamagao (Barger et al., 2007; Chesnokova et
al., 2016).

A neuroinflamagédo é considerada como um processo onde ha ativacao de
células gliais, nao resultando, necessariamente, no recrutamento de células imunes
periféricas (Guillemot-Legris e Muccioli, 2017). Nos transtornos psiquiatricos, acredita-
se que o processo inflamatério cronico e o estresse oxidativo promovama ativagao de
células microgliais (Reus, Fries, et al., 2015). Estudos postmortem evidenciam o
aumento da ativagdo microglial em pacientes com transtornos psiquiatricos, incluindo
esquizofrenia (Radewicz et al., 2000) e depressao (Torres-Platas et al., 2014), além de
maior densidade microglial nesses transtornos (Steiner et al., 2008). Diversas
condigbes neurolégicas também sdo marcadas pelo processo de ativacdo dessas
células, como doenga de Parkinson, Alzheimer e Esclerose lateral amiotrofica (Mcgeer
et al., 1988; Egensperger et al., 1998; Weydt e Moller, 2005).

Em roedores, submetidos a diferentes situacdes de estresse, observa-se
ativagdo microglial no cortex pré-frontal, amigdala e hipocampo, resultando em
prejuizo da plasticidade sinaptica nessas regides (Lisboa et al., 2016). As respostas
comportamentais ao estresse crénico sao decorrentes das alteragcdes na fisiologia
microglial que contribuem para respostas neurobioldgicas mal adaptativas subjacentes
as alteragdes comportamentais induzidas pelo estresse (Hinwood et al., 2012; Kreisel
et al., 2014). Nesse contexto, a integracdo da sinalizagdo induzida pelo estresse é
facilitada no encéfalo pela micrdglia, que modula as respostas neurais e endécrinas ao
estresse, promovendo as alteragbes comportamentais relacionadas (Wohleb et al.,
2014). Ha evidéncias de que a ativagdo microglial em modelos animais de estresse
resulta em ativagao do eixo hipotalamico-hipdéfise-adrenal através da liberacao de IL-
1B no hipotalamo, reforcando o comportamento relacionado ao estresse (Goshen e
Yirmiya, 2009).0 processo de ativagdo microglial pode resultar, ainda, na

excitotoxicidade glutamatérgica, uma vez que reduz a expressao dos transportadores
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de glutamato nos astrécitos, causando um aumento extracelular desse
neurotransmissor (Takaki et al., 2012).

As pesquisas tém sido direcionadas, nos ultimos anos, para a avaliagdo da
inibigdo microglial sobre o comportamento. O tratamento com minociclina, um
antibiotico com efeito de reduzir os comportamentos relacionados a depressao em
roedores, € capaz de inibir a ativagdo microglial ereduzircitocinas pro-inflamatérias, a
ativagdo da indoleamina-2,3-dioxigenase e o estresse oxidativo (Shen et al., 1999;
Henry et al., 2008; Reus, Abelaira, et al., 2015). Em modelos de estresse, o prejuizo
cognitivo e o efeito ansiogénico do estresse podem ser revertidos pelo tratamento com
minociclina (Hinwood et al., 2012; Levkovitz et al, 2015), assim como os
comportamentos positivos e negativos e déficits cognitivos relacionados a
esquizofrenia (Monte et al., 2013).

O interesse em avaliar como as células gliais poderiam participar da
fisiopatologia da obesidade foi iniciado pelos estudos que mostraram a inducédo de
processo inflamatério no hipotalamo em resposta a dieta hiperlipidica e ativagao
microglial nessa estrutura (Thaler et al., 2012; Gao et al., 2014; Chowen et al., 2016).
Observou-se que, na obesidade, as células microgliais apresentam um estado pré-
inflamatério no ndcleo arqueado do hipotalamo, um importante nucleo hipotalamico
que regula a homeostase energética (Thaler et al., 2012; Gao et al., 2014) e que, tanto
em humanos quanto em roedores, a obesidade esta associada a injuria neuronal
nessa estrutura envolvida no controle do peso corporal (Thaler et al, 2012).
Interessantemente, o tratamento com drogas que promovem reducdo da ativagéo
microglial no nucleo arqueado do hipotalamo resulta em menor ingestdo alimentar,
reducdo do ganho de peso corporal e da adiposidade de animais expostos
cronicamente a dieta hiperlipidica (Gao et al., 2014; Andre et al., 2017).

Além disso, dados mais recentes mostraram que o consumo crénico de dieta
hiperlipidica leva a ativacado dessas células ndo s no hipotdlamo, mas também em
estruturas limbicas, tais como hipocampo e coértex pré-frontal, podendo ser um dos
fatores mediadores das alteracbes comportamentais observadas nesses animais
(Bocarsly et al., 2015; Vinuesa et al., 2016).

Baseado em tais evidéncias, observa-se o importante papel das células
microgliais na fisiopatologia tanto da obesidade, quanto dos transtornos psiquiatricos e
do efeito da dieta hiperlipidica em mediar o processo de ativagdo dessas células.
Entretanto, ndo ha dados mostrando se o consumo de dieta rica em carboidratos
altera também o perfil de ativagdo dessas células, denotando a relevancia de estudos

dirigidos para esse objetivo.
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1.6 Oxido Nitrico

O NO é um composto gasoso produzido a partir da conversao de L-arginina a
L-citrulina. Sua producao é regulada, constitutivamente, por duas enzimas, a oxido
nitrico sintase neuronial (NNOS) e a endotelial (eNOS) e, em condi¢des patoldgicas,
como na inflamagéo, altos niveis de NO sdo produzidos a partir da atividade da
enzima o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (Bredt, 1999). Esse gas modula diversas
funcdes fisioldgicas essenciais em varios sistemas, incluindo o SNC (Yamamoto et al.,
2015). Embora seja um mediador neuronal fisiolégico, sua produgéo excessiva esta
relacionada com comportamentos de ansiedade e depressado e na fisiopatologia de
doengas neurodegenerativas (Deep et al., 2016; Gammoh et al., 2016; Seneviratne et
al., 2016).

As isoformas constitutivas da NOS sdo ativadas em resposta ao aumento
intracelular das concentragdes de calcio gerado, por exemplo, pela despolarizagao da
membrana do neurbnio ou pela ativagdo do endotélio por receptores da acetilcolina
(Coleman, 2001). Por outro lado, a isoforma induzivel da NOS se liga a calmodulina
em baixas concentragdes intracelulares de calcio devido a diferengana estrutura
proteicado sitio de ligagdo a calmodulina, o que confere alta afinidade pela enzima
(Forstermann e Sessa, 2012). Assim, uma vez expressa, o0 iINOS esta constantemente
ativa, pois nao tem sua funcéo regulada pelas concentragdes intracelulares de calcio
(Forstermann e Sessa, 2012).

A expressao da enzima iNOS é estimulada porsinais inflamatérios, como LPS e
citocinas, tais como IL-1 e TNF-a(Luss et al., 1995; Weinberg et al., 1995; Adams et
al., 2002). De fato, demonstrou-se que o TNF-a leva ao aumento da sintese de iINOS
via NF-kB no cortex cerebral de ratos expostos ao estresse de restrigdo (Madrigal et
al., 2002). H4 uma fase de atraso de varias horas entre a ativagéo celular e a
producao de NO pela iINOS, refletindo o tempo necessario para a sintese proteica
(Luss et al., 1995; Semmler et al, 2005). Um estudo mostrou um aumento da
expressao de iNOS 12 horas apds a injegao intrahipocampal de LPS e interferon-y,
sendo o pico de expressédo apos 24 horas (Hartlage-Rubsamen et al., 1999). Nesse
estudo, essa enzima foi exclusivamente expressa pelas células microgliais (Hartlage-
Rubsamen et al., 1999). Em contraste com as outras isoformas da NOS, a iNOS gera
altas concentragdes de NO e este nivel de sintese é mantido por horas, dias ou mais,
dependendo da taxa de expressdo dessa enzima nas células ou tecidos (Coleman,
2001).

O NO tem mudltiplos alvos no cérebro, sendo a forma soluvel da guanilato-

ciclase o alvo mais extensamente caracterizado (Denninger e Marletta, 1999). O NO
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liga-se a guanilato ciclase, enzima responsavel pela produ¢do de monofosfato ciclico
de guanosina (GMPc) e, através do GMPc, induz uma cascata de sinalizagao a partir
da ativagdo da proteina quinase G (PKG), expressando seus efeitos (Nakane, 2003;
Wang et al., 2005). No SNC, essa enzima age sobre diversos substratos, regulando
diversos processos da neurotransmissao, neurosecre¢cdo e plasticidade sinaptica
(Wang et al, 2005; Calabrese et al, 2007), incluindo a neurotransmissédo
glutamatérgica (Wang et al., 2005; Calabrese et al., 2007; Mallozzi et al., 2009; Wang
et al., 2013).

Além disso, o NO esta envolvido no estresse nitrosativo. Condigcbes
patoldgicas, tais como eventos inflamatérios, envolvem o aumento da produgao de NO
a partir da iNOS, além da producgdo de espécies reativas de oxigénio, resultando na
formacéao de peroxinitrito, um potente agente oxidante (Calabrese et al., 2007; Chen et
al., 2015).

Assim, propde-se que a baixa concentracao de NO liberado constitutivamente
apresenta efeitos benéficos, mediando e protegendo a atividade dos neurdnios no
SNC (Dzoljic et al., 2015). Por outro lado, altas concentragcdes de NO pode ser
significativamente prejudicial, gerando efeitos neurotéxicos importantes, estando
envolvido na fisiopatologia de diversas doengas neuroldgicas e psiquiatricas (Dzoljic et
al., 2015).

Ha uma série de evidéncias que comprovam que a transmissdo nitrérgica
controla os estados emocionais relacionados a ansiedade e depressao possivelmente
facilitando-os (Guimaraes et al., 1994; Guimaraes et al., 2005). A administracéo de
doadores de NO e consequente aumento da neurotransmissao nitrérgica em regioes
cerebrais relacionadas com comportamentos aversivos promove efeito do tipo
ansiogénico (Braga et al., 2009; Costa et al., 2016). Além disso, animais submetidos a
situagdes de estresse apresentam aumento significativo da expressdo de nNOS e
INOS em regides encefalicas relacionadas as reagdes de ansiedade (De Oliveira et al.,
2000; Peng et al., 2012; Vila-Verde et al., 2016). Estudos em humanos apontam para
um aumentodos niveis de metabdlitos de NO em amostras de pacientes que tentaram
suicidio (Lee et al., 2006). Além disso, estudos post mortem identificaram maior nivel
da enzima iINOS no cdrtex frontal de pacientes com transtorno bipolar (Rao et al.,
2010).

Reforcando as evidéncias supracitadas, o tratamento farmacoldgico com
inibidores seletivos das enzimas iINOS e/ou nNOS atenua as alteragbes
comportamentais induzidas pelo estresse (Guimaraes et al., 1994; De Oliveira et al.,
1997; Montezuma et al., 2012; Aguilar-Valles et al., 2015) e pela administracao de LPS

(Tomaz et al., 2014), além de exercer efeitos neuroprotetores em modelos animais de
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disturbios neurolégicos, como isquemia cerebral (Mesenge et al., 1996) e doenca de
Parkinson (Hantraye et al., 1996). Ainda, farmacos utilizados na clinica para
tratamento da depressdo e esquizofrenia podem mediar seus efeitos, parcialmente,
por reduzirem a sintese de iINOS e, consequentemente, a exacerbagdo da producgao
de NO (Ribeiro et al., 2013; Zhu et al., 2016). Dessa forma, esses dados fortalecem a
hipétese do envolvimento do NO em diversas condigdes patologicas que acometem o
SNC.

Em individuos obesos, assim como em modelos animais de obesidade,
observam-se niveis plasmaticos aumentados dos produtos do metabolismo do NO
(nitrito/nitrato), sugerindo um aumento da producéo desse mediador na obesidade
(Ghasemi et al., 2013; Stanimirovic et al., 2016). Além disso, em modelos animais de
obesidade, observa-se aumento da expressdo da iINOS em varios 6rgaos, como
figado, rim, e, no SNC, no hipotalamo (Morley et al., 1995; Fujimoto et al., 2005; Sherif,
2014). Sabe-se que a leptina, assim como as citocinas pré-inflamatérias, conforme
discutido anteriormente, podem elevar as taxas de producdo de NO em decorréncia do
aumento da expressao da enzima iNOS (Joffin et al., 2012; Procaccini et al., 2016).

Dessa forma, baseado nas evidéncias do processo inflamatério na obesidade e
consequente aumento da producdao de NO, além do envolvimento do NO nas
respostas de ansiedade e estresse, é possivel que as alteracbes comportamentais em
decorréncia da obesidade estejam relacionadas a maior expressao de iNOS e
consequente aumento da transmissao nitrérgica em areas relacionadas ao humor,

sendo relevante estudos que explorem tal relacio.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Testar a hipotese de que o consumo agudo ou crénico de uma dieta rica em
carboidrato (HC) promovera alteragcbes comportamentais relacionadas a compulsao e
ansiedade em decorréncia da exacerbagao da via do 6xido nitrico em areas cerebrais

responsaveis pelo controle neural desses comportamentos.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar se 0 consumo de dieta HC altera o comportamento nos testes de
Preferéncia Condicionada ao Lugar, Marble Burying, Labirinto em Zero Elevado
e Hipofagia Induzida pela Novidade;

e Verificar se as alteragdes comportamentais observadas apds o consumo de
dieta HC estao relacionadas com o aumento de 6xido nitrico, seja através dos
niveis de nitrito ou através da expressao das isoformas neuronial e induzida da
enzima oxido nitrico sintase no cortex pré-frontal, estriado e hipocampo;

o Verificar se o bloqueio farmacolégico da via do oxido nitrico reverte as
alteragbes comportamentais e neuroquimicas promovidas pelo consumo da
dieta HC;

e Verificar se 0 consumo cronico de dieta HC altera o niumero e a ativagao de
células microgliais no cortex pré-frontal, estriado e hipocampo;

e \Verificar se o consumo de dieta HC altera a liberagdo de glutamato de

sinaptossomas estriatais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Balb/C com idades de 4-5
semanas, para experimento cronico, ou 16-17 semanas, para experimento agudo,
provenientes do Centro de Bioterismo da UFMG (CEBIO — UFMG). Os animais foram
mantidos em ambiente controlado, rac&o e agua ad libitum e com ciclo claro-escuro de
12 horas. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Experimentagdo Animal da
UFMG (CETEA/UFMG): protocolo de numero 110/2010.

3.2 Dieta Experimental

A dieta experimental utilizada foi a dieta rica em carboidrato (HC), preparada na
seguinte proporcao: 40% de leite condensado, 40% de dieta comercial para roedores
(NUVILAB), 12% de agua e 8% de acucar refinado. Dentre a composicao total de
carboidratos na dieta, 30% corresponde a sacarose (Tabela 1) (Oliveira et al., 2013).
Para a preparacao da dieta HC, obteve-se o p6é da racdo comercial, acrescentou-se
agua, agucar e leite condensando (Nestle®) e misturaram-se os ingredientes até obter
uma massa homogénea. Em seguida, os pellets foram confeccionados manualmente e
congelados em -20°C até a utilizagao. A dieta HC foi utilizada em até um més apds o

seu preparo.

Tabela 1- Composicao Nutricional das dietas controle e rica em carboidratos (HC)

Dieta Controle Dieta HC
Composicao g (%) g (%)
Proteina 26,3 17,5
Carboidratos 55,6 64,8
Sacarose 8,0 30,0
Gordura 2,6 50
Kcallg 4,0 4.4

(Oliveira et al., 2013)
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3.3 Delineamento Experimental

Os animais foram alimentados com a dieta experimental ou dieta padrao
durante 12 semanas (consumo crénico, Figura 1) ou 3 dias (consumo agudo, Figura
2). Apos esse periodo, parte dos animais foi submetida aos testes comportamentais e

outra parte foi eutanasiada para as analises bioquimicas e histoldgicas.

12 semanas

| | Testes comportamentais
| |

0 4-5 16-17

ou Extracao de tecidos

semanas semanas

Figura 1 Delineamento experimental: consumo crénico de dieta HC.

3 dias

Testes comportamentais
| | |
! ! ' ou Extracado de tecidos

0 16-17

semanas

Figura 2 Delineamento experimental: consumo agudo de dieta HC.

3.4 Consumo Alimentar e Adiposidade

A ragao consumida foi registrada semanalmente (consumo crénico) ou
diariamente (consumo agudo) para analise do consumo alimentar médio diario.

A adiposidade foi estimada pela relagao entre o peso do tecido adiposo visceral,
composto pelos tecidos adiposos epididimal (TAE), mesentérico (TAM) e
retroperitoneal (TAR), e o peso do animal imediatamente antes do sacrificio,

fornecendo o indice de adiposidade (IA) , segundo férmula a seguir:
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IA(%) = TAE + TAM + TAR

Peso do animal

X 100

3.5 Drogas

Foi utilizado o inibidor preferencial da iINOS [Aminoguanidina (Sigma®), dose
de 50 e 75 mg/Kg] e seletivo da nNOS [n-propil-L(w)-arginina(n-propil) (Tocris®), dose
de 0,86 pg/Kg] administrado pela via intraperitoneal (i.p.). Avaliou-se o efeito das
doses de 50 e 75 mg/Kg de aminoguanidina no teste de Marble Burying a partir de
trabalhos da literatura (Montezuma et al., 2012; Amiri et al., 2015). A escolha da dose
de n-propil foi baseada em doses equipotentes de aminoguanidina considerando a
magnitude de seus valores de Ki para nNOS (n-propil Ki = 57 nM ; aminoguanidina Ki
= 3.3 mM) (Montezuma et al., 2012).

Cloreto de Cocaina (Merck ®) dose de 15mg/kg administrada via i.p.
(Mcgeehan e Olive, 2006)

Todas as drogas foram diretamente dissolvidas em solugao salina (NaCl 0,9%)

e administradas em um volume de 0,1 ml/10g de peso corporal.

3.6 Testes Comportamentais

Os animais foram transportados em suas proprias gaiolas até a sala onde os
testes de comportamento foram realizados uma hora antes do inicio de cada

comportamento para adaptagdo ao ambiente experimental.

3.6.1 Preferéncia Condicionada ao lugar

O teste de preferéncia condicionada ao lugar (CPP) foi realizado de acordo
com trabalho Almeida-Santos et al. (2014) e Liddie et al. (2012) com pequenas
modificagdes (Liddie et al., 2012; Almeida-Santos et al., 2014). O aparelho consistia
numa caixa acrilica escura composta por duas camaras, com tamanhos iguais (20 cm
de comprimento, 15 de largura e 10 cm de altura) com portas (5 x 5 cm) ligando-as a
um compartimento central (6 cm de comprimento, 15 cm de largura e 10 cm de altura;
Figura 3). As paredes das camaras laterais foram pintadas com faixas verticais

(camara A) ou horizontais (camara B) intercaladas entre listras pretas e brancas e os
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pisos consistiam em superficies metalicas removiveis com hastes paralelas igualmente
espagadas (camara A) ou orificios circulares (camara B). O teste consistiu em quatro
fases, a saber, pré-condicionamento, condicionamento, teste e extingdo. Na fase de
pré-condicionamento (primeiro dia), cada animal foi colocado no compartimento central
da caixa, com as portas abertas, podendo explorar livremente a caixa durante 30 min.
O tempo gasto em cada compartimento foi registrado. Na fase de condicionamento
(dias 2-7), os animais receberam injegdes i.p. de veiculo (nos dias 2, 4 e 6) e cocaina
15 mg/Kg (nos dias 3, 5 e 7) e foram imediatamente confinados em uma das cadmaras
por 30 minutos. No teste (dia 8), cada animal foi colocado no compartimento central,
com as portas abertas, podendo explorar livremente a caixa durante 30 minutos e o
tempo gasto em cada camara foi registado. Na fase de extingdo (dias 9-14), os
animais nao receberam injecdo de droga ou veiculo e foram colocados no aparelho
com as portas abertas, podendo explorar livremente a caixa durante 30 min. O tempo
que o animal permaneceu em cada compartimento foi registrado nos dias 10, 12 e 14,
consistindo no primeiro (Ext1), segundo (Ext2) e terceiro (Ext3) dias da extingao,
respectivamente. Para o calculo do indice de CPP para cada animal utilizou-se o
tempo gasto no lado pareado com droga (cdmaras A ou B, dependendo do animal)
subtraido pelo tempo gasto no lado pareado com veiculo. A analise comportamental
foi realizada pelo software ANY-Maze (verséo 4.5, Stoelting®) que calculou o tempo

em que cada animal permaneceu nas camaras A ou B.

Figura 3 Modelo de condicionamento ao lugar. Aparelho utilizado no modelo de
condicionamento ao lugar, formado por compartimentos com diferentes caracteristicas.

3.6.2 Marble Burying
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O teste foi realizado com adaptacdes minimas de acordo com (Deacon 2006).
Os animais foram individualmente colocados em uma nova caixa de policarbonato (30
x 40 x 12 cm) com 5 cm de maravalha durante cinco minutos. Os animais foram,
entdo, retirados da caixa e receberam as respectivas injecbes i.p. de droga
[aminoguanidina (50 ou 75 mg/Kg) ou NP (0,86 ug/Kg)] ou veiculo. Apos 30 minutos,
os animais foram reexpostos a mesma caixa contendo 25 esferas de vidro (1,5 cm de
didmetro). O numero de esferas enterradas foi contabilizado manualmente por um
investigador cego para o tratamento apdés uma sessdo de 30 mim. A esfera foi
classificada como enterrada quando, no minimo, dois tercos de sua area estavam sob

a maravalha (Figura 4).

A

30 min

Figura 4 Teste de Marble Burying. Em A, caixa de policarbonato contendo 25 esferas
de vidro distribuidas de forma equidistante sobre a maravalha. Em B, apds sessao de
30 minutos, avaliagdo do numero de esferas enterradas destacadas pelos circulos.

3.6.3 Labirinto em Zero Elevado

O teste de Labirinto em Zero Elevado (LZE) foi realizado de acordo com (Siopi
et al., 2012). O labirinto € composto porum anel circular (anel de 6,5 cm de largura
com um diametro exterior de 55 cm) elevado a 60 cm acima do chdo com quatro
quadrantes alternados (dois abertos e dois fechados) (Figura 5). Os bragos abertos
apresentavam a borda transparente de 1 cm de altura, enquanto os bragos fechados
continham paredes de 15 cm de altura. O teste foi flmado com uma camera de video
(Microsoft®) localizada acima do LZE e a analise comportamental realizada pelo
software ANY-Maze (versao 4.5, Stoelting®), cujos calculos foram: a porcentagem de
tempo nos bragos abertos, a porcentagem de entradas nos bracos abertose o niumero

de entradas nos bragos fechadosdo LZE.
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Figura 5 Modelo de Labirinto em Zero Elevado. Aparelho utilizado no teste de
Labirinto em Zero Elevado formado por um anel circular suspenso do solo e composto
por bragos abertos e fechados intercalados.

3.6.4 Hipofagia Induzida pela Novidade

Para avaliagdo da Hipofagia Induzida pela Novidade, os animais foram
privados de comida durante 24 horas antes do teste. No teste, os animais receberam
as respectivas injegbes i.p. de aminoguanidina (50 mg/Kg) ou veiculo. Apdés 30
minutos, foram colocados individualmente em uma sala n&o iluminada e introduzidos
em um novo ambiente (caixa de policarbonato - 30 x 40 x 12 cm - com 5 cm de
maravalha) (Figura 6). Sob a maravalha, havia uma pequena superficie de vidro (placa
de petri) localizada centralmente contendo um unico pellet de ragéo (controle ou de
dieta HC, de acordo com o respectivo grupo experimental), com um foco de luz
direcionado para o pellet de ragéo. A laténcia para o primeiro episédio de comer foi
avaliada com o auxilio de um cronOmetro e, logo em seguida, os animais foram
colocados em uma gaiola contendo pellets de ragcao controle ou dieta HC pré-pesados
e a quantidade de alimento consumido durante 5 minutos foi mensurada (Yang et al.,
2015)

40



Figura 6 Modelo de Hipofagia Induzida pela Novidade. Aparelho utilizado no teste de
Hipofagia Induzida pela Novidade para avaliagdo da laténcia para o primeiro episddio
de comer apos privacao alimentar. Em uma caixa de policarbonato, um unico pellet de
racao € iluminado centralmente.

3.6.5 Campo aberto

Utilizou-se uma arena circular para avaliar a atividade locomotora dos animais.
Tal aparelho consistia de paredes acrilicas transparentes (30 cm) e chéo preto (30 cm
de diametro) (Figura 7). Cada animal foi colocado no centro da arena, onde
permaneceu durante dez minutos. O teste foi flmado com uma camera de video
(Microsoft®) localizada acima do campo aberto e a analise comportamental foi
realizada pelo software ANY-Maze (verséo 4.5, Stoelting®), que calculou a distancia
total percorrida no campo aberto (Santos, Ferreira et al. 2016).

Figura 7 Modelo de campo aberto. Aparelho utilizado no teste de Campo Aberto para
avaliagao da atividade locomotora dos animais.

41



3.7 Analises Bioquimicas e Histologicas

3.7.1 Dosagem de Nitrito

Os niveis de nitrito, uma medida indireta de NO, foram determinados com base
na reacdo de Griess e expressos em puM/mg de proteina (Grisham et al., 1996).
Imediatamente apds os testes comportamentais Marble Buryinge e Hipofagia Induzida
pela Novidade, os animais foram eutanasiados por decapitagdo e o cortex pré-frontal
(CPF), estriado (ST) e hipocampo (HP) foram dissecados, rapidamente congelados em
gelo seco e armazenados a -80° C. A area cerebral foi homogeneizada com 200 uL de
tampao fosfato 0,1 M gelado (pH 7,4) , centrifugado (8000 rpm, 10 minutos, 4° C) e o
sobrenadante recuperado. Cem uL do sobrenadante foram incubados durante 10
minutos com 100 pL de reagente de Griess a temperatura ambiente, que consistiu em
0,2% de naftilenoetilenodiamina e 2% de sulfanilamida em 5% acido fosfdrico.
Utilizando um leitor de microplacas (Titertek Multiskan MCC/340; Flow Laboratories,
McLean, VA), realizou-se a leitura em um comprimento de onda de 545 nm. Cada
amostra foi realizada em duplicata. Determinou-se o teor de nitrito com base numa
curva de nitrito padrao, gerada utilizando nitrito de sddio em agua destilada em
concentragoes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13 e 1,56 uM (Galdino et al., 2015).

3.7.2 Expresséao das proteinas iNOS e nNOS

A expressao das proteinas iINOS e nNOS foi avaliada pela técnica de Western
Blotting (Silva et al., 2016). Apds 12 semanas de exposi¢ao as dietas padrao ou HC,
os animais foram eutanasiados por decapitacdo e o CPF, ST e HP foram dissecados,
rapidamente congelado em gelo. As areas cerebrais foram homogeneizadas com 200
ML de tampao RIPA (pH 7,4), inibidores de protease (SigmaFAST®; Sigma) e 1% de
Triton X-100, centrifugadas (8000 rpm, 10 minutos, 4° C) e o sobrenadante
armazenado a -80° C. As proteinas foram desnaturadas e separadas por SDS/PAGE
desnaturante (7,5% de gel). As proteinas (25 ug) foram, entéo, transferidas para uma
membrana de PVDF (Immobilon-P, Millipore). As membranas foram bloqueadas a 18°
C com BSA a 2,5% em PBS contendo Tween 20 a 0,1% antes da incubagdo com
anticorpo policlonal anti-nNOS rabbit (diluido 1:1000, SC-5302, Santa Cruz
Biotechnology), anticorpo monoclonal anti-iNOS mouse (1:1000; SC- 7271, Santa Cruz

Biotechnology) ou anti-actina monoclonal mouse (diluido 1:3000; SC- 47778) a
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temperatura ambiente. Subsequentemente, as membranas foram incubadas com um
anticorpo secundario especifico conjugado com HRP. Os imunocomplexos foram
detectados por reagdao de quimioluminescéncia (ECLRkit, Amersham, por reagao
quimioluminescente (ECL + kit, Amersham, Les Ulis, Franga) seguido de analises

densitométricas usando o software ImageQuant.

3.7.3 Avaliacdo do numero e ativagao de células microgliais

Apods 12 semanas de exposicdo as dietas padrdo ou HC, os animais foram
anestesiados com uma solucdo de cetamina e xilazina (80 e 8 mg/kg,
respectivamente) e perfundidos intracardialmente com solugao salina tamponada com
fosfato 1 x (PBS) seguida por Paraformaldeido 4%. Apds a perfusdo, os cérebros
foram removidos e armazenados em Paraformaldeido a 4% durante 24 horas.
Subsequentemente, os cérebros foram transferidos para uma solugdo de sacarose a
30%, foram congelados e depois armazenados a -80° C. Fatias sagitais de 25um
foram obtidas com o auxilio de um criostato (Leica Biosystems Inc., Buffalo Grove, IL,
EUA).

A expressao de células microgliais foi registrada a partir de ensaio de
imunofluorescéncia. As fatias foram inicialmente lavadas trés vezes por 10 min. Em
seguida, incubadas com tampao de citrato durante 1 hora a 70° C, lavadas com TBS
duas vezes e incubadas durante 60 minutos em solugédo de bloqueio (1% de BSA e
0,5% de Triton-X 100 em TBS). A seguir, as fatias foram incubadas com anticorpo
primario anti Iba-1 (1:400, Wako Chemicals USA, Inc., Richmond, VA, EUA) por 48
horas a 4°C, seguido da incubagao durante 1h com o anticorpo secundario Alexa Fluor
594 (1:1000, emissao de fluorescéncia vermelha; Invitrogen). As secg¢des foram,
entdo, montadas em laminas gelatinizadas e cobertas por laminulas usando
Fluoromount como meio de montagem. (Rangaraju et al., 2015). As fatias foram
analisadas por microscopia de fluorescéncia (Zeiss Microscopy) e as imagens
capturadas por camera digital. Posteriormente, a quantificagdo das células marcadas
foi realizada manualmente por um experimentador cego para o tratamento com o
auxilio do software ImagedJ (Image J 1.4q National Institute of Health, USA).

Para analise de Ativacao Microglial, as fatias foram incubadas com tampao de
citrato durante 1 hora a 70° C para a recuperacao antigénica. Apos este periodo, as
fatias foram lavadas 3 vezes com TBS e depois bloqueadas durante 60 minutos em
solucao de bloqueio (1% de BSA e 0,5% de Triton-X 100 em TBS). A seguir, as fatias

foram incubadas durante 48 h a 4° C com anticorpo primario anti-lba-1 marcador de
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células microgliais, 1: 500 (Wako Chemicals USA, Inc., Richmond, VA, EUA), seguida
de uma incubacdo com anticorpo secundario a temperatura ambiente durante uma
hora (1: 500, VECTASTAIN Elite ABC Kit - VECTOR Laboratories, Burlingame, CA,
EUA). A coloragdo foi revelada pelo tetracloridrato de 3,3'-diaminobenzidina
(DAB,Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Posteriormente, as se¢des foram montadas
em laminas de vidro e fotografadas em um microscopio Zeiss (Axio Imager A2, Carl
Zeiss) e foram fotografadas com o auxilio de uma camera digital conectada ao
microscoépio (Lima, Campos et al.,, 2016). As imagens foram analisadas usando o
software ImageJ (Image J 1.4q National Institute of Health, Bethesda MD,
EUA).Utilizando o limiar de ajuste e analise de fungbes de particulas no software
Imaged, os limiares de intensidade e o filtro de tamanho foram aplicados para medir o
tamanho total do corpo celular e o tamanho total da célula, de acordo com o método
utilizado porHovens et al. (2014). O indice de ativacdo microglial (%) foi calculado a
partir da relagédo entre a area do corpo celular e a area da célula e foi utilizado como
parametro para determinar a ativagao microglial (Hovens et al., 2014).

As areas anatdmicas avaliadas foram: cértex pré-frontal (regides Cg1, Prl e IL),
nucleo estriado (regides Core e Shell), hipocampo (regides CA1, CA3 e giro
denteado). Foram analisadas, por animal, trés se¢des imuno-marcadas por um

investigador cego para o tratamento no experimento de ativagao microglial.

3.7.4 Purificacao de sinaptossomas e medi¢ao da liberagao continua de glutamato

Apo6s 12 semanas ou 3 dias de tratamento com dietas padrao ou dieta HC, os
animais foram eutanasiados por decaptacdo e tiveram o ST removido e
homogeneizado em sacarose 0,32 M de 1:10 (p/v) contendo ditiotreitol 0,25 mM e
EDTA 1 mM. Os homogenatos foram, entdo, submetidos a centrifugagédo a baixa
velocidade (1000xg/10 min) e os terminais nervosos isolados (sinaptossomas) foram
purificados a partir do sobrenadante por centrifugagao descontinua de gradiente de
densidade de Percoll (Dunkley et al., 1988). Os sinaptossomas isolados foram
ressuspensos em 400 pL de solugao de Krebs-Ringer-HEPES [KRH (NaCl 124 mM,
KCl 4 mM, MgS0O4 1,2 mM, glucose 10 mM, HEPES 25 mM, pH 7,4)] e mantidos em
gelo até a sua utilizagdo para a quantificacdo da liberacdo de glutamato.
Resumidamente, para a medicdo da liberacdo continua de glutamato, foram
adicionados 300 pL de sinaptossomas em pogos das microplacas ELISA
(aproximadamente 30 ug de proteina/pogo) com CaCl, (1 mM), NADP* (1 mM,
SigmaAldrich, St. Louis, MO, EUA) em solugdgo de KRH e ligados a um
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espectrofluorimetro (Biotek Synergy 2, Wino, EUA). A adi¢cdo de CaCl, foi omitida no
experimento realizado na presenca de 1,0 mM de EGTA para avaliacdoda liberagao de
glutamato independente de Ca?". Glutamato-desidrogenase (GDH) (35 unidades/pogo
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi adicionado aos sinaptossomas estriatais
seguido da adicdo de KCI 33 mM para avaliagdoda despolarizagdo evocada da
membrana. A medicdo do glutamato foi realizada pelo aumento da fluorescéncia
devido a produgdo de NADPH" na presenca de glutamato desidrogenase e NADP®
(Nicholls et al., 1987). A emissdo de fluorescéncia foi registada a 450 nm e o
comprimento de onda de excitagdo foi ajustado a 360 nm. Os resultados foram

expressos como nMol de glutamato liberado por mg de proteina.

3.8 Analises Estatisticas

As analises estatisticas e a elaboragao grafica dos resultados foram realizadas
utiizando GraphPad Prism Software®, versdo 5.0 para Windows (San Diego,
Califérnia, EUA). Para o experimento crénico com dieta HC, o numero de esferas
enterradas, a laténcia e consumo no teste de Hipofagia Induzida pela Novidade, a
distancia percorrida no campo aberto, os indices de CPP e os niveis de nitrito foram
submetidos a analise de variancia de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. Os
demais dados do experimento agudo e cronico foram analisados pelo teste t de

Student. A significancia estatistica foi definida como p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Peso corporal, consumo alimentar e adiposidade

O consumo alimentar médio e o peso final dos animais nao diferiram entre os
grupos (consumo: tz) = 1,172; p>0,05; peso: t13= 0,1711; p>0,05, Teste t de Student,
Tabela 2). Os pesos dos tecidos adiposos foram significativamente maiores nos
animais alimentados cronicamente com dieta HC em relagao aos animais alimentados
com dieta controle, com excec¢do do tecido adiposo marrom (EPI: tq3 = 4,282; p<0,05;
ING: t3) = 3,723; p<0,05; MES: t13 = 2,581; p<0,05; RET: (3 = 3,703; p<0,05; MAR:
t13 = 1,967; p>0,05; teste t de Student). Além disso, o indice de adiposidade tambéem

apresentou-se aumentado nesses animais (i3 = 4,939; p<0,05, Teste t de Student).

Tabela 2 - Efeito do consumo cronico de dieta HC sobre o consumo alimentar diario
médio, peso corporal final e adiposidade.

DIETA CONTROLE DIETA HC
Peso (g) 33,59 + 0,30 33,80 + 1,26
Consumo (g/dia) 5,70+ 0,18 5,96 £ 0,13
EPI (g) 0,11 + 0,023 0,54 £ 0,10*
MES (g) 0,24 + 0,034 0,42 + 0,065*
RET (g) 0,013 + 0,003 0,083 + 0,020*
ING (9) 0,082 £ 0,014 0,30 £+ 0,060*
MAR (g) 0,090 £ 0,011 0,13+0,015
1A (%) 1,10+ 0,16 3,02 + 0,38*

Os valores representam a média £ E.P.M. *p<0,05 em relagéo ao grupo Dieta controle,
n=7-8 (Teste t de Student). EPI = Tecido Adiposo Epididimal; MES = Tecido Adiposo
Mesentérico; RET = Tecido Adiposo Retroperitoneal; ING = Tecido Adiposo Inguinal;
MAR = Tecido Adiposo Marrom; IA = indice de Adiposidade.

Na exposi¢cao aguda a dieta HC, o consumo alimentar durante os trés dias foi
significativamente maior no grupo dieta HC comparado ao grupo controle (tg = 3,516;
p<0,05; Teste t de Student, Tabela 3), enquanto o peso corporal dos animais controle
foi significativamente maior quando comparado ao grupo dieta HC (tq9 = 2,295;
p<0,05; Teste t de Student). Além disso, observou-se que os animais do grupo dieta
HC mostraram maior indice de adiposidade e maior peso dos tecidos adiposos (IA: t(g)
= 3,310; p<0,05; EPI: t19)= 2,108; p<0,05; ING: t¢9) = 2,563; p<0,05; MES: t19)= 2,928;
p<0,05; RET: t(19)= 2,496; p<0,05; MAR: t19= 3,554; p<0,05; Teste t de Student).
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Tabela 3 - Efeito do consumo agudo de dieta HC sobre o consumo alimentar médio,
peso corporal e adiposidade.

DIETA CONTROLE DIETA HC
Peso (g) 31,82 £ 0,423 30,60 0,306
Consumo (g/dia) 5,590 + 0,1286 7,444 £0,5112*
TAE (g) 0,233 + 0,031 0,322 + 0,028*
TAM (g) 0,309 + 0,059 0,5343 + 0,048*
TAR (g) 0,042 + 0,009 0,074 + 0,009*
TAl (g) 0,199 + 0,029 0,302 + 0,027*
MAR (g) 0,097 + 0,007 0,166 + 0,019*
1A (%) 1,82 % 0,272 3,007 + 0,226

Os valores representam a média + E.P.M. *p<0,05 em relagdo ao grupo Dieta controle,
n=11-12/grupo (Teste t de Student). TAE = Tecido Adiposo Epididimal; TAM = Tecido
Adiposo Mesentérico; TAR = Tecido Adiposo Retroperitoneal; TAlI = Tecido Adiposo
Inguinal; MAR = Tecido Adiposo Marrom; IA = indice de Adiposidade.
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4.2 Avaliag6es de comportamento e niveis de nitrito

4.2.1 Teste de Preferéncia Condicionada ao Lugar

No modelo de preferéncia condicionada ao lugar, os animais dos grupos dieta
controle e dieta HC mostraram preferéncia ao compartimento pareado com cocaina no
dia do teste quando comparado ao dia do pré-condicionamento. Além disso, a
aquisicao do condicionamento ao lugar induzida pela cocaina nao diferiu entre os
grupos dieta controle e dieta HC (efeito dieta F45, = 0,1253; p>0,05; efeito tempo F4 54
= 16,03; p<0,05; efeito de interagdo Fis, = 0,063; p>0,05. ANOVA de duas vias
seguido de Bonferroni, Tabela 4). Entretanto, na andlise da extingdo do
condicionamento, observamos que o grupo dieta HC apresenta prejuizo da extingao
da preferéncia ao lugar induzida pela cocaina, uma vez que verificamos efeito da dieta
(efeito dieta Fi6 = 4,371; p<0,05; efeito tempo F;.5 = 5,441; p<0,05; efeito de
interagéo F;2 = 1,351; p>0,05. ANOVA de duas vias seguido de Bonferroni, Figura 8).

Tabela 4 - Efeito do consumo crénico de dieta HC sobre a aquisicdo do
condicionamento ao lugar induzido pela cocaina

DIETA CONTROLE DIETA HC
Pré-condicionamento -11,00 + 57,46 -4,071 £ 53,25
Teste 243,7 + 83,78 284,8 + 71,08"

Os valores representam a média + E.P.M. *p<0,05 em relagéo ao grupo dieta controle
pré-condicionamento, *p<0,05 em relagdo ao grupo dieta HC pré-condicionamento,
n=14-15/grupo (ANOVA de duas vias seguido de Bonferroni).
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Figura 8 Efeito do consumo crénico de dieta HC na extingdo do condicionamento ao
lugar induzido por cocaina. *p<0,05 em relagédo ao grupo dieta controle, n=14-15/grupo
(ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni).
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4.2.2 Teste de Marble Burying

Com o objetivo de determinar qual dose de aminoguanidina seria utilizada,
verificamos, inicialmente, o efeito das doses de 50 e 75 mg/kg no teste do Marble
Burying em animais controle. Verificou-se que a dose de 75 mg/Kg reduziu
significativamente o numero de esferas enterradas quando comparado aos animais
que receberam veiculo (t1) = 3,098, p<0,05, teste t de Student, Figura 9A), sugerindo
um efeito do tipo anti-compulsivo, enquanto a dose de 50 mg/kg nao diferiu do grupo
controle (t12)= 0,2334, p>0,05, teste t de Student, Figura 9B). Por esse motivo, a dose
de 50 mg/Kg foi utilizada nos experimentos subsequentes.

No teste do Marble Burying, verificou-se que os animais alimentados
cronicamente com a dieta HC enterraram maior nimero de esferas quando comparado
aos animais da dieta controle (efeito dieta F4,, = 7,685; p<0,05; efeito farmaco F; ;=
15,25; p<0,05; efeito de interacéo dieta X farmaco F;,, = 5,816; p<0,05. ANOVA de
duas vias, Figura 10). Verificou-se, ainda, que o pré-tratamento com aminoguanidina
reverteu esse efeito da dieta HC nesse modelo (Bonferroni, p<0,05, Figura 10). Esse
efeito da dieta no comportamento foi acompanhado por um aumento dos niveis de
nitrito no CPF e ST (CPF: efeito dieta F;,y = 39,82; p<0,05; efeito farmaco F .9 =
4,567; p<0,05; efeito de interagéo dietaXfarmaco F 9 = 1,695; p>0,05. ST: efeito dieta
Fi20 = 40,93; p<0,05; efeito farmaco F;,9= 5,503; p<0,05; efeito de interagao dieta X
farmaco Fq.9 = 6,385; p<0,05. HP: efeito dieta F;, = 3,835; p>0,05; efeito farmaco
F126= 0,07027; p>0,05; efeito de interagao F, 5 = 2,298; p>0,05. ANOVA de duas vias,
Figura 11). O pré-tratamento com aminoguanidina também foi capaz de reduzir
significativamente os niveis de nitrito no CPF e ST, embora o efeito significativo em
relacéo aos animais dieta HC tenha ocorrido apenas no ST (Bonferroni, p<0,05).

Ja o pré-tratamento com o inibidor da nNOS, n-propil, ndo foi capaz de atenuar
o efeito induzido pela dieta HC no comportamento de enterrar esferas (efeito dieta F4 34
= 6,509; p<0,05; efeito farmaco F,3,= 0,8276; p>0,05; efeito de interacdo dieta X
farmaco F4 34= 2,681; p>0,05. ANOVA de duas vias seguido de Bonferroni, Figura 12).
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Figura 9 Efeito da aminoguanidina no teste de Marble Burying nas doses de 75 mg/kg
(A) e 50 mg/kg (B). As barras representam a média £ E.P.M. do numero de esferas
enterradas, *p<0,05 em relagdo ao grupo salina, n=6-7/grupo (Teste t de Student).
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Figura 10 Efeito da aminoguanidina (50 mg/Kg) no teste de Marble Burying em
animais alimentados cronicamente com dieta controle ou dieta HC. As barras
representam a média £ E.P.M. do nimero de esferas enterradas, *p<0,05 em relagao
ao grupo salina + dieta controle; # p<0,05 relagdo ao grupo salina + dieta HC, n=6-
8/grupo (ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni).
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Figura 11 Efeito da aminoguanidina (50 mg/Kg) sobre os niveis de nitrito no cortex
pré-frontal (CPF), estriado (ST) e hipocampo (HP) de animais alimentados
cronicamente com dieta controle ou dieta HC e submetidos ao teste do Marble
Burying. As barras representam a média + E.P.M dos niveis de nitrito em yM/mg de
proteina. *p<0,05 em relagcdo ao grupo salina + dieta controle ; # p<0,05 em relacao
ao grupo salina + dieta HC, n=8-9/grupo (ANOVA de duas vias seguida de
Bonferroni).
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Figura 12 Efeito do n-propil (0,86 ug/Kg) no teste de Marble Burying em animais
alimentados cronicamente com dieta controle ou dieta HC. As barras representam a
média £ E.P.M. do numero de esferas, *p<0,05 em relagdo ao grupo salina + dieta
controle, n=10-9/grupo (ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni).
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No experimento agudo, observamos que o consumo da dieta HC por trés dias
n&o alterou o numero de esferas enterradas (t2) = 0,7083, p>0,05, Teste t de Student,
Figura 13). Além disso, nenhuma alteracdo foi observada nos niveis de nitrito em
nenhuma das estruturas cerebrais avaliadas (CPF: tq = 1,409, p>0,05; ST: t42)=
1,339, p>0,05; HP: t41»= 0,6131, p>0,05. Teste t de Student, Figura 14).

n° de esferas enterradas

Dieta Controle Dieta HC
Figura 13 Efeito do consumo agudo de dieta HC sobre o numero de esferas

enterradas no teste do Marble Burying. As barras representam a média + E.P.M. do
numero de esferas enterradas, n=10-11/grupo (Teste t de Student).
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Figura 14 Niveis de nitrito cortex pré-frontal (CPF), estriado (ST) e hipocampo (HP) de
animais alimentados agudamente com dieta controle ou dieta HC e submetidos ao
teste do Marble Burying. As barras representam a média £ E.P.M dos niveis de nitrito
em uM/mg de proteina, n=7/grupo (Teste t de Student).
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4.2.3 Modelo de Hipofagia Induzida pela Novidade

No teste de Hipofagia Induzida pela Novidade, observou-se que, comparado
aos animais da dieta controle, os animais alimentados com dieta HC apresentaram
maior laténcia para alimentar-se (efeito dieta Fq4 = 9,911; p<0,05; efeito farmaco
F146= 4,587; p<0,05; efeito de interacdo dieta X farmaco Fq 4= 5,646; p<0,05. ANOVA
de duas vias, Figura 15). O pré-tratamento com aminoguanidina (50 mg/Kg) foi capaz
de atenuar o efeito promovido pela dieta (Bonferroni, p<0,05, Figura 15). Nesse
modelo, foi observado o aumento nos niveis de nitrito no grupo dieta HC em todas as
areas cerebrais avaliadas (CPF: efeito dieta F,,; = 10,72; p<0,05; efeito farmaco Fq,7=
0,8256; p>0,05; efeito de interagdo dieta X farmaco F;,; = 3,336; p>0,05. ST: efeito
dieta Fq,7; = 40,14; p<0,05; efeito farmaco F;.,= 11,53; p<0,05; efeito de interacdo
dieta X farmaco Fq.9 = 13,62; p<0,05. HP: efeito dieta F,,; = 24,61; p<0,05; efeito
farmaco F,,7= 2,905; p>0,05; efeito de interagao dieta X farmaco F4 ;7 = 2,823; p>0,05.
ANOVA de duas vias, Figura 17). O pré-tratamento com aminoguanidina (50 mg/Kg
atenuou significativamente esse efeito no ST (Bonferroni p<0,05, Figura 17).
Interessantemente, houve uma correlagao positiva entre o tempo de laténcia e os
niveis de nitrito observados no ST e HP (ST: r’ = 0,2816, p<0,05. Correlagao de
Pearson. HP: r? = 0,1480, p<0,05, Correlagcao de Pearson, Figura 18), mas ndo no
CPF (= 0,1063 p>0,05, Correlagdo de Pearson). O consumo alimentar durante os
cinco minutos subsequentes ao comportamento foi maior nos animais que receberam
dieta HC do que nos animais controle, independentemente do tratamento (efeito dieta
F139 = 29,00; p<0,05; efeito farmaco F, 3= 0,4484; p>0,05; efeito de interagéo dieta X
farmaco F43 = 0,6831 p>0,05, ANOVA de duas vias seguido de Bonferroni, Figura
16). Entretanto, a maior ou menor ingesta dos grupos nao se correlacionaram com a
laténcia observada na avaliagdo do comportamento (Controle Salina: r = 0,05418,
p>0.05; Controle aminoguanidina: r = -0,6887, p>0.05; Dieta HC salina: r =0,2804,
p>0.05; Dieta HC aminoguanidina: r = 0,02520, p>0.05, Correlacdo de Pearson).
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Figura 15 Efeito aminoguanidina (50 mg/Kg) sobre a laténcia do primeiro episodio de
alimentacao no teste de Hipofagia Induzida pela Novidade em animais que receberam
dieta controle ou dieta HC cronicamente. As barras representam a média + E.P.M do
tempo de laténcia em segundos.*p<0,05 em relagdo ao grupo salina + dieta controle; #
p<0,05 em relagdo ao grupo salina + dieta HC, n=12-14/grupo (ANOVA de duas vias

seguida de Bonferroni).
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Figura 16 Consumo alimentar apo6s o teste de Hipofagia Induzida pela Novidade. As
barras representam a média + E.P.M. do consumo em g. *p<0,05 em relagado ao grupo
dieta controle, n=8-14/grupo (ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni).
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Figura 17 Efeito da aminoguanidina (50 mg/Kg) sobre os niveis de nitrito cértex pré-
frontal (CPF), estriado (ST) e hipocampo (HP) de animais alimentados com dieta
controle ou dieta HC e submetidos ao modelo de Hipofagia Induzida pela novidade. As
barras representam a média + E.P.M dos niveis de nitrito em yM/mg de proteina.
*p<0,05 em relagdo ao grupo salina + dieta controle; #p<0,05 em relagao ao grupo
salina + dieta HC, n=7-9/grupo (ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni).
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Figura 18 Correlagdo entre os niveis de nitrito do cértex pré-frontal (CPF), estriado

(ST) e hipocampo (HP) e a laténcia no teste de Hipofagia Induzida pela Novidade
(Correlagao de Pearson).
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No experimento agudo, ndo houve diferenca na laténcia para o primeiro
episodio de comer entre os grupos tratados com dieta controle e dieta HC por trés dias
(tnsy = 0,255, p>0,05, Teste t de Student, Figura 19). Semelhante ao experimento
crénico, durante cinco minutos apds o primeiro episddio de comer, o consumo
alimentar do grupo dieta HC foi significativamente maior quando comparado ao grupo
controle (t4= 5,456, p<0,05, Teste t de Student, Figura 20). Além disso, ndo foram
observadas diferengas significativas nos niveis de nitrito das areas cerebrais dos
animais expostos ao modelo de Hipofagia Induzida pela Novidade (CPF: t44= 1,831,
p>0,05. ST: t44= 0,6954, p>0,05; HP: t44= 0,6988, p>0,05, Teste t de Student, Figura
21).
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Figura 19 Efeito do consumo agudo de dieta HC sobre a laténcia para o primeiro
episodio de comer no modelo de Hipofagia Induzida pela Novidade. Os pontos
representam a média + E.P.M. do tempo de laténcia em segundos, n=8/grupo (Teste t
de Student).
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Figura 20 Consumo alimentar apés o teste de Hipofagia Induzida pela Novidade apds
consumo agudo de dieta HC. As barras representam a média £+ E.P.M. do consumo
em g, n = 8/grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo Dieta controle, n=8/grupo (Teste t de
Student).
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Figura 21 Niveis de nitrito cortex pré-frontal (CPF), estriado (ST) e hipocampo (HP) de
animais submetidos ao consumo agudo de dieta controle ou dieta HC e submetidos ao
modelo de Hipofagia Induzida pela Novidade. As barras representam a média + E.P.M.
dos niveis de nitrito em yM/mg de proteina, n=7/grupo (Teste t de Student).
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4.2.4 Modelo de Labirinto em Zero Elevado

O consumo crénico de dieta HC nao promoveu nenhuma alteragdo nas
respostas comportamentais do LZE, pois ndo houve alteragdo na porcentagem de
tempo (t42= 0,3727, p>0,05, Teste t de Student; Figura 22A) e de entradas (tiy=
1,080, p>0,05, Teste t de Student, Figura 22B) nos bragos abertos quando comparado
ao grupo dieta controle. Além disso, o numero de entradas nos bragos fechados nao
diferiru significativamente entre os grupos (t2)= 0,5439, p>0,05, Teste t de Student,
Figura 22C).
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Figura 22 Efeito do consumo crénico de dieta HC sobre o comportamento de animais
submetidos ao LZE. As barras representam a média + S.E.M. na porcentagem de
tempo gasto (A), naporcentagem de entradas nos bragos abertos (B) e no numero de
entradas nos bragos fechados (C). n=6-8/grupo (Teste t de Student).
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4.2.5 Teste de Campo Aberto

Na avaliagdo daatividade locomotora dos animais no teste de campo aberto,
nao houve diferenca na distancia percorrida entre os grupos dieta controle e o grupo
que recebeu dieta HC por 12 semanas. Além disso, o pré-tratamento com
aminoguanidina ndo alterou a locomog¢ao dos animais (efeito dieta F;., = 0,0059;
p>0,05; efeito farmaco Fq = 0,5459; p>0,05; efeito de interacdo farmaco X dieta Fq
= 0,2347; p>0,05, ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni, Figura 23). No
tratamento agudo com dieta HC, a distancia percorrida no teste de campo aberto ndo

diferiu entre os grupos (t3 = 0,9977, p>0,05, Teste t de Student, Figura 24).
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Figura 23 Efeito da aminoguanidina (50 mg/Kg) sobre a distancia percorrida no teste
de campo aberto de animaisalimentados cronicamente com dieta controle ou dieta HC.
Os pontos representam a média + E.P.M. da distancia percorrida em m, n=6-7/grupo
(ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni).
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Figura 24 Efeito do consumo agudo de dieta HC sobre a distancia percorrida no teste
de campo aberto. Os pontos representam a média + E.P.M. da distancia percorrida em
m, n=7-8/grupo (Teste t de Student).
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4.4 Expressao de iNOS e nNOS

O consumo crdnico de dieta HC levou ao aumento da expresséo da proteina
iINOS no CPF e ST, mas n&do no HP (CPF: t44 = 2,293, p<0,05; ST: tu4 = 5,034,
p<0,05; HP: t44 = 0,1232, p>0,05, Teste t de Student, Figura 25A). Por outro lado,
nenhuma alteracédo foi observada nos niveis de nNOS em nenhuma das estruturas
cerebrais avaliadas (CPF: t( = 0,1882, p>0,05; ST: t4o = 0,1716, p>0,05; HP: t(q) =
0,2997, p>0,05, Teste t de Student; Figura 25B).
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Figura 25 Efeito do consumo da dieta HC sobre a expressao das proteinas iNOS (A) e
nNOS (B) no cértex pré-frontal (CPF), estriado (ST) e hipocampo (HP). As barras
representam a média + E.P.M dos niveis de proteina, *p<0,05 em relagdo ao grupo
Dieta controle, iINOS: n=8/grupo; nNOS: n=6/grupo (Teste t de Student).
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Figura 26 Fotos representativas das bandas do western blotting (CTR=grupo Dieta
controle; DHC=dieta HC; CPF=cértex pré-frontal; ST=estriado; HP=hipocampo).
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4.5 Avaliagao do numero e da ativagao de células microgliais

Verificou-se um maior nimero de céulas Iba-1 positivas apdés o consumo
crénico de dieta HC nas regides core e shell do ST (Core: t15 = 3,077, p<0,05; Shell:
tus) = 3,179, p<0,05, Teste t de Student, Figura 27B). Tal efeito ndo foi observado nas
diferentes regides do CPF [(Cg1: t(14) = 1,460, p>0,05; PrL: t14) = 1,271, p>0,05; IF: t(14)
= 1,405, p>0,05, Teste t de Student, Figura 27A); e HP (CA1: t14= 1,488, p>0,05;
CA3: tus) = 1,018, p>0,05; GD: t4) = 1,049, p>0,05, Teste t de Student, Figuras 27C)]

Quanto a avaliagdo de ativagdo microglial, os dados revelaram maior numero
de células ativadas no grupo tratado cronicamente com dieta HC nas regiées Cg1, PL
e IL do CPF [CPF (Cg1: tg = 34,17, p<0,05; PrL: te= 4,194, p<0,05; IF: tg= 3,769,
p<0,05, Teste t de Student, Figuras 29A) e de GD, CA1 e CA3 do HP (CA1: tg =
4,008, p<0,05; CA3: tg = 4,800, p<0,05; GD: tg = 3,956, p<0,05; Teste t de Student,
Figura 29C). Nenhuma diferenca foi observada na taxa de ativagdo microglial nas
regides Core e Shell do ST (Core: tg = 0,7571, p>0,05; Shell: tg= 1,012, p>0,05,
Teste t de Student, Figuras 29B).
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Figura 27 Efeito do consumo crénico de dieta HC sobre os niveis de expressao de
células Iba-1 positivas no cortex pré-frontal (A), estriado (B) e hipocampo (C). As
barras representam a média + E.P.M. do numero de células, *p<0,05 em relagdo ao
grupo Dieta controle, n=7-9/grupo (Teste t de Student), CPF = cértex pré-frontal; ST =
estriado; HP = hipocampo.
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Figura 28 Fotos representativas de expressao de células Iba-1 positivas no cértex pré-
frontal (A), estriado (B) e hipocampo (C) de animais expostos cronicamente a dieta
controle ou dieta HC. A barra representa: 100 uM. Aumento de 20X.
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Figura 29 Efeito do consumo crénico da dieta HC sobre a ativagédo de células
microgliais no cortex pré-frontal (A), estriado (B) e hipocampo (B). As barras
representam a media + E.P.M. da taxa de ativagdo microglial, *p<0,05 em relacéo ao
grupo Dieta controle, n=4-5/grupo (Teste t de Student). CPF = cértex pré-frontal; ST =
estriado; HP = hipocampo.
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Figura 30 Fotos representativas do efeito do consumo da dieta HC sobre a ativagao
de células microgliais no cortex pré-frontal (A), estriado (B) e hipocampo (C). Barra
representa: 50 um. Aumento de 40X.
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4.6 Liberacao de glutamato de sinaptossomas estriatais

Observamos que, nos sinaptossomas estriatais dos animais alimentados
cronicamente com a dieta HC, houve um aumento significativo da liberagdo de
glutamato evocado por KCl quando comparado com os animais do grupo dieta
controle (t7)= 3,257, p<0,05, Teste t de Student, Figura 31). Além disso, a liberagéo
espontanea de glutamato na presenca de EGTA foi, da mesma forma, maior no grupo
dieta HC em relagdo ao grupo dieta controle (tg = 3,160, p<0,05, Teste t de Student,
Figura 31).

Por outro lado, nos animais tratados agudamente com dieta HC, verificamos
que a liberagado de glutamato evocada por KCI nao difere significativamente do grupo
dieta controle (ts) =0,3929, p>0,05, Teste t de Student, Figura 32), assim como n&o ha
diferenga na liberagéo de glutamato independente de calcio extracelular (s =0,8624,
p<0,05, Teste t de Student, Figura 32).
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Figura 31 Efeito do consumo crénico de dieta HC sobre a liberacdo de glutamato em
sinaptossomas estriatais. As barras representam a meédia + E.P.M. de glutamato
liberado em nMol/mg de proteina, *p<0,05 em relagdo ao grupo Dieta controle, n=4-
5/grupo (Teste t de Student).
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Figura 32 Efeito do consumo agudo de dieta HC sobre a liberagdo de glutamato em
sinaptossomas estriatais. As barras representam a média + E.P.M. de glutamato
liberado em nMol/mg de proteina, n=3-4/grupo (Teste t de Student).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, demonstramos que o consumo cronico de dieta HC altera
a fase de extingao do condicionamento ao lugar induzido pela cocaina. Além disso, o
consumo crénico de dieta HC aumentou o comportamento de enterrar de esferas e
levou ao comportamento do tipo ansiogénico no teste de Hipofagia Induzida pela
Novidade, porém, esse mesmo efeito ndo foi observado no LZE. Além disso, o
consumo cronico dessa dieta promoveu mudangas importantes na fungao
neuroquimica e neurohistoldgica que estdo, provavelmente, associadas as alteragdes
comportamentais observadas.

Nas ultimas décadas, observou-se um aumento expressivo do consumo de
acucar refinado, sendo uma das caracteristicas da dieta ocidental moderna. Ha
evidéncias de que esse aumento esta relacionado ao crescimento da prevaléncia de
diabetes tipo 2 e de problemas cardiovasculares (Cordain et al., 2005; Hu, 2010; Maki
e Phillips, 2015). Os estudos que avaliam obesidade e comportamento utilizam dietas
ricas em lipidios e/ou sacarose para indu¢ao de obesidade com consequente aumento
de peso. Esses modelos tém em comum ao modelo utilizado nesse estudo, além do
aumento da adiposidade, a inducdo de disfungcdo metabdlica (hiperglicemia,
hiperleptinemia e intolerancia a glicose) e produgcdo alterada de mediadores
inflamatoérios (Oliveira et al., 2013; Krishna et al., 2016). O consumo dessas dietas
parece resultar em uma série de efeitos desfavoraveis também sobre o SNC,
alterando néo s6 comportamentos relacionados ao humor e ansiedade, mas também
memodria, aprendizagem e resposta a psicoestimulantes (Aslani et al., 2015; Dutheil et
al., 2016; Santos et al., 2016; Blanco-Gandia et al., 2017).

O peso dos animais nao foi alterado apds o consumo de dieta HC, porém,
observou-se aumento significativo da deposigao lipidica nos experimentos agudo e
crénico. Esses dados sdo confirmados por estudos anteriores que mostram que essa
dieta leva ao aumento rapido e persistente da adiposidade em camundongos sem,
entretanto, alterar o peso corporal por se tratar de uma dieta isocalérica comparada a
dieta controle e ndo levar ao aumento do consumo (Oliveira et al., 2013; Santos et al.,
2016). A dieta HC apresenta elevado indice glicémico, o que resulta em um aumento
dos niveis poés-prandiais de insulina e induz o aumento da sintese de enzimas e
fatores de transcricdo envolvidos na lipogénese e estoque de gordura, favorecendo o
aumento da adiposidade (Oliveira et al., 2013). Dessa forma, é importante destacar

que, apesar de ndo aumentar o peso dos animais, como em diversos modelos animais
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de obesidade (Sampey et al., 2011), a exposi¢cao prolongada a essa dieta é capaz de
induzir alteragcdes comportamentais. Além disso, a expanséo do tecido adiposo nao
esta diretamente associada as alteragcbes comportamentais avaliadas no presente
estudo, uma vez que o consumo agudo, apesar de aumentar a deposicao lipidica, ndo
promove mudang¢as no comportamento. Esses dados sugerem que, provavelmente, a
exposigao prolongada a dieta HC seja necessaria para que mudangas neuroquimicas
sejam capazes de resultar em efeitos sobre o comportamento.

Devido ao impacto da expansdo do tecido adiposo sobre a saude fisica e
mental dos individuos obesos (Gariepy et al., 2010; Wiltink et al., 2013; Donnadieu-
Rigole et al., 2016), é de extrema relevancia estudos que avaliem a participacédo de
vias celulares e moleculares comuns a esses transtornos para que se possa elaborar
estratégias terapéuticas e preventivas mais eficazes. ldentificamos, no presente
estudo, que o consumo crénico, mas nao agudo, de dieta HC leva a uma exacerbagao
da producgdo de NO em estruturas cerebrais relacionadas a ansiedade e compulsao, e
que a reducao da sua producgao a partir da inibicdo da iINOS, mas n&do da nNOS, foi
eficaz em reverter as alteragcbes de comportamento, sugerindo que essa via esteja
relacionada as alteragdes comportamentais induzidas pela dieta HC. Além disso, o
consumo cronico de dieta HC resultou em aumento do niumero ou da ativagdo de
células microgliais nessas estruturas cerebrais, assim como no aumento da liberagao
estriatal de glutamato.

Primeiro, observamos que o consumo cronico da dieta HC esta associado a
alteracdo da resposta a cocaina no teste de CPP. O modelo de preferéncia
condicionada ao lugar baseia-se no componente de recompensa relacionado a
aprendizagem associativa e a capacidade cognitiva dos animais de fazer previsdes
sobre a obtencdo de recompensas (Garcia Pardo et al, 2017). Neste estudo,
avaliamos o efeito reforcador da cocaina e, apdés a aquisicdo da preferéncia
condicionada ao lugar, os animais foram submetidos a um processo de extingdo. Esse
modelo é uma importante ferramenta utilizada para avaliar os aspectos hedbnicos da
cocaina (Tzschentke, 2007). E importante ressaltar que nao foi observada alteracédo da
atividade locomotora no teste de campo aberto induzido pelo consumo de dieta HC,
sugerindo que os resultados obtidos a partir dos testes comportamentais ndo séo
decorrentes de efeitos da dieta HC sobre a locomocgao.

Baseado no classico condicionamento Pavloviano, a droga (estimulo
incondicionado) é pareada repetidamente com um estimulo neutro (Tzschentke, 1998)
e, apds pareamentos sucessivos, esse contexto neutro (compartimento pareado com a
droga) passa a ser associado com as propriedades recompensadoras da droga e

adquire a capacidade de atuar como estimulo condicionado (Bardo e Bevins, 2000). Ja
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a extingao é definida como uma diminuicdo na intensidade da resposta aprendida apos
a remoc¢ao do estimulo incondicionado que induziu o refor¢o (Gass e Chandler, 2013;
Garcia Pardo et al., 2017). Funcionalmente, essa fase é observada como uma
diminuigdo na resposta apresentada antes da extingcdo para niveis mais baixos apds o
treinamento de extingdo (Gass e Chandler, 2013). Nesse estudo, demonstramos que a
expressao da preferéncia ao lugar induzida pela cocaina no grupo dieta HC n&o foi
diferente do grupo controle. No entanto, na fase de extingdo, os animais que foram
alimentados com dieta HC por 12 semanas apresentaram memoria mais persistente
da recompensa condicionada. A extingdo envolve a geragdo de uma nova memoria
para controle do comportamento e diversas vias contribuem para esse processo
(Bouton et al., 2006; Knackstedt et al., 2010).

Esse é o primeiro trabalho a avaliar a extingdo do condicionamento ao lugar
induzido pela cocaina em um modelo de consumo crénico de dieta palatavel.
Entretanto, trabalhos anteriores verificaram o efeito do consumo de dietas ricas em
carboidrato e lipidios sobre a aquisicdo do condicionamento induzido pela cocaina. Os
achados revelam que o consumo crénico de lipidios induz a uma menor resposta aos
efeitos reforgcadores da cocaina nesse modelo (Thanos et al., 2010; Morales et al.,
2012). Por outro lado, corroborando os dados do presente trabalho, alguns trabalhos
sugerem que o consumo cronico de sacarose ndo altera as respostas de
condicionamento induzido pela cocaina (Rorabaugh et al., 2015; Li et al, 2016).
Semelhante as drogas de abuso, a ingestédo intermitente e excessiva de acucar cria
um estado de dependéncia, ativa o sistema de recompensa e elevando os niveis de
dopamina e opidide na area tegmental ventral e nucleo accumbens (Colantuoni et al.,
2002). No nosso estudo, nods nao verificamos os mecanismos moleculares envolvidos
com as alteragdes observadas no teste do CPP. Porém, dados da literatura mostram
que o consumo de dieta rica em sacarose pode produzir adaptacbes neurais que
contribuem para a sensibilidade comportamental alterada a psicoestimulantes (Avena
e Hoebel, 2003; Gosnell, 2005), permitindo a suposi¢gdo de que o consumo cronico da
dieta HC induz alteragcbes no processamento neural do estimulo reforcador, sendo,
consequentemente, responsavel pela alteragdo no processo de extingdo da resposta
condicionada induzida pela cocaina.

O comportamento compulsivo é caracteristica tanto do transtorno de abuso de
substancias quanto do transtorno obsessivo-compulsivo (Figee et al., 2016). Assim, a
partir dos resultados observados no modelo de CPP, avaliamos o efeito compulsivo da
dieta HC no teste de Marble Burying. Verificamos que o consumo crénico de dieta HC,
mas ndo o tratamento agudo com a dieta, aumentou significativamente o

comportamento de enterrar esferas. Por outro lado, a exposicédo crénica a dieta nao
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modificou as respostas comportamentais no teste do Labirinto em Zero Elevado,
sugerindo que o consumo de dieta HC ndo modifica os comportamentos de ansiedade
nesse modelo. Estes resultados corroboram dados anteriores de nosso laboratério que
demonstraram que a dieta HC induz efeito ansiogénico no Labirinto em Cruz Elevado
somente apos situagao de estresse (Santos ef al., 2016). O Labirinto em Zero Elevado
consiste em uma modificacdo do modelo de Labirinto em Cruz Elevado, nao
apresentando um compartimento central, apenas bragos abertos alternados com
bracos fechados, o que permite exploracdo ininterrupta, eliminando qualquer
ambiguidade de interpretagdo associada ao tempo gasto no quadrante central do
modelo tradicional (Shepherd et al., 1994).

Em roedores, enterrar objetos inofensivos, como esferas de vidro, faz parte de
um repertorio natural do comportamento desses animais (Njung'e e Handley, 1991) e
alguns estudos mostram que o teste do Marble Burying parece refletir um
comportamento repetitivo e perseverante mais do que a ansiedade induzida pela
novidade (Thomas et al., 2009). De fato, diversas evidéncias questionam esse teste
como um modelo experimental de ansiedade em roedores, pois, diferentemente da
maioria dos testes de ansiedade que sao baseados no comportamento exploratério, a
exposicao repetida a essas esferas nao causa habituagdo comportamental (Thomas et
al., 2009; Gomes et al.,, 2011). Adicionalmente, o teste do Marble Burying ¢é
freqlentemente usado para pesquisar o efeito anti-compulsivo de drogas e simula
alguns aspectos do comportamento obsessivo-compulsivo em humanos, como os
movimentos repetitivos (compulsdes) (Umathe et al., 2009). Uma vez que a dieta HC
aumenta o comportamento de enterrar esferas, mas ndo induz comportamento
semelhante a ansiedade no Labirinto em Zero Elevado, é possivel inferir um efeito
tipo-compulsivo induzido pela dieta HC no teste de Marble Burying. Além disso, a
alteragdo da resposta de extingdo no modelo de CPP induzido pela cocaina associada
ao aumento do comportamento de Marble Burying sustentam a hipétese do efeito tipo-
compulsivo em decorréncia da ingestédo crénica de dieta HC.

Em concordancia com dados prévios do nosso laboratério, verificamos que a
ingestao cronica da dieta HC altera comportamentos relacionados a ansiedade apés
situacbes de estresse (Santos et al., 2016). Esse efeito do tipo ansiogénico foi
evidenciado pela maior laténcia para comer quando os animais sdo expostos a um
novo ambiente apds um periodo de privacdo alimentar. O modelo de Hipofagia
Induzida pela Novidade é preditivo de ansiedade, uma vez que a administracao de
diferentes drogas com efeito ansiolitico diminui a laténcia para comer (Bodnoff et al.,
1988). A diferenca observada entre os grupos alimentados com dieta HC e dieta

controle na quantidade de ingestao alimentar nos cinco minutos subsequentes ao teste
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nao mostrou correlacdo com o comportamento observado para nenhum dos grupos.
Dessa forma, pode-se inferir que essa diferenga, provavelmente, é resultado da
textura distinta das dietas utilizadas.

Corroborando nossos dados, individuos com peso corporal normal, mas com
niveis aumentados de gordura corporal, apresentam niveis aumentados de cortisol,
sugerindo uma maior vulnerabilidade ao estresse associado a um prejuizo no
desempenho cognitivo (Mujica-Parodi et al., 2009). Além disso, pessoas obesas séo,
mais responsivas ao estresse (Brydon, 2011) e, consequentemente, apresentam maior
suscetibilidade para desenvolver disturbios relacionados ao humor (Gariepy et al.,
2010; Wiltink et al., 2013). Em roedores, observa-se que, apds consumo cronico de
dieta hiperlipidica, os animais apresentam resposta exagerada ao estresse de injecao
intraperitoneal de solugdo salina, além de liberagdo aumentada de corticosterona
(Legendre e Harris, 2006).

O mecanismo bioldgico que liga a expansao do tecido adiposo e reatividade ao
estresse é pouco compreendido, porém, as evidéncias apontam que a inflamagao
pode ser um fator importante na relagéo entre a obesidade e os transtornos de humor.
Esta sugestdo baseia-se na observagao de que a inflamagao cronica de baixo grau
esta implicada na fisiopatologia tanto dos transtornos de humor quanto da obesidade
(Gondim et al., 2015; Reus, Fries, et al., 2015). O processo inflamatério esta associado
a danos celulares e consequente injuria cerebral nos transtornos psiquiatricos (Najjar
et al.,, 2014; Reus, Fries, et al., 2015; Yuste et al., 2015), além de alteragdes na
neurotransmissao e prejuizo da neurogénese (Kitagami et al., 2003; Frenois et al.,
2007; Kuzumaki et al., 2010). Na obesidade, o processo inflamatério parece ser
desencadeado predominantemente pelo tecido adiposo branco (Cancello e Clement,
2006). Esse tecido possui papel enddcrino reconhecido por sua fungéo de sintetizar e
liberar adipocinas, como a leptina, e citocinas pré-inflamatérias, como IL-6 e TNF-a.
Pacientes obesos apresentam niveis circulantes aumentados desses mediadores o
que, provavelmente, estd associado a alteracbes metabdlicas, como resisténcia a
insulina e problemas cardiovasculares (Luft et al., 2013; Gondim et al., 2015), além de
sintomas de ansiedade e depressao (Wiltink et al., 2013; Hiles et al., 2016). Estudos
prévios demonstram que a dieta HC induz uma producdo alterada de mediadores
inflamatorios, sugerindo um efeito inflamatdrio da ingestao de dieta HC (Ferreira, Mario
et al., 2011; Oliveira, Menezes-Garcia et al., 2013).

Durante o processo inflamatério, observa-se, ainda, aumento da expresséo da
enzima iNOS e consequente exacerbacao da sintese de NO (Hartlage-Rubsamen et
al., 1999; Madrigal et al., 2002). Em individuos obesos, assim como em modelos

animais de obesidade, observam-se niveis plasmaticos aumentados dos produtos do
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metabolismo do NO (nitrito/nitrato), sugerindo um aumento da produgdo desse
mediador na obesidade (Ghasemi et al., 2013; Stanimirovic et al., 2016). Além disso,
em animais obesos observa-se aumento da expressdo da iINOS em varios orgaos,
como figado, rim, e, no SNC, no hipotalamo (Morley et al., 1995; Fujimoto et al., 2005;
Sherif, 2014). O NO é sintetizado a partir de L-arginina por trés isoformas das enzimas
oxido nitrico sintase, NNOS, INOS e eNOS, que diferem pela dependéncia de calcio
para ativagao e pela regido onde sédo expressas (Andrew e Mayer, 1999).

Conhecendo sobre o papel do NO ndo apenas nas respostas de ansiedade,
mas também nos comportamentos tipo obsessivo-compulsivos (Guimaraes, Beijamini
et al., 2005, Umathe, Bhutada et al., 2009, Krass, Runkorg et al. 2010, Montezuma,
Biojone et al 2012), avaliamos a participagdo da via nitrérgica nas mudancas
comportamentais induzidas pela dieta HC nos modelos de Marble Burying e Hipofagia
Induzida pela Novidade. Observamos que o pré-tratamento com aminoguanidina, um
inibidor preferencial de iINOS, resultou em um menor nimero de esferas enterradas e
em uma menor laténcia para comer. Esses dados foram acompanhados por alteragdes
nos niveis de nitrito nas estruturas cerebrais avaliadas. Os animais tratados
cronicamente com a dieta HC apresentaram maior formagao de nitrito no cotex pré-
frontal e nucleo estriado, quando submetidos ao teste do Marble Burying, € no pré-
frontal, nucleo estriado e hipocampo, quando submetidos ao teste de Hipofagia
Induzida pela Novidade. Confirmando os dados obtidos nos testes comportamentais, o
pré-tratamento com aminoguanidina também reverteu o0 aumento de nitrito no nucleo
estriado em ambos os modelos avaliados, sugerindo um papel importante do NO na
modulacdo das respostas comportamentais induzidas pela dieta HC. Além disso, o
consumo agudo de dieta HC nao induziu alteracbes nas respostas comportamentais e
nao induziu alteragdes nos niveis de nitrito apos 3 dias de ingestao de dieta HC.

Estudos anteriores corroboram nossos resultados indicando que o NO ¢é
importante na regulagdo de comportamentos relacionados a compulsédo e ansiedade,
uma vez que a administragao de inibidores da NOS resulta em efeito anti-compulsivo
(Umathe et al.,, 2009; Krass et al.,, 2010) e ansiolitico em diferentes modelos de
ansiedade (Amiri et al., 2015; Lisboa et al., 2015). Ainda, em estudos referentes ao
potencial ansiogénico do NO, observa-se que a exacerbacgido da sintese de NO no
cortex pré-frontal e hipocampo esta associada a maior susceptibilidade ao estresse e
comportamentos relacionados a ansiedade em roedores (Amiri et al., 2015). Além
disso, apos situagdes de estresse, verifica-se maior ativagao de neurdnios contendo
NOS em areas cerebrais relacionadas as reacdes defensivas e de ansiedade
(Beijamini e Guimaraes, 2006a; b; Sivanathan et al.,, 2015). Interessantemente, um

estudo publicado recentemente mostrou que o diabetes experimental induzido pela
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estreptozotocina promove desregulacédo da produgido de NO e que esse, por sua vez,
contribui para o comportamento tipo-ansiogénico nesses animais (Siba et al., 2017).

Para investigar a fonte de NO, avaliamos os niveis de proteinas iINOS e nNOS.
A sintese de INOS é aumentada por estimulo inflamatério e, além disso, varias
evidéncias apontam para o papel patogénico dessa enzima em disturbios
neuropsiquiatricos (Coleman, 2001; Rao, Harry et al., 2010; Montezuma, Biojone et al.,
2012). Observamos, nesse estudo, que a dieta HC aumentou os niveis de iINOS no
cértex pré-frontal em comparacédo ao grupo dieta controle, mas ndo houve diferenca
nos niveis de nNOS, indicando que a exacerbacéo da producédo de NO provavelmente
deve-se ao aumento da sintese da isoforma induzivel da NOS. Além disso, no
experimento de Marble Burying, o n-propil, um inibidor seletivo de nNOS, em doses
comportamento, sustentando a hipétese de que o efeito da dieta sobre o
comportamento é decorrente de um aumento dos niveis de nitrito proveniente da iINOS
e nao da nNOS.

A nNOS ¢é conhecida por estar constitutivamente expressa, porém, eventos
aversivos podem levar ao aumento da sua expressdao em estruturas cerebrais
relacionadas as reacdoes de defesa (Vila-Verde et al., 2016). Além disso, o LPS
aumenta a expressdo de nNOS em modelos in vivo em in vitro (Di Girolamo et al.,
2003; Espanol et al., 2014). No nosso estudo, entretanto, a expressdo de nNOS nao
mostrou-se alterada apés o consumo de dieta HC e a inibicao seletiva dessa enzima
pelo n-propil ndo reverteu o comportamento de enterrar esferas, evidenciando que,
nesse modelo, a nNOS parece ndo participar do efeito da dieta HC sobre o
comportamento. Porém, ndo se pode excluir o possivel envolvimento dessa enzima
nas alteragbes comportamentais observadas nesse estudo, uma vez que nao
quantificamos sua forma fosforilada. A desfosforilagcdo da nNOS aumenta sua
atividade enzimatica, levando ao aumento da produgéo de NO (Rameau et al., 2003).
Observa-se que a nNOS esta constitutivamente fosforilada e que a ativacdo do
receptor de NMDA de glutamato, por exemplo, diminui o nivel de fosforilagdo dessa
enzima, ativando-a (Rameau et al., 2003). Assim, nesse modelo, é possivel que,
apesar da expressao total da nNOS nao estar alterada, sua fosforilagdo e consequente
ativacao estejam modificadas pelo consumo crénico da dieta HC.

Conforme discutido anteriormente, a inflamagao crénica € uma caracteristica
fundamental da obesidade e ha evidéncias consistentes, a partir de animais tratados
cronicamente com dietas hiperlipidicas, da ocorréncia de processo inflamatério em
areas cerebrais que regulam o humor (Dutheil et al., 2016; Vinuesa et al., 2016).

Estudos anteriores verificaram niveis aumentados de IL-6 e TNF-a nos tecidos
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adiposos e intestinal e TNF-a no tecido hepatico em animais cronicamente
alimentados com dieta HC (Ferreira et al., 2011; Oliveira et al., 2013; De Oliveira et al.,
2015). E possivel que, nesse modelo, essas citocinas pré-inflamatérias interfiram no
funcionamento de estruturas cerebrais relacionadas a ansiedade, contribuindo para as
alteragdes comportamentais induzidas pela dieta HC. S&o varias as vias
possivelmente envolvidas nas mudangas de comportamento induzidas por esses
mediadores inflamatérios, incluindo a hiperativacdo do eixo hipotalamo-hipdfise-
adrenal e o consequente aumento dos niveis circulantes de corticosterona, o que
poderia justificar comportamento tipo-depressivo e maior susceptibilidade ao estresse
(Pace e Miller, 2009; Santos et al, 2016). De fato, em animais alimentados
cronicamente com dieta hiperlipidica, observa-se aumento ndo sé dos niveis
circulantes de corticosterona, mas também da sintese desse horménio no parénquima
cerebral (Dutheil et al.,, 2016). E discutido, ainda, que as citocinas interferem no
metabolismo e fungdo de varios neurotransmissores, além da plasticidade neuronal, o
que também pode contribuir para as alteracées de comportamento observadas (Andre
et al., 2014; Vinuesa et al., 2016; Yang et al., 2016).

Nesse sentido, estudos apontam para uma intima relagdo entre
neuroinflamacado e ativacdo microglial (Yuste et al.,, 2015). De fato, o consumo de
dietas palataveis ricas em lipidios, que também induz um estado inflamatério, aumenta
0 numero total de células microgliais nas regides cerebrais relacionadas a ansiedade,
comportamentos depressivos e fungbdes cognitivas, como o hipotadlamo, cértex pré-
frontal, amigdala e hipocampo (Gao et al., 2014, Bocarslyet al., 2015, Vinuesa et al.,
2016, White et al., 2016). Neste trabalho, verificamosque o consumo crénico de dieta
HC leva a alteragées nas ceélulas microgliais, revelando um maior numero dessas
células no nucleo estriado. Por outro lado, observamos maior taxa de ativagao
microglial no cortex pré-frontal e hipocampo dos animais cronicamente alimentados
com dieta HC.

E importante ressaltar, que o processo de ativagdo microglial ¢ acompanhado
da alteracdo na morfologia dessas células (Kreutzberg, 1996). Assim, as células dos
animais controles sao mais ramificadas e com ramos mais longos no coértex pré-frontal
e hipocampo, quando comparadas as células dos animais cronicamente alimentados
com dieta HC, que sao menos ramificadas e com ramos mais curtos (Hovens et al.,
2014). Como resultado, a relagao entre area do corpo e a area da célula, ou seja, o
indice de ativagdo microglial, € maior nos animais dieta HC no cértex pré-frontal e
hipocampo (Hovens et al., 2014). O aumento do nimero total de células microgliais no
ST pode ser decorrente da maior proliferacao dessas células nessa regido. Além

disso, baseado em estudos anteriores que avaliaram o efeito de dieta hiperlipidica,
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esse efeito pode ser consequéncia da migracao de células microgliais de outras
regides cerebrais ou, ainda, da infiltracdo de mondécitos da periferia (Nelson et al.,
2002; Gao et al., 2014). Gao et al. (2014) mostrou que o consumo crénico de dieta rica
em lipidios ndo alterou a proliferacdo celular no hipotalamo, onde o numero total de
células microgliais sofreu incremento significativo, sugerindo a migragdo dessas
células para essa regido.

De acordo com as evidéncias acima mencionadas, propomos que a dieta HC
leva a ativagao ou recrutamento de células microgliais, o que, por sua vez, aumenta a
sintese de INOS e, conseqientemente, resulta em exacerbagao da sintese de NO.
Com base nas avaliagdes comportamentais, a inibicdo da iINOS e a reducido da
sintese de NO reverteram a alteragdo comportamental induzida pela dieta HC,
sugerindo que esta cascata de eventos contribui para as alteragdes de comportamento
induzidas pelo consumo crénico de dieta HC.

Nossos resultados mostram que animais cronicamente tratados com dieta HC
apresentaram maior ativagao microglial ou maior nimero de células Iba-1-positivas
acompanhado do aumento da sintese de iINOS e da produgcdo de NO no coértex pré-
frontal e nucleo estriado. Curiosamente, a regiao hipocampal ndo apresenta alteragdes
dos niveis de iINOS e NO, porém, paradoxalmente, exibe ativacdao das células
microgliais em analise histolégica dessa regido. Entretanto, esperava-se um aumento
de iINOS e NO no hipocampo, uma vez que se observou ativacdo de células
microgliais nessa regido. Essa estrutura, juntamente com o cértex pré-frontal, constitui
em um componente chave do substratoneural de respostas de ansiedade e processos
de aprendizagem e meméria (Ongur e Price, 2000; Barker e Warburton, 2015; Calhoon
e Tye, 2015; Zarrindast e Khakpai, 2015; Jimura et al, 2017). O hipocampo &
composto por distintas regides, hipocampo dorsal e ventral em roedores,
correspondentes ao hipocampo posterior e anterior, respectivamente, em primatas
(Fanselow e Dong, 2010). Propbe-se que essas regides apresentem fungdes distintas.
Por exemplo, estd bem estabelecido que o hipocampo dorsal desempenha papel
essencial no processo cognitivo de aprendizagem e memoéria (Pothuizen et al., 2004;
Fanselow e Dong, 2010). Ja o hipocampo ventral parece modular processos afetivos e
relacionados a emocéao (Maren e Holt, 2004; Fanselow e Dong, 2010). Dessa forma, o
método para dissecacgao utilizado nesse trabalho n&o discriminou entre as regibes
ventral e dorsal, sendo possivel que a avaliagdo apenas da regido ventral do
hipocampo poderia evidenciar diferenca dos niveis de iINOS e NO nesse trabalho, uma
vez que essa regido esta envolvida na modulagdo dos comportamentos avaliados.
Além disso, sabe-se que situagbes de estresse sao capazes de elevar os niveis

hipocampais de iNOS, levando ao aumento subsequente de NO (Filipovic et al., 2017;
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Hueston et al., 2017) o que pode explicar o aumento da sintese de NO no hipocampo
apenas no modelo de Hipofagia Induzida pela Novidade, onde os animais foram
expostos ao estresse de privacdo alimentar. Nessa situagdo de estresse,
possivelmente a sintese de NO foi mais expressiva em toda a estrutura hipocampal,
sendo possivel observar diferenca significativa entre os grupos.

O nucleo estriado também compde a rede neural dos comportamentos
relacionados a ansiedade, além do sistema cerebral de recompensa. O nucleo
accumbens, localizado na porgdo ventral do nucleo estriado, € morfologicamente
dividido em regides Core e Shell (Meredith et al., 2008). Essa por¢do do nucleo
estriado recebe suas principais aferéncias excitatérias (glutamatérgicas) de estruturas
limbicas como o cértex pré-frontal, amigdala e hipocampo (Cardinal et al., 2002;
Cerovic et al., 2013). Além disso, neurdnios dopaminérgicos da area tegmental ventral
projetam-se para o nucleo accumbens, compondo uma importante via de regulagao
dos comportamentos associados a recompensa (Meredith et al., 2008). A
compulsividade no transtorno obsessivo-compulsivo e na adicgdo esta relacionada
com a ativacado do nucleo estriado ventral (Figee et al., 2016). Além disso, o nucleo
estriado recebe informagdes da amigdala e cortex pré-frontal durante a exposi¢ao a
uma situacdo ameacadora e sugere-se seu papel durante a fase de avaliagdo de risco
(Calhoon e Tye, 2015). Um estudo realizado em humanos mostrou que o nucleo
estriado ventral é ativado durante o condicionamento contextual aversivo (Pohlack et
al., 2012; Calhoon e Tye, 2015). Em modelos animais, as evidéncias apontam para um
papel do nucleo estriado no aprendizado aversivo (Darvas et al.,, 2011). Quanto a
avaliagdo dessa estrutura em modelos animais de obesidade, ha poucos dados,
porém, ha evidéncias de maior ativacdo dessa regido em camundongos expostos
cronicamente a uma dieta hiperlipidica (Sharma e Fulton, 2013). Dessa forma, tais
evidéncias confirmam que as alteracbes estriatais observadas nesse estudo podem
mediar as respostas comportamentais induzidas pelo consumo de dieta HC.

O NO interfere no comportamento por uma serie de mecanismos, dentre eles, a
neurotransmissao glutamatérgica (Wang et al., 2005; Calabrese et al., 2007; Mallozzi
et al., 2009; Wang et al., 2013). O glutamato, considerado o principal neurotransmissor
excitatério no SNC (Fonnum 1984, Miladinovic, Nashed et al., 2015), sob condi¢des
normais, é liberado na fenda sinaptica e é encontrado, em grande parte, no meio
intracelular, e relativamente em menor quantidade no ambiente extracelular (Fonnum,
1984). O NO promove aumento de neurotransmissdo glutamatérgica por diferentes
mecanismos. Trabace e Kendrick (2000) mostraram que a infusdo de um doador de
NO no estriado de ratos induz ao aumento de glutamato nessa regido por vias

dependentes e nao-dependentes de GMPc (Trabace e Kendrick, 2000). Ainda,
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mostrou-se que o aumento da iINOS e o consequente aumento da produgdo de NO
estdo relacionados com o aumento dos niveis de glutamato no cérebro e com
comportamento relacionado a ansiedade (Wang et al., 2013).

Estudos indicam claramente uma desregulagdo glutamatérgica em certas
condi¢cdes psiquiatricas, como depressdo, ansiedade e também no transtorno
obsessivo-compulsivo e adic¢gdo, demonstrando neurotransmissdo glutamatérgica
aumentada em regides especificas do cérebro (Levine et al., 2000; Chakrabarty et al.,
2005; Strawn et al., 2013; Marquez et al., 2016). A desregulagdo da neurotransmissao
glutamatérgica pode estar envolvida nos mecanismos neurobiolégicos subjacentes aos
transtornos psiquiatricos, como esquizofrenia, ansiedade e depressao, e a processos
neurodegenerativos, como epilepsia (Miladinovic et al., 2015).

No experimento de Iliberacdo de glutamato, a despolarizacdo dos
sinaptossomas por KCI produz diferentes componentes de liberacdo desse
neurotransmissor distinguidos por dependéncia ou ndo de calcio extracelular (Nicholls
et al., 1987; Vieira et al., 2003). Nossos resultados indicam que a liberagdo de
glutamato no ST estd aumentada em animais que foram cronicamente alimentados
com dieta HC independentemente dos niveis extracelulares de calcio. O aumento
significativo da liberagdo de glutamato de sinaptossomas estriatais coincide com a
exacerbacao da sintese de iINOS, com a maior produgcdo de NO e com as alteragdes
comportamentais em animais que receberam dieta HC por 12 semanas.
Curiosamente, corroborando tais achados, a ingestdo aguda de dieta HC nao alterou
as respostas comportamentais, além de nao ter levado a exacerbagao da producao de
NO ou da liberagdo de glutamato, sugerindo que a neurotransmissado glutamatérgica
alterada pode estar relacionada com as alteragdes comportamentais observadas em
animais tratados por 12 semanas com HC dieta.

Nao ha dados na literatura relacionando o efeito do consumo de dietas ricas
em carboidrato sobre a neurotrasmissdo glutamatérgica. Dessa forma, nossos
resultados mostram, pela primeira vez, que o consumo cronico de uma dieta rica em
carboidrato esta associado ao aumento da liberagdo desse neurotrasmissor a partir de
sinaptossomas estriatais. Por outro lado, ha evidéncias de que as alteragbes cerebrais
promovidas pelo consumo de dieta hiperlipidica induza efeitos deletérios em vias
neurais glutamatérgicas, embora haja algumas inconsisténcias. Tais estudos
demonstraram que o consumo de dietas palataveis e hipercaltdricas resulta em
reducao da neurotransmissao glutamatérgica, evidenciado, por exemplo, por menor
conteudo desse neurotransmissor no hipocampo (Auer et al., 2015) e pelo aumento da

recaptacdo de glutamato nessa mesma estrutura (Valladolid-Acebes et al., 2012).
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Porém, ha dados que sugerem aumento dos niveis cerebrais de glutamato apds
consumo cronico de dieta rica em lipidios (Lee et al., 2010).

Nossos resultados sugerem um aumento da neurotransmissao glutamatérgica
em animais submetidos ao consumo crdnico, mas ndo agudo, de dieta HC. Entretanto,
o experimento utilizado para tal inferéncia ndo nos permite concluir sobre o conteudo
de glutamato ou sobre a eficiéncia da transmissdo sinaptica glutamatérgica na
estrutura avaliada. Porém, tais dados sdo fortes evidéncias que propdem a possivel
participacdo dessa via nas alteragcbes comportamentais observadas nos animais
submetidos ao consumo crénico da dieta HC, embora estudos posteriores sejam
necessarios para confirmacido de tal hipotese. Além disso, os dados referentes a
liberacdo de glutamato a partir de sinaptossomas estriatais reforcam, mais uma vez,
que a exposicao prolongada a dieta HC é necessaria para que as alteragdes
neuroquimicas avaliadas pelo presente estudo sejam evidenciadas e, portanto,

promovam as alteragdes comportamentais.
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6 CONCLUSAO

Em conclusédo, o presente estudo sugere que o consumo crénico de dieta HC
induz efeitos tipo-ansiogénico, apdés situacdo de estresse, e tipo-
compulsivopossivelmente relacionados a via do NO. Além disso, o comportamento
relacionado a ansiedade frente a eventos estressantes sugere uma maior
susceptibilidade ao estresse em animais cronicamente alimentados com dieta HC. Os
resultados indicam, ainda, que as células microgliais ativadas possivelmente
aumentam a expressao de iNOS, resultando em exacerbagao da producédo de NO e
subsequente aumento da liberagdo de glutamato. Com base nesses achados,
inferimos que esses eventos estejam relacionados com as alteragdes de

comportamento observadas nos animais cronicamente submetidos a dieta HC.
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Figura 33 Modelo proposto para os efeitos no SNC em decorréncia do consumo
cronico de dieta HC.
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