UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA

EFEITO DOS AGONISTAS DOPAMINERGICOS D, E D, NO
COMPORTAMENTO ALIMENTAR HEDONICO EM RATOS
ADULTOS SUBMETIDOS A DESNUTRICAO PROTEICA

PERINATAL

RECIFE

2012



Martimiano, Paula Honorio de Melo

Efeito dos agonistas dopaminérgicos D, e D, no
comportamento alimentar heddnico em ratos adultos
submetidos a desnutricdo protéica perinatal / Paula
Honorio de Melo Martimiano . — Recife: O Autor,
2012.

79 folhas: il., fig.,; 30 cm

Orientador: Manuela Figueiroa Lyra de Freitas

Dissertacao (mestrado) — Universidade Federal
de Pernambuco. CCS. Patologia, 2012.

Inclui bibliografia e anexos.
1. Desnutricao perinatal. 2. Receptor D;. 3,

Receptor D,. 4. Motivacao. 5. Alimento palatavel |.
Freitas, Manuela Figueiroa Lyra de. Il.Titulo.

UFPE
616.399 CDD (20.ed.) CCS2012-020



PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA

EFEITO DOS AGONISTAS DOPAMINERGICOS D; E D, NO
COMPORTAMENTO ALIMENTAR HEDONICO EM RATOS
ADULTOS SUBMETIDOS A DESNUTRICAO PROTEICA

PERINATAL

Dissertacdo aprovada em: 03 de fevereiro de 2012

Banca examinadora:

Prof® Dr. Nicodemos Teles de Pontes Filho.

Prof Dra. Carolina Peixoto Magalhé&es.

Prof2 Dr. Mario Ribeiro De Melo-JUnior

Recife
2012



Aos Meus Pais, Argeu Martimiano e Tereza Martiminano

Essa é mais uma conquista dedicada a vocés. Vocés que me propiciaram uma vida
digna onde eu pudesse crescer, acreditando que tudo é possivel, desde que sejamos
honestos, integros de carater e tendo a convicgdo de que desistir nunca é uma acao
continua em nossas vidas; que sonhar e concretizar os sonhos sé depende de nossa
vontade. Tento retribuir o amor que vocés me deram com o melhor que consigo e faco o
possivel para deixa-los orgulhosos. Apesar da vida ndo ser facil para nds, tentemos
olhar sempre o lado positivo e sorrir para as coisas boas que nos cercam. Aprendi com
minha mae que é sempre preciso ter fé e com meu pai que a dedicacao e confianca nos

impulsionam. Levo isso no coracao.

A vida passa rapido, espero té-los sempre ao meu lado.
Minha maior felicidade em ter concluido o mestrado é ver o sorriso no rosto de vocés
dois. Esse € um momento feliz!

Amo vocés, obrigada por tudo, painho e mainha.

A0 meu grupo de pesquisa

Pelos bons tempos vividos nesses dois anos. Por terem me ensinado tantas coisas e me
ajudado tanto sem pedir nada em troca. Por terem acreditado em mim e me dado forca
para vencer essa luta. Com toda certeza, eu ndo teria conseguido sem todas voceés.

E o mais importante que posso tirar disso tudo foi nossa AMIZADE CONSTRUIDA.

Minha profunda gratiddo por terem feito desse trabalho, um grande trabalho.



Agradecimentos

E muito bom dizer obrigada a tanta gente que, neste periodo, em que se é acometido de
tantos surtos de tristezas, incapacidades, euforias, incertezas, cansaco, alegrias,

conseguiu se manter simplesmente presente. Por isso, as homenagens.

A Manuela Figueiroa Lyra de Feitas,

Por vocé ter sido muito mais do que uma orientadora, uma amiga e tanto. Esteve
comigo em todos os momentos, desde 0s experimentos no biotério até a ultima palavra
escrita nessa dissertacdo. Durante esses dois anos, uma semana sem se ver ou se falar
era impossivel. Uma pessoa dedicada ao que se propde fazer. Inteligente, responsavel e
sempre foi bastante carinhosa comigo. Manu é uma pessoa verdadeiramente humana,
tem um coragdo enorme e consegue transmitir isso por onde passa. Tive muita sorte em
encontrar vocé no meu caminho, Deus me deu um presente e sei que teremos muitas
historias para construir juntas. O que escrevo € muito pouco diante do que vocé merece.

Muito, muito obrigada por tudo!

A Sandra Lopes de Souza,

Seguranca, confianca, perseveranca e trabalho em grupo. Essas séo as palavras que a
definem perfeitamente. Em pouco tempo pude compreender toda admiracdo que todos
tém por ela e hoje estou feliz por ter por perto sua grandeza de conduta e seu espirito
cativante. A quem dedico minha admira¢do como pesquisadora e minha gratiddo como

pessoa.

A Renata Campina

Por ter pegado na minha mao e me ensinado a “andar”. Foram tantos quilos de dieta,
tantas lavagens de gaiolas, tanta faxina no biotério, tanta ajuda nos experimentos, tanta
presenca em minha vida em poucos meses de convivéncia. A pessoa mais camarada
que ja& conheci. A pessoa que me ajudou em tudo, independente da forca que fosse
preciso fazer. A boa vontade admiravel. A simpatia em pessoa. O sorriso contagiante. O
alto astral do anexo. Minha eterna gratiddo a vocé, Renatita, que esteve comigo quando
eu mais precisei na pesquisa e sem medir esforcos, me ajudou a construir um sonho.

Mesmo vocé estando longe, vocé jamais seria esquecida. Muito obrigada, parceiral



A Amanda Marcelino
Pela confianca depositada em mim. Por arrumar tempo onde nao tinha. Por me escutar e
sugerir suas ideias mirabolantes. Pela certeza transmitida até quando tudo estava

incerto. Pela sua competéncia e presenca diéria nessa jornada. Muito Obrigada.

A Livia de Almeida
Pela paciéncia e pensamento positivo. Por estar disponivel para qualquer coisa e em
qualquer momento que eu precisasse. Pela amizade construida durante a execucéo desse

estudo. Por lutar comigo na selecdo do doutorado e ter vencido. Muito Obrigada.

A Larissa Almeida
Pela sua atmosfera. Pelas suas palavras profundas, sempre ditas com tanta forca,
vontade e certeza. Por juntar todas nds, amigas, segurar nossas maos e repetir quantas

vezes fosse preciso: “Nos Vamos conseguir”. E eu consegui, Lara! Muito Obrigada.

A Téssia
Por sua competéncia, seriedade e postura de uma pesquisadora exemplar. Por meu
ajudar a acreditar em nés mesmos. Pela sua forte personalidade. Por ser mais uma peca

do quebra cabeca e ter ajudado a monta-lo. Muito Obrigada.

A Taisy Ferro
Pela sua companhia e amizade. Por torcer por mim e acreditar que eu sou capaz. Muito
Obrigada.

A Isabeli Lins

Por ter me ajudado a construir essa dissertacdo. Muito Obrigada.

A Ligia Camara

Pelo espirito de grupo. Por me apoiar. Transmitir-me guarra pra vencer os obstaculos.
Por ter me dito que temos que acreditar e admirar nosso trabalho com toda froga. Muito
Obrigada.



A Matilde
Pelo seu bom humor, pelos elogios e por passar tanta paz durante todos esses meses. Por
ser sincera e mostrar onde devemos melhorar. Pelas suas palavras construtivas e pelos

momentos engracados que s6 vocé pode proporcionar. Muito Obrigada.

A Bruno Souza, Diogo Melo e Gilberto Roberto

Pela ajuda nos experimentos, pelas exaustivas horas no biotério, pelos horarios
cumpridos, pela responsabilidade necesséria. Vocés, com certeza, lutaram junto a mim
para execucdo dessa pesquisa e sua grata pela dedicacdo de cada um. Esse trabalho

também pertence a vocés. Muito Obrigada.

Ao meu amor, Leandro Albuquerque

Por ter sempre acreditado em mim e me apoiado meus sonhos e minhas ideias. Pela
paciéncia em ter me escutado todas as noites. Por ter dado suas opinides sempre tao
cabiveis e necessarias. Por estar comigo e enfrentar, mesmo a distancia, esse desafio.

Por me amar como eu amo... e me fazer feliz!

A Universidade Federal de Pernambuco

Por ter me oferecido a estrutura suficiente de seguir meus objetivos.

A CAPES pelo apoio financeiro.



“Ser estrela neste mundo passageiro, neste mundo cheio
de pessoas cometas é um desafio, mas, acima de tudo,
uma RECOMPENSA!”

Reinilson Camara



Resumo

A desnutri¢do perinatal produz hiperfagia e aumento dos niveis de dopamina encefalica.
Os receptores D; e D, estdo envolvidos no consumo de alimentos palataveis. O
conhecimento de mecanismos neurais que definem a preferéncia por esse tipo de
alimento e a relacdo desses mecanismos com 0 ambiente precoce pode ser alvo para
prevencdo e tratamento da sindrome metabdlica. O trabalho avaliou o efeito da
desnutricdo protéica perinatal sobre a funcdo dos agonistas dopaminérgicos D; e D, na
motivacdo e no consumo de alimentos palataveis. Foram utilizados ratos Wistar
divididos segundo a dieta oferecida as maes durante o periodo perinatal: Normonutrido
e Desnutrido. Foram avaliados: Peso corporal; Comportamento motivacional diante de
recompensa alimentar; Ingestdo de alimento palatdvel sob efeito dos agonistas
dopaminérgicos D; e D,. Foi observado que o peso corporal dos animais desnutridos se
manteve menor quando comparado ao controle. Os animais desnutridos ingeriram maior
quantidade de alimento palatavel durante o periodo de teste. A aplicacdo dos agonistas
D; e D, reduziu o consumo de dieta palatdvel em ambos 0s grupos, entretanto, o efeito
anoréctico do agonista D, foi atenuado pela desnutri¢cdo. Durante o teste de motivacao,
0s animais desnutridos foram mais motivados para reagir a recompensa. Esse resultado
foi acentuado apos aplicacdo do agonista D;. Portanto, a desnutri¢do perinatal estimula
0s componentes motivacionais do comportamento alimentar reduzindo a acgdo
hipofagica da dopamina sobre D1, aumentando o consumo de alimentos palataveis.

Palavras-Chave: Desnutricdo Perinatal, Receptor D1, Receptor D2, Motivacao,
Alimento Palatavel.



Abstract

Malnutrition during critical periods of development has been associated with high risk
of developing obesity, diabetes and cardiovascular disease in adulthood. In animals,
perinatal nutrition produces hyperphagia and persistent increased levels of dopamine in
the brain. Dopamine is one of the classic neurotransmitters acting on the central nervous
system and dopamine D1 and D2 are known to be particularly involved in the
consumption of palatable foods. As currently observed, the world's population, a high
consumption of energy-dense foods rich in lipids and carbohydrates, the knowledge of
neural mechanisms that define the preference for such foods, as well as understanding
the relationship of these mechanisms with early nutritional environment, may be an
important target for prevention and treatment of obesity and its associated diseases.
Objective: To evaluate, in adult rats, the effect of perinatal protein malnutrition on the
function of D1 and D2 dopamine receptors in motivation and energy-dense food
consumption. Method: We used Wistar rats were divided into two groups according to
the diet offered to mothers during pregnancy and lactation: Control (C, diet with 17%
casein) and Low protein (LP diet with 8% casein). We evaluated: a) Body weight
between 15 and 120 days old. b) Motivational behavior for food reward, through the
Task Runway. This test was conducted from 60 to 82 days of life, including 11 alternate
sessions of training, where the animal was exposed to the reward for 5min. ¢) Ingestion
of palatable food under the effect of D1 and D2 dopamine agonists. Result: Body
weight of malnourished animals remained lower when compared with animals
normonutridos of 30 to 120 days. The malnourished animals ingested a greater amount
of palatable food during the test period. The application of the D1 and D2 agonists
reduced the intake of palatable diet normonutrido and malnourished groups, however,
the anorectic effect of the D1 agonist was attenuated in malnourished animals. During
the test of motivation, the malnourished animals is shown more motivated to respond to
reward when compared with the group normonutrido. This result was enhanced after
application of the D1 agonist. Conclusion: The perinatal malnutrition stimulates the
motivational components of feeding behavior, reducing the hypophagic action of
dopamine D1 receptor, contributing to the increased consumption of palatable foods.

Keywords: Perinatal malnutrition, D1 receptor, D2 receptor, motivation, Palatable
Food.
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1. APRESENTACAO

A idéia de que a desnutricdo durante os periodos de gestacdo e lactagdo pode
influenciar a vida em longo prazo tem importantes implicacbes para a satde publica,
pois predispde os individuos a desenvolver uma série de doencas, dentre elas a
sindrome metabdlica que se caracteriza pela associacdo entre obesidade, diabetes
mellitus do tipo Il, resisténcia a insulina, hipertensao arterial, e dislipidemia (Edwards;
Mcmillen, 2001; Lau; Rogers, 2004; Conway; Rene, 2004; Patel; Srinivasan, 2010).

No mundo, mais de um bilhdo de adultos e cerca de 20 milhdes de criangas
menores de 5 anos apresentam sobrepeso e 400 milhdes deles sdo obesos (Koplan;
Liverman; Kraak, 2005; Va-Dieren, 2010). Estimativas apostam que a acentuada
prevaléncia da obesidade infantil seréd traduzida a um aumento previsto para 2,3 bilhdes
no numero de obesos no mundo até 2015 (World Health Organization, 2006; Ahmed:;
Ong, Dunger, 2009; Han; Lawlor; Kimm, 2010).

A fim de explicar o aumento dramatico na prevaléncia da obesidade e da
sindrome metabolica nos Gltimos anos, evidéncias sugerem que além das mudancas nos
habitos alimentares dos individuos e a auséncia de praticas esportivas concebidas pelo
mundo moderno (Vickers, 2003), existe uma estreita relacdo entre agressdes ocorridas
nas fases precoce do desenvolvimento e o surgimento de doencas metabodlicas na vida
adulta (Godfrey, Barker 2000; Breier et al., 2001).

A desnutricdo materna € um dos principais exemplos de um ambiente
intrauterino adverso que pode promover efeitos danosos ao desenvolvimento fetal
(Morgane et al., 1993; Godfrey; Barker, 2000; Warner; Ozanne, 2010). Na tentativa de
se adaptar a esse ambiente, o feto parece redefinir pontos de ajustes do equilibrio
energético, com o objetivo de maximizar suas chances de sobrevivéncia. (Bellinger;
Sculley et al., 2006). Porém, o grau de incompatibilidade entre os ambientes pré e pds-
natal € um dos principais determinantes de doencas em longo prazo (Gluckman,
Hanson, 2004; Gluckman, Hanson, Beedle, 2008). Alteragdes ambientais no periodo
perinatal, como as nutricionais, podem promover adaptacbes morfologicas e funcionais
de estruturas envolvidas diretamente com o controle do comportamento alimentar
(Muhlhausler et al., 2006; Garcia et al., 2010).

Na atualidade, a modulacdo dos componentes ndo homeostatico (heddnico) do

controle do comportamento alimentar, tem sido alvo de intensa investigacdo por sua



capacidade de sobrepor o controle homeostético hipotalamico (Berthoud, 2006). O
componente heddnico é estimulado particularmente por alimentos palataveis, com alta
densidade energetica (Berthoud, 2006). Algumas evidéncias apontam para a intrinseca
acao da desnutricdo perinatal sobre esses mecanismos e sua relagdo com a etiologia da
obesidade (Zheng; Lenard et al., 2009).

Com objetivo de investigar essa temética, o grupo de pesquisa NNI-Origem
Desenvolvimentista da Saude e da Doengca vem realizando varios estudos
comportamentais e celulares tentando colaborar com o meio cientifico a desvendar os
fatores que estdo associados com o surgimento da obesidade (Lopes De Souza, 2008;
Orozco-Solis et al., 2010; Oliveira, et al., 2011). Uma das hipoteses levantadas é de que
a restricdo proteica em periodos criticos do desenvolvimento promovem alteracGes
neuronais que repercutem na vida adulta. Dentre esses estudos, observou-se aumento na
expressdo de peptideos hipotalamicos orexigénicos e reducdo de anorexigénicos,
associados ao elevado consumo alimentar dos animais desnutridos (Orozco-Solis,
Matos et al., 2010), bem como resisténcia ao efeito hipofagico do agonista
serotoninérgico 5-HT;g em ratos adultos desnutridos durante o periodo da gestacdo e
lactacdo (Lopes De Souza, Orozco-Solis et al., 2008).

A neurotransmissdo dopaminérgica no sistema nervoso central (SNC) esta
associada as respostas heddnicas, como a palatabilidade e a motivacdo para consumir
alimentos ricos em energia (Berridge; Kringelbach, 2008). Os principais receptores
dopaminérgicos implicados na regulacdo do apetite s@o os receptores D; e D, (Beaulieu;
Gainetdinov, 2011). Esses receptores estdo localizados em regifes encefalicas, como 0
nacleo accumbens e area tegmentar ventral, as quais estdo relacionadas as sensacoes
motivacionais causadas por certos tipos de alimentos, estimulando a preferéncia e o
consumo de alimentos energéticos (Vucetic; Reyes, 2010) como também sdo expressos
em nucleos hipotalamicos como o hipotalamo lateral e ventromedial mediando a acdo
inibitéria que a dopamina tem sobre o consumo de alimentos, controlando assim,
tamanho, duracéo e frequéncias das refeicdes (Vucetic; Reyes, 2010). Cooper; Al-Naser
(2006) sugeriram que, apoOs aplicacdo aguda do agonista dopaminérgico D; (SKF
38393), os animais tiveram preferéncia por alimentos ricos em carboidrato e lipideo.
Johnson; Kenny (2010) atribuiram a compulsdo de animais obesos por alimentos

palataveis a uma baixa regulagdo dos receptores dopaminérgicos Ds.



Como atualmente observa-se, na populacdo mundial, o elevado consumo de
alimentos ricos em lipidios e carboidratos, 0 conhecimento de mecanismos neurais que
determinam a preferéncia por esse tipo de alimentos, bem como o entendimento da
relacdo de tais mecanismos com o ambiente nutricional precoce, pode ser um
importante alvo para prevencao e tratamento da obesidade e suas patologias associadas.
Portanto, levantou-se a hipdtese de que a desnutrigdo proteica perinatal altera a funcao
dos receptores dopaminérgicos D; e D, sobre o controle hedénico do comportamento
alimentar, promovendo na vida adulta, inducdo ao consumo de alimentos densamente
energéticos. O objetivo foi avaliar, em ratos adultos, o efeito da desnutrigdo proteica
perinatal sobre a acdo dos receptores dopaminérgicos D; e D, na motivacdo e no
consumo de alimentos palataveis, possibilitando esclarecer o seu possivel envolvimento
e sua influéncia no aumento do consumo de alimento energético. Os objetivos
especificos foram analisar em animais normonutridos e desnutridos: A acdo dos
agonistas dopaminérgicos D; e D, sobre o consumo de alimento palatavel; A motivacdo
dos animais frente ao estimulo de recompensa ap0s aplicacdo dos agonistas
dopaminérgicos D; e D,.

O artigo original deste estudo € intitulado “The effect of perinatal protein
malnutrition on the function of D1 and D2 dopamine receptors in motivation and
consumption of palatable foods” sera submetido ao periddico The Journal of

Neuroscience- classificado como Qualis Al na area de medicina Il.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plasticidade Fenotipica

Plasticidade fenotipica consiste na capacidade dos organismos de alterar a sua
fisiologia ou morfologia de acordo com as condigfes do ambiente. Dessa forma,
estimulos ambientais durante o periodo embrionério podem ter efeitos profundos sobre
0 processo de desenvolvimento do SNC (Kippin et al., 2008; Silveira et al., 2008). Essa
vulnerabilidade estd associada ao intenso processo de diferenciacdo e maturacdo celular
sofrido nesse periodo (Mccance; Widdowson, 1974). Esses processos realizam-se com
velocidade méxima, provocando um rapido aumento do peso cerebral (Rice; Barone,
2000). Por esse motivo, essa fase € denominada de periodo de crescimento rapido do
cérebro e é considerado como um dos periodos criticos mais importantes para o
desenvolvimento cerebral (Morgane et al., 2002).

A maioria dos nutrientes participa de alguma forma, do processo de maturacéo
do cérebro. Contudo, a proteina parece ser o0 componente mais importante a interferir
durante o periodo de desenvolvimento cerebral (Morgane et al., 1993). Assim, a sintese
de proteinas estruturais, o crescimento e a organizacdo funcional dos neurdnios e a
producdo de neurotransmissores dependem da disponibilidade de amino&cidos
essenciais contidos nas proteinas da dieta (Wiggins; Fuller; Enna, 1984).

Varios estudos sugerem uma intima relacdo entre a ocorréncia da desnutricdo e o
prejuizo no desenvolvimento cerebral, com consequente alteracdo do seu funcionamento
(Kehoe et al., 2001). Logo, alguns comportamentos tais como: aprendizado, memoria,
ingestdo alimentar, podem ser determinados de acordo com o periodo e o tipo de
estimulo sofrido, levando a conseqléncias ao longo da vida (Dobbing; Sands, 1971;
Desai; Crowther et al., 1995; Levin, 2000). No estudo realizado por Moura et al.,
(2002) ratos desnutridos no periodo precoce da vida desenvolveram hiperfagia,
obesidade e outros distUrbios metabdlicos na idade adulta.

No sentido de identificar o motivo pelo qual os animais demonstram alteracfes
no comportamento alimentar, foi proposto que perturbagdes, como restricdo proteica,
energética ou alimentacdo rica em gordura durante o periodo perinatal e neonatal
modificam a estrutura e fisiologia do hipotalamo (Delahaye et al., 2008; Garcia et al.,
2010). Exemplos como aumento da expressdo de neuropeptideo Y (NPY) (Plagemann

et al., 2000), do peptideo relacionado a proteina Agouti (AgRP) e diminui¢do do



neurotransmissor peptideo pré-6pio-melanocortina (POMC), resultam muitas vezes, em
uma forte predisposicao para hiperfagia em ratos (Delahaye et al., 2008, Bouret, 2009;
Orozco-Solis; Matos et al., 2010; Garcia et al., 2010). Da mesma forma, horménios
periféricos, como leptina, insulina e ghrelina também tém suscitado grande atencao
como moduladores dos padrdes alimentares e gasto energético ao nivel do hipotdlamo
(Coll; Farooqi; O’rahilly, 2007). Fatores nutricionais durante a vida perinatal podem
também modular a sensibilidade desses horménios na vida adulta (Sanchez et al., 2008;
Palou; Pico, 2009; Garcia et al., 2010).

Além disso, j& foi relatado o aumento do metabolismo dopaminérgico no
hipotalamo de animais submetidos a desnutricdo durante o periodo perinatal
(Valdomero et al., 2006) e dos niveis de serotonina no sistema nervoso central sdo
maiores durante o periodo pds-natal em animais desnutridos (Manjarrez, Chagoya et al.,
1994). Dessa forma, os neurotransmissores parecem também estar alterados em ratos
com histérico de desnutricdo perinatal, interferindo no complexo circuito neural que
coordena os aspectos do comportamento alimentar, favorecendo ao aumento no

consumo de alimentos.

2.2 Comportamento Alimentar

O comportamento alimentar é parte de um sistema de feedback que controla o
balanco energético, envolvendo uma complexa interacdo dos sinais de fome e
saciedade, produzidos em estruturas encefalicas como o hipotdlamo, bem como em
6rgdos periféricos, como o trato gastrointestinal (Erlanson-Albertsson, 2005; Magni et
al., 2009). Além disso, também faz parte dessa regulacdo, os estimulos sensoriais e as
propriedades dos alimentos, como gosto e textura (Magni et al., 2009).

Para uma melhor compreensao, pode-se dizer que o comportamento alimentar é
regulado por duas vias que se complementam: via homeostatica (hipotdlamo e trato
gastrointestinal) e via heddnico (sistema de recompensa) (Berthoud, 2006; Lutter; Eric,
2009). A via homeostatica aumenta a motivacdo para a ingestdo alimentar ap06s
deplecdo dos estoques de energia com o objetivo de regular o balango energético
(Lutter; Eric, 2009). Em contrapartida, a via hedbnica esta relacionada ao sistema de
recompensa alimentar, podendo prevalecer sobre a via homeostatica durante periodos de
abundancia energética através do aumento do desejo de consumir alimentos,

principalmente os palataveis (Lutter; Eric, 2009).



Em relacdo aos fatores homeostaticos, a maioria dos trabalhos tem incidido
sobre as funcdes dos hormonios circulantes, os quais transmitem informacgoes sobre os
niveis de energia periférica para o cérebro. Entre os hormdnios periféricos, a leptina, a
insulina e a ghrelina parecem ser os mais importantes. (Lutter; Eric, 2009).

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

Em relacdo ao SNC, o hipotadlamo é capaz de integrar os sinais periféricos e
centrais do controle homeostatico do comportamento alimentar (Magalhdes et al.,
2010). No ambito dos sinais periférico, o hipotdlamo recebe sinais de fome e de
saciedade provenientes do trato gastrointestinal, do pancreas, do figado e tecido adiposo
(Morton; Cummings et al., 2006). Ja com relacdo aos sinais centrais, 0s neurbénios
serotoninérgicos e dopaminérgicos enviam projecGes ascendentes para o hipotadlamo de
forma controlar o comportamento alimentar, o balanco energético e, consequientemente,
0 peso corporal (Davidowa; Plagemann, 2000; Kishi; EImquist, 2005). O hipotalamo
ainda esta funcionalmente relacionado a funcdes vitais como reproducdo, temperatura
corporal, balango hormonal e ritmos circadianos (Verge; Calas, 2000; Meister, 2007).

Além dos fatores homeostaticos, entender como o cérebro gera sensacdo de
prazer, motivacdo e aprendizado sdo de intenso interesse pelos cientistas, pois o
ambiente também exerce uma influéncia significativa sobre 0s circuitos neurais que
atuam na manutencdo da homeostase energética. (Kelley, 2004; Erlanson-Albertsson,
2005). O sistema de recompensa alimentar age integrando os estimulos sensoriais
desencadeados por determinados tipos de alimentos, como 0s ricos em acUcar e gordura,
gerando sensacao de prazer e assim, prolongando uma refeicdo (Erlanson-Albertsson,
2005; Berridge; Kringelbach, 2008). Neste caso, isso ocorre mesmo na presenca de
saciedade e acumulo energético (Berthoud, 2006). Os sinais enddgenos que regulam a
homeostase energética podem se tornar ineficazes, pois a tendéncia em manter o
consumo de alimentos é poderosamente influenciada pelas propriedades gratificante dos
mesmaos (Fulton, 2010).



O sistema de recompensa é formado pelo nlcleo accumbens, palido ventral, &rea
tegmentar ventral, cortex pre-frontal, hipocampo e amigdala (Berthoud, 2006; Lenard,;
Berthoud, 2008). O nucleo accumbens é uma regido do cérebro que parece desempenhar
um papel crucial no comportamento alimentar. Ele recebe informacdes do tronco
encefélico, em relacdo as sensagdes gastrointestinais e gosto dos alimentos, através do
nacleo do trato solitario (Erlanson-Albertsson, 2005) e da mesma forma, os estimulos
sensoriais chegam ao cortex pre-frontal e tAlamo. O nlcleo accumbens e area tegmentar
ventral enviam informacBes para a regido da amigdala e nela, sdo processadas e
transformadas em estimulos emocionais (prazer), enquanto que o hipocampo funciona
como um centro de armazenamento e aprendizado da informacdo (Kelley; Berridge,
2002; Wardle, 2007). Vérios neurotransmissores atuam nessas regides do cérebro,

incluindo a dopamina.

2.3 Sistema Dopaminérgico

A dopamina é uma catecolamina, sintetizada principalmente no sistema nervoso,
cuja biossintese inicia-se com o0 aminoacido tirosina, o qual é proveniente da
alimentacdo e da hidroxilacdo hepatica da fenilalanina pela fenilalanina hidroxilase. A
tirosina é convertida em L-dopa pela acdo da enzima tirosina hidroxilase e a L-dopa, por
sua vez, sob a acdo da L- aminodescarboxilase, é convertida em dopamina (Ben-
Jonathan; Hnasko, 2001). Apos sintetizada, ela é armazenada nas vesiculas sinapticas,
onde permanece neste local para estoque, secrecdo e protecdo contra a inativacdo
enzimatica (Ben-Jonathan; Hnasko, 2001).

A liberacdo da dopamina das vesiculas sinapticas se faz através da exocitose. A
despolarizacdo da membrana permite o influxo de calcio e este desempenha um papel
inicial que libera a dopamina para o espaco sinaptico (Estevinho; Fortunato, 2003).
Uma vez secretada a dopamina difundi-se rapidamente e se acopla a receptores de
membranas pos-sinapticas, que através de vias intracelulares, exercem uma série de
funcbes em suas células efetoras (Ben-Jonathan; Hnasko, 2001). Além disso, a
dopamina pode ser recaptada por neurbénios pré-sinapticos e reincorporada em vesiculas
por transportadores de alta afinidade. Ela também pode ser degradada no espaco
sinaptico ou nos terminais pos-sinapticos (Estevinho; Fortunato, 2003).

Quatro principais vias dopaminérgicas foram identificadas no cérebro dos

mamiferos; Via mesolimbica que vai da area tegmentar ventral até o sistema limbico e



esta relacionada ao comportamento emocional, a via mesocortical que abrange os lobos
frontais e parece estar envolvida no mecanismo de atencdo e orientacdo, a via nigro-
estriada que vai da substancia negra até o corpo estriado, atuando nas zonas motoras
involuntarias e a via curta, chamada de via tuberoinfundibular que esta relacionada a
liberacdo de horménios da hipofise (Arakl et al., 2006).

Desde a descoberta de suas func@es fisioldgicas (Carlsson et al., 1957), essa
catecolamina vem atraindo atencdo por estar envolvida em varias fungbes vitais do
sistema nervoso, incluindo o movimento, alimentacdo, afeto, recompensa, sono,
atencdo, memoria e aprendizagem. Na periferia, a dopamina desempenha importante
papel fisioldgico na regulagdo do olfato, processos da retina, regulagdo hormonal,
funcBes cardiovasculares, regulacdo simpatica, sistema imunoldgico, funcBes renal,
entre outros (Iversen; Iversen, 2007).

Ela exerce suas funcdes atravées de tipos diferentes de receptores, 0s quais sao
expressos no SNC desde o inicio da embriogénese (Ohtani et al., 2003; Araki et al.,
2006). A primeira evidéncia da existéncia de receptores de dopamina no SNC foi em
1972, a partir de estudos que mostraram que a dopamina foi capaz de estimular a
adenilatociclase (Kebabian; Petzold; Greengard, 1972). Posteriormente, com base em
provas farmacolégicas, bioquimicas, fisiologicas e pela sua distribuicdo anatémica, foi
proposta a existéncia de duas populacdes distintas de receptores dopaminérgicos, 0s
quais foram chamados de D1 e D2 (KEBABIAN, 1979).

Atualmente, sob o ponto de vista molecular e farmacolégico, existem cinco tipos
de receptores de dopamina (D1, D2, D3, D4 e D5). Os receptores D1 e D5 pertencem a
superfamilia dos receptores tipo D1 (D1-like) e os receptores D2, D3 e D4 pertencem a
superfamilia dos receptores D2 (D2-like) (ZHU et al., 2007; 2008).

2.4 Receptor Dopaminérgico D1

O receptor D1 é o mais difundido e expresso em niveis mais elevados do que
qualquer outro receptor de dopamina. Ele é encontrado nos neurdnios pos-sinapticos em
varias regides do cérebro, incluindo os nucleos da base (putamen, caudado, accumbens),
substancia negra, tubérculo olfatério, amigdala e cértex frontal, assim como, em niveis
mais baixos no hipocampo, cerebelo, tAdlamo e hipotalamo (Tarazl, 2001).

Esse receptor pertence a superfamilia dos receptores acoplados a proteina G.

Eles possuem uma estrutura de sete dominios transmembrana e séo capazes de ativar as



proteinas G, do tipo exitatoria (Gs) para induzir mecanismos de sinalizagdo intracelular
(Neve et al., 2004). Em geral, as proteinas G sdo compostas por trés subunidades: a, B e
v (Pierce et al., 2002) e quando estimulada a subunidade a se dissocia do complexo By
tornando o sistema ativado. O guanosina difosfato (GDP) é fosforilado a guanosina
trifosfato (GTP) ativando alguns sistemas efetores, como do caso da adenilato ciclase
(AC) (Pierce et al., 2002). Dessa forma, a AC estimula a producdo do segundo
mensageiro, monofosfato de adenosina ciclico (AMP ciclico), e a fosforilacdo das
proteinocinases A (PKA) (Kebabian; Calne, 1979; Missale et al., 1998).

Diversos substratos da PKA, como a proteina de ligacdo ao elemento de resposta
do AMPc (CREB), os receptores ionotropicos de glutamato (AMPA e NMDA) e
determinados canais de ions parecem ser afetados pela estimulacdo do receptor
dopaminérgico D1 (Greengard, 2001). Entre os substratos da PKA, a fosfoproteina
regulada por dopamina e AMPc32-KDa (DARPP-32) é uma das moléculas mais
estudadas e envolvidas na sinalizagdo do receptor D1. A DARPP-32 é uma
fosfoproteina multifuncional presente nos neurénicos dopaminérgicos e interneurénios e
tem acdo moduladora dos sinais celulares em resposta a acdo dos neurotransmissores,
como a dopamina (Svenningsson et al., 2004).

A DARPP-32 ¢ estimulada pela PKA que por sua vez inibe a proteina fosfatasel
(PP1) (Hemmings et al., 1984) com o objetivo de estimular os mecanismos de regulacao
dos receptores ionotropicos glutamatérgicos sobre os receptores D1. Por outro lado, a
inibicdo da DARPP-32 pela calcineurina (PP2B), libera PP1 o qual age inibindo os
mecanismos alvos da via do glutamato (Greengard, 2001) (Figura 1). Essa é a via de
silanizacdo mais bem documentada que tem implicacdes no papel fisiolégico do

receptor dopaminérgico D1.
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Figura 1. Via de sinalizacdo dos receptores dopaminérgicos D1 acoplados a proteina G. A agdo de outro neurotransmissor foi
incluido para ilustrar os fatores integradores de sinal. As setas azuis indicam ativacdo e os tracos vermelhos indicam inibigdo. As
setas pretas indicam que o estimulo pode ser excitatorio ou inibitério sobre a funcdo de substratos especificos. D1R, receptor
dopaminérgico D1 (Beaulieu; Gainetdinov, 2011).



O papel funcional do receptor D1 tem sido bastante caracterizado. Os estudos
sugerem efeito estimulante sobre a atividade locomotora (Missale et al., 1998; Sibley,
1999) e eles parecem ser fundamentais para 0os mecanismos de aprendizagem e
memoria. Além disso, destaca-se seu efeito sobre as recompensa naturais e a
dependéncia as drogas (lversen; lversen, 2007; Koob; Volkow, 2010).
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THE EFFECT OF DOPAMINE D-1 AGONIST ON FEEDING BEHAVIOR IN
RATS: ASYSTEMATIC REVIEW

ABSTRACT

Objective: To undertake a systematic review of the action of dopamine D-1 agonist on
feeding behavior in rats. Method: The systematic review was performed by online
databases: Pubmed, Old Medline, Medline, Lilacs, SCIELO and Science Direct. Studies
that used only non-selective dopamine D-1 agonist; articles about two dopamine
agonists acting on D1 receptors; studies that evaluated the food consumption through
sucrose solutions, sodium chloride or the animal's response to the device reward;
articles with animals underwent surgery or metabolic abnormalities; review articles and
clinical trials were excluded. Results: Initially, 95 references in Medline, 181 in
Pubmed, 3371 in Science Direct were found. However, no reference was found in
SCiELO, Old Medline and Lilacs. 12 of which were selected. Discussion: The
heterogeneity of the studies did not allow the realization of a statistical meta-analysis.
Despite the variety of methods and different clinical situations on animals, most
selected studies suggested the anorexic effect of dopamine D-1 agonist on feeding
behavior in rats.

Keywords: Dopamine D1; Feeding Behavior; Receptors.

INTRODUCTION

The feeding behavior is part of a feedback system that controls energy balance.
It is involves a complex interaction of hunger and satiety signals from the brain regions
and peripheral organs®?. In addition, the sensory stimulation and food properties also
participate in this regulation®. Several neurotransmitters are related to feeding behavior,
but the dopamine has received much attention3,4. It performs its functions through
different types of receptors and maybe its release is associated with food
consumption>®’.
Some studies have reported the anorectic effect of dopamine D-1 receptors

8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,19

agonist However, more recent evidence suggests that these

receptors are involved in the preference for palatable foods'®. This dopamine function is



related to obesity, which this pathology should be regarded as a major public health
problem and a global epidemic to the World Health Organization®®.

Understanding the appetite regulation and the function of dopamine D-1 receptor
agonist on feeding behavior has become a great scientific interest because studies in this
area can help the prevention and treatment of diseases that affect people. Among that,
there is the metabolic syndrome which is a clustering of cardio-metabolic risk factors®
as obesity, type 2 diabetes mellitus, insulin resistance, hypertension and dyslipidemia.
The latter being a major cause of cardiovascular disease®*?*?*?*, Considering this
aspect, the aim of this study was to conduct a systematic review of the actions of

dopamine D-1 agonist on feeding behavior in rats.

METHODS

The systematic review was performed between September to October 2010 by
online databases: Pubmed, Old Medline (International Literature in Health Sciences,
until 1996), Medline (International Literature in Health Sciences, the from 1997), Lilacs
(Latin American and Caribbean Health Sciences), SciELO (Scientific Electronic Library
Online) and Science Direct. The search was expanded to the references of selected
articles to find other articles.

Cross-reference keywords combined Descriptors in Health Sciences (DECS)
with free terms (FT) were performed. The FT are not part of DeCS and Medical Subject
Headings (MeSH), but were considered relevant because the theme studied.
Crossreferences were: “feeding behavior” (DeCS) and “dopamine D1 agonists” (FT);
“feeding behavior” (DeCS) and “dopamine D1 receptors” (FT); “feeding behavior”
(DeCS) and “SK&F 38393 (FT). For the Science Direct Database, the following limits
were used: food consumption, animal model receptor agonist and agonist dopamine.

Articles were selected from the inclusion criteria, which were: original articles
with unlimited time period of publications; animal testing in research, specifically in
rats and articles relating to the action of dopamine D-1 agonist with feeding behavior.

The exclusion criteria were: studies that used only non-selective dopamine D-1
agonist; articles about two dopamine agonists acting on D1 receptors; studies that
evaluated the food consumption through sucrose solutions, sodium chloride or the
animal's response to the device reward; articles with animals underwent surgery or

metabolic abnormalities; review articles and clinical trials.



RESULTS

Initially, 95 references in Medline, 181 in Pubmed, 3371 in Science Direct were
found. However, no reference was found in SciELO, OIld Medline and Lilacs.
According to limits search option, the number of periodicals decreased from 3371 to
243 in the Science Direct Database. A total of 519 studies were identified in accordance
with this strategy review. They were analyzed carefully to prevent the inclusion of
duplicated data. In addition, the inclusion and exclusion criteria established were

applied and 12 of which were selected (Figure 1).
<Figure 1>

Table 1 presents results with the following variables: author and publication
year; country of publication; administration and dosage of the D1 agonist; route of
administration; time between drug administration and the start of the test; number of
animals per group; food-deprived animals; palatable food consumption; methods and
results.

Regarding the country of publication, eight of the selected articles were

89.10.11.13,15.18.19 and four articles in other countries such

conducted in European countries
as the United States***®, India'” and Iran'®. Most articles (83.33%) used SK&F 38393 as
the dopamine D-1 agonist and the only two routes of drug administration were
intraperitoneal and subcutaneous.

Studies selected used different dosages of the dopamine D-1 agonist. In relation
to SK&F 38393, these values ranged from 0.8513 to 50 mg/kg'®. The number of
animals used varied from sevenl0 and elevenl4 per group. Those food-deprived

10,12,13,14,16,

animals 1718 for one hour'” or up to 24 hours™ before the experiments. The

palatable food consumption was observed in seven (58.33%) of the selected

Studie88'10’11’14’15’17’18.

Despite the variety of methods and lack of standardization of all variables, most
selected studies suggested the anorexic effect of dopamine D-1 agonist on feeding

behavior in ra‘1:88,9,10,11,12,13,14,15,16, 17,19



<Table 1>

DISCUSSION

The heterogeneity of the studies did not allow the realization of a statistical
meta-analysis. Among them, there are a lack of standardization of evaluation methods,
the large divergence in dosage of drug used and its route of administration.

Regarding the country of publication, eight of the selected articles® 101113151819

1418 in the United States of America.

were conducted in European countries and two
These data suggest that the concern about this topic in these regions because there is a
strong evidence of the relationship between dopamine, central control of appetite and
the obesity. The latter is a disease that most affects people in developing countries
today™®*°.

In the 12 selected articles, ten®°1011121314161718 1q0q SK&F 38393. The
preference for this type of agonist is due to its performance without stereotyped
behaviors and its direct action on central control of appetite®®%*!4 n spite of most
articles have wused the same drug, different results were observed. Most

H 10,11,12,13,14,15,16,17,1
StUdIESB'g' 0,11,12,13,14,15,16,17,19

reports the anorexic effect of dopamine D-1 agonist.
However, one of them suggested the increase in palatable food consumption®® and the
other'’ got different result depending on the dosage of the D1 agonist used.

There are a variety of interpretations of the drug action. Its effect on feeding
behavior may be due to several factors because the selected studies used different
dosages of the dopamine D-1 agonist. The SK&F 38393 ranged from 0.85 to 50 mg/kg.
There is considerable controversy regarding the effects of dosage administered into
animals and the amount of food consumed in only one study by Kaur; Kulkarni (2002).
A dosage of 20mg/kg significantly reduced the food consumption at 0.5 hour, while
lower dosages (05 and 10 mg/kg) increased the food consumption in the range of 2, 3
and 4 hours after the beginning of the experiment'’. This difference may have been at
the time the amount of food consumed was weighed. This explains why after a certain
time the drug may lose the selectivity of its specific receptor, reducing its effect on
feeding behavior in animals.

Another important factor that can influence the effect of agonist on feeding

behavior is the route of administration. The intraperitoneal and subcutaneous routes



were only ones used in selected studies. They enable a systemic response especially its
action in the brain and used animal experimentation in experimental research due to
ease of administration when compared with other methods. Despite the subcutaneous
absorption of drugs be slower and regular, and intraperitoneal route be faster, there is no
evidence of a relationship between the route of administration used and possible
interference in food consumption in animals. One of the difficulties of the analysis was
that there is no standardization between route of administration and the times of drug
metabolism and the start of the test, despite two routes have different absorption times.
These values ranged between 0*° and 30 minutes'®**1>1718,

Some researchers used food-deprived animals to study the feeding behavior after

the application of D1 agonist!0121314.1617.18

d8,10,11,14,15,17,18

. Others performed experiments with

912131619 " At certain times, the

palatable foo and maintenance diet
interaction between these factors was used. These various conditions can alter drug
metabolism and its interaction with the organism, resulting in different effects on
feeding behavior in these animals.

In the study by Cooper; Al-Naser'®, animals consumed more palatable food and
reduced consumption of the maintenance diet compared to the control group, after the
administration of the dopamine D-1 agonist. Human neuroimaging studies demonstrate
dopamine release® and activation of specific brain regions related to pleasure of eating
palatable food®. These regions form the food reward system. It integrates sensory
stimuli by specific types of food such as high fat and high sugar foods associated with a
sensory pleasure. Therefore, stimulation of these animals by dopamine agonists seems
to increase the preference for this type of diet. However, other studies reported the
anorectic effect of dopamine D-1 agonist that these drugs cause in animals when the

,10,11,14, 8

palatable food is offered® 117 1t is noteworthy that only the Cooper, Al-Naser’s*

study used a solid palatable food with milk chocolate-coated biscuits. Other

810.1L141517 nffered the animals a mixture of condensed milk, water and

studies
powdered Purina. It is known that rodents have a preference for a solid food. Thus, the
texture of a food may influence the food consumption in animals. This justifies the
differences in results obtained.

Concerning food deprivation, only two studies showed a intergroup

10,14

comparison'®*. In the study of Terry; Katz**, animals that were submitted or not

submitted to this condition, reduced food consumption. However, the group of food



deprivation had a small effect of dopamine D-1 agonist on the amount of food
consumed. The result of this research corroborated the findings of Rusk; Cooper’®. They
also showed a reduction in food consumption in both groups. But, diets given to animals
were not the same in both groups. This is a problem that prevents a comparison and
complicates the evaluation of the impact of food deprivation on the feeding behavior in
animals. In relation to articles that did not show a intergroup comparison'?*3*6-1718
there is a trend of using food-deprived animals. However, articles that food-deprived
and non-deprived animals had any differences in the results. Some factors contribute to
this. The time of food-deprived animals that ranged of one hour'’ to 24 hours™, and the
reduced access to diet’> or amount of food consumed for few days before the
experiment™®. Perhaps the lack of standardization of time, the diet, intensity and time
when deprivation-induced feeding on animals justify the difficult to evaluate the
influence that food deprivation can cause in animals before experiments.

The relationship between food deprivation procedure and the effect of dopamine
agonists is an important factor to be evaluated. Since after a period of deprivation,
animals can increase their reward system and respond positively when they feed?’. The
high consumption of foods, especially rich in energy, associated with reduced physical
activity are related to morbidity and mortality in population and these foods may
predispose people to the development of metabolic diseases. Therefore, the use of
dopamine agonists stimulates receptors and the dopamine exerts its usual effect on
them. This way, can contribute with answers about disorders related to feeding
behavior.

CONCLUSION

It can suggest the anorexic effect of dopamine D-1 agonist on feeding behavior in
animals despite the heterogeneity of methods used and different clinical situations on
animals.

However, it is necessary studies that standardize the evaluation methods and reduce the
interaction of factors that may influence the results.

In this way, there will be a clear interpretation of results that can guide clinical practice

and development of future research.
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TABLE

Table 1 - Vaniables according to the 12 selected articles about the effect of dopamune D-1 agonist on feeding behavior in rats.

Author/Year Country Administration  Route of Time between  Number Food- Palatahble Methods Results
and dosage of administration  drug of deprived food
the dopamine administration  gpimo10 animals consumption
D-1 agonist a;ld the start of per group
the rest
™
Gilbert; Cooper.  United  SE&F 38393 Intraperitoneal 3-4 minutes N=8 NO YES Adaptation to the palatable food Reduction of palatable food consumption at all
1985% Kingdom (3,10.30mgkg) consumption and test dosages.
environment. Evaluation of food
consumption for 30 munutes.
Martin-Tverson; United  SE&F Intraperitoneal Inmmediately N=15 NO NO Evaluvation of food consumption SK&F 38393 (5mg/kg ) reduced the food
Dourish, 1988° Kingdom 38393(5mgkg) after mitial at the end of 4 hours of the consumption.
weight of foed experiment
Fusk; Cooper, United  SE&F 38303 Intraperitoneal 30 minutes N=T/8/10 Maintain a YES —For Evaluvation of food consumption SK&F 38393(10 and 20 mg/ke), SK&F 735760
15‘!39ilJ Kingdom (1, 3,10, 20,30 healthy animals not  of food-deprived animals and (5mg/kg) and SK&F 82526 (10mg/ks) reduced
mg/kg) weight at 85%  subjectedto  those fed the palatable food for the palatable food consumption.
SE&F 75760 -Toconsume  food- 30 minutes. SKE&F 38393 (3.10 and 30 mg/kg) reduced the
(5mg'kg). the deprived consumption of maintenance diet.
SE&F 82526 maintenance
(3. 10 mg'kg) diet
Cooper: United  SE&F 38393 (3.  Subcutaneous 30 minutes =10 NO YES Adaptation to the palatable food SKE&F 38393 (3 and 10 mg/kg) reduced the
Francis; Kingdom 10 mgkg) consumption. palatable food consumption.
Rusk.1990" Evaluation of feeding behavior
for 30 minutes.
Zarrindast; Iran SE&F Intraperitoneal 15 minutes N=3 4 hours of diet INO Evaluation of food consumption Reduction of food consumption at all dosages.
Owiji; Hosseini- 38393(10, 30, per day during the interval of 1, 2 and 4
Nia, 19914 50 mg/kg) hours.
Laduselle; France SE&F 38303 Subcutaneous 15 minutes N=30 18 hours NO Evaluvation of food consumption SE&F 38393 (7.5, 22.5 mg/kg) reduced the
Duterte- (0.85,2.5,7.5, at various tumes for 3 hours. food consumption at various times during the
Boucher; 225 mg'kg) first hour of test.
Costentin,

1901



AuthorYear Country Administration  Route of Time between Food- Palatable Methods Results
and dosage of administration  drug deprived food
the D1 agonist administration animals consumption
and the start of
the test
Terry: Katz. United SE&F 38393 (3,  Intraperitoneal 15 minutes 15 grams YES Evaluation of food consumption SE&F 38393 reduced the food consumption
1007 States 10, 30 mg/kg) during 1-week of food-deprived animals and in both groups. but was less potent in food-
SE&F 77434 diet period those fed the palatable food for deprived rats. All three D1 agonists reduced
(0.3,1,3, 10,30 before the test 40 minutes. foed consumption
mgkg) SK&F
82958 (0.1.03,
1.3, 10 mg'kg)
Al-Naser; . United  A-68930(0.1, Subcutaneous 30 minutes NO YES Evaluation of palatable food for 3 Reduction of palatable food consumption.
Cooper, 19947 Kingdom 0.3, 1.0 mg/ks) hours in sessions of 20 minutes.
Hebbs:Koch: United SE&F -38303 Intraperitoneal Immediately 24 hours NO Evaluation of food consumption SE&F 38393(10 mg/kg) reduced the foed
Bodnar. 1994'%  States (3, 10 mgkg) before initial for 30, 60 and 120 minutes. consumption during the test.
weight of food
mei_K]ﬂka:m India SE&F 38303 Intraperiteneal 30 minutes 1 hour YES Evaluation of palatable food for SE&F 38393(20mg/ke) reduced the food
2002 (20 mg/kg) 0.5.1,2,3, 4 and 5 hours. consumption during the interval of 0,5 hour.
Low dosages (5 and 10 mg/kg) increased the
foed consumption in 2. 3 and 4 hours.
Cooper; Al- United  SK&F 38393 (1. Subcutaneous 30 minutes 22 hours YES Evaluation of feeding behavior SE&F 38393(3mg/kg) increased the
Naser, 2006'% Eingdom 3 e 10 mgks) for 15 minutes. preference to foods rich in energy
Cooper; Al- United  A-77636 (0.1, Subcutaneous 25 minutes NO NO Evaluation of food consumption Reduction of size and duration of meal
Naser; Clifton,  Kmgdom 0.3, lmgks) before the early in 2/2 hours for 24 hours. without affecting the meal frequency.
2006 evening
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2.6 RECEPTOR DOPAMINERGICO D2

Os receptores dopaminérgicos D, fazem parte da familia dos receptores de dopamina
D,-like, 0s quais sdo acoplados a proteina G; e assim induzem a inibi¢do da adenilato ciclase e
producdo do AMP ciclico (Beaulieu; Gainetdinov, 2011). Diferente dos receptores D, sua
ativacéo resulta na diminuicdo da atividade das PKAs para induzir mecanismos de sinalizagao
intracelular (Bateup et al., 2010). Esses receptores também podem interagir com a ativagéo de
receptores glutamatérgicos, estimulando diretamente o aumento intracelular de célcio, o0 que
por sua vez ativa a PP2B, a qual inibi a acdo da DARPP-32, uma das moléculas mais
estudadas e envolvidas na cascata de sinalizagdo (Svenningsson et al., 2004). Essa proteina
permite a interacdo de interneurbnios como o0s de glutamato, atuando com uma acéo
moduladora e amplificadora dos sinais celulares proveniente da ativacdo dos receptores de
dopamina, porém permanece inativa com a ativacdo dos receptores dopaminérgicos D, (Nishi
et al., 1997; Bateup et al., 2008).

Glutamate Dopamine
Y Y
NMDA D2R
\ o

& ‘/ L
Ca’ -— /
\ AC
PP2B +
/ cAMP
DARPP-32 L
| ~——pKa
PP1
PKA Targets

Figura 2. Via de sinalizacdo dos receptores dopaminérgicos D2 acoplados a proteina G. A agdo de outro neurotransmissor foi incluido para
ilustrar os fatores integradores de sinal. As setas azuis indicam ativagdo e os tracos vermelhos indicam inibigdo. As setas pretas indicam que
o estimulo pode ser excitatorio ou inibitorio sobre a funcdo de substratos especificos. D2R, receptor dopaminérgico D2 (Beaulieu;
Gainetdinov, 2011).

Os receptores D, também se diferenciam do D; em nivel de sua estrutura genética. Os
genes dos receptores D; ndo contém introns, enquanto os genes que codificam o0s receptores
D, apresentam seis introns em sua sequéncia codificadora. A presenca de introns permite a
geracdo de variantes do receptor por splicing alternativo. No receptor D, foram identificadas
isoformas com significado bioldgico reconhecido. O receptor D, apresenta duas variantes,
denominadas curta (D, short - Dys) e longa (D2 long - Dy.), que sdo geradas por splicing
alternativo, com a insercdo de 29 aminodcidos na terceira al¢a intracitoplasmética (Ben-

Jonathan, 2001). Estas variantes determinam propriedades anatdmicas, fisioldgicas,



farmacoldgicas distintas. Em contraste com a familia D;-like, os receptores D, sd0 expressos
nos neurdnios dopaminérgicos pré e pds-sinapticos. Dys € expresso, em sua maioria, nNos
neurdnios pré-sindptico e sdo envolvidos nas fungbes de auto-receptor, fornecendo um
mecanismo de feedback negativo importante no ajuste do disparo neuronal, sintese e liberacéo
de dopamina em resposta a mudancas nos niveis extracelular desse neurotransmissor (Sibley
et al., 1999), enquanto D,_ parece estar predominantemente presentes nos neurénios pos-
sinapticos (De Mei et al., 2009), mediando uma variedade de funcdes importantes a nivel do
sistema nervoso central.

Os maiores niveis dos receptores D, sdo encontrados no ndcleo accumbens, estriado e
trato olfatorio, porém também sdo expressos na substancia negra, area tegmental ventral,
cortex pré frontal, amigdala e hipocampo (Seeman, 2006). Eles estdo envolvidos em varias
fungBes vitais do SNC, como movimento voluntério, afeto, sono, memoria, aprendizado,
alimentagdo e nos mecanismos de recompensa.

Como os receptores D, participam de varias fungbes do organismo, nao é
surpreendente que eles estejam envolvidos em uma série de patologia que acometem a
populacdo atualmente, como por exemplo, a obesidade. As primeiras evidéncias cientificas
mostraram que a estimulacdo dos receptores D, levou a redugéo na quantidade de alimentos
ingeridos por animais (Van der Weide et al., 1986, 1987, 1988) e sua disfuncdo, um aumento
na ingestdo alimentar. Com o objetivo de fundamentar ainda mais sua funcéo, posteriormente
foi testado e comprovado que esse efeito poderia ser bloqueado por antagonistas desse tipo de
receptor (Timmerman, 1989).

A sequéncia comportamental da saciedade (SCS) é o nome dado as transi¢cdes que
ocorrem durante o periodo que o alimento esta sendo consumido e € utilizada para observar o
funcionamento dos processos fisioldgicos naturais subjacentes a saciedade, podendo comparar
os diferentes tipos de drogas que interferem na ingestdo alimentar (Halford; Wanninayake;
Blundell, 1998). Ela p6de discriminar os efeitos causados pelos agonistas dos receptores
dopaminérgicos D; e D,. Ambos reduzem a ingestdo alimentar, porém por mecanismos
diferentes. Os agonistas para o receptor D; reduzem a duragdo da alimentagcdo enquanto o
receptor D, inibem a ingestdo de alimentos por reduzir a frequéncia com que as refeigdes
acontecem (Jason, 1998).

Nos ultimos anos, observa-se um elevado consumo de alimentos ricos em lipidios e
carboidratos, e por isso existe um grande interesse de aprofundar o conhecimento de
mecanismos neurais que definem a preferéncia por esse tipo de alimentos. Cooper; Al-Naser

(2006) demonstraram que o agonista para o receptor D, ndo afetou o consumo inicial de



chocolate, mas exibiu o seu efeito supressor no final do periodo de teste, sugerindo que o
efeito anoréctico desse receptor ndo pode ser atribuido ao aumento na laténcia para iniciar a
alimentacdo, porém eles parecem ter influéncia sobre tamanho das refeicdes, reduzindo em
mais de 50% a ingestdo de alimentos palataveis, como também observado por Al-Naser;
Cooper, 1994.

Johnson; Kenny (2010) atribuiram a compulsdo de animais obesos por alimentos
palataveis a uma baixa regulacdo a nivel dos receptores dopaminérgicos D,. Eles parecem
mediar a fungdo inibitdria que a dopamina tem sobre o controle do apetite e sua disfuncdo
contribui para o surgimento de doencas metabdlicas (Volkow, 2008). Recentes estudos
corroboram com esses resultados, reforcando a ideia de que os receptores dopaminérgicos D,
estdo intimamente relacionados com a manutencdo do balanco energético por atuarem a nivel
do sistema nervoso central, inibindo o consumo de alimentos, demonstrando sua particular
importancia na regulacdo do apetite e consequentemente no surgimento da obesidade e suas
patologias associadas (Touzani et al., 2010; Beaulieu; Gainetdinov, 2011; Crunelle et al.,
2011; Weenen et al., 2011; Martin-Garcia et al., 2011).



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar provenientes do biotério de
criacdo do Departamento de Nutrigdo da Universidade Federal de Pernambuco. Para obtencéo
dos animais experimentais, ratos adultos (120 dias) foram acasalados na proporgéo de 1 fémea
para 1 macho. A prenhez foi diagnosticada pela presenca de espermatozoide no esfregaco
vaginal, e confirmada pelo ganho de peso corporal da fémea. O dia seguinte a este foi
considerado o dia 0 da gestacdo. No dia 0 as fémeas gestantes foram transferidas para gaiolas
individuais, e durante toda a gestacdo e lactacdo receberam as dietas experimentais,
normoproteica (caseina 17%) ou dieta hipoprotéica (caseina a 8%), de acordo com 0s grupos
experimentais (Tabela 1). Ap6s o nascimento dos filhotes foi realizada a sexagem para a
formagdo das maternidades com 8 filhotes machos por mae. Durante toda a pesquisa, 0S
filhotes foram mantidos em condicdes padrdo de biotério (temperatura de 22 + 2°C, sob ciclo
claro/escuro invertido de 12 horas, luz acesa as 18 horas), recebendo racdo padréo de biotério
e agua ad libitum, segundo recomendacdo ética do Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal. Durante os experimentos, foi ofertada aos animais experimentais dieta palatavel
(Tabela 1) ou biscoito Cookies (Tabela 2). Todos os procedimentos foram aprovados de
acordo com a Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE- processo n°
23076.034632/2010-79 (vide anexo).

3.2 Obtencao dos Grupos Experimentais

Inicialmente, os grupos experimentais foram obtidos aleatoriamente de acordo com a

dieta experimental oferecida durante a gestagéo e lactagédo (Tabela 1):

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

dieta hipoprotéica (Caseina 8%) durante a gestacéo e lactacdo (N=30).



Tabela 1. Composicédo das dietas experimentais.

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

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

As dietas foram elaboradas no Departamento de Nutri¢do da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. *As vitaminas e
mistura mineral foram formulados de acordo com a recomendagdo da AIN-93G para dietas de roedores [PG Reeves, Nielsen
FH, Fahey GC Jr, 19931.

3.3 Agonistas

Os agonistas dopaminérgicos D; (SKF 38393) e D, (Quinpirole) foram obtidos na
forma cristalina e dissolvidos em &gua na proporcdo de 5mg/ml, segundo recomendacdo do
fabricante (Sigma®). Em todos os experimentos, o agonista dopaminérgico D; foi
administrado na dose de 3 mg/kg de peso corporal (Cooper; Al-Naser, 2006), o agonista
dopaminérgico D, na dose de 0,3 mg/kg corporal (Cooper; Al-Naser, 2006). Todos o0s

farmacos foram administrados através da via intraperitoneal.

3.4 Procedimentos experimentais
3.4.1 Peso Corporal

O peso corporal dos animais foi registrado nos intervalos de 30, 60, 90, 120 dias de
vida. Para as medidas foi utilizada balanca eletrbnica com capacidade para 4 Kg e
sensibilidade 0,1g (Marte, modelo S-4000%).

3.4.2 Ingestao Alimentar

A andlise da ingestdo alimentar foi realizada aos 60 dias de vida. Neste periodo os
animais dos grupos C e D foram alojados em gaiolas individuais, onde foi disponibilizado
entre 100-150 gramas de dieta palatdvel (Tabela 1). Trés dias foram utilizados para a

adaptacdo as gaiolas e a dieta, sendo esta oferecida aos animais durante uma hora por dia. O



consumo alimentar foi obtido a cada 12 horas dos ciclos de luminosidade (claro/escuro)
durante trés dias. Para as medidas da ingestdo alimentar foi utilizada balanca eletronica com

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

3.4.3 Teste de Motivagdo (Runway Task Incentive)

Aos 70 dias de vida, todos os animais foram submetidos ao teste de motivacdo, apos
privacdo alimentar de 4 horas. Este teste consiste de um paradigma comportamental, o qual
gera curvas de aquisicdo de aprendizado, bem como a velocidade e trajetdria percorridas que

expressam a motivacao do animal frente ao estimulo da recompensa (Pecina, Cagniard et al.,

2003). O teste foi realizado sempre entre 12 e 14 horas.

Estrutura do Runway Task

A estrutura do runway task é formada por duas caixas (Inicial e Alvo) nas
extremidades de um corredor. A caixa alvo apresenta mobilidade podendo se localizar a

diferentes distancias da caixa inicial (Figura 3).

/T 120 cm

A

Caixa Inicial / Centro de corrida

/ Caixa Alvo

F

Figura 3: Representagdo esquematica da estrutura runway task

Os compartimentos apresentaram as seguintes medidas: uma caixa inicial (19x14x30),

um centro de corrida (150x14x30), e uma caixa alvo (19x14x30). As caixas eram feitas de
acrilico, enquanto que o centro de corrida era de polipropileno. Uma camera de video (camera

de infravermelho 1/3 480-linha chipsony) ficou localizada centralmente, de forma a filmar

todos os compartimentos, conforme a distancia (15 cm a 150 cm) entre a caixa inicial e alvo.

Dentro da caixa alvo continha um recipiente com aproximadamente 5g cookies (Chocookies

chocolate Nabisco® - (Tabela 2).



Treino Runway Task

Os treinos foram conduzidos durante 11 sessdes em dias alternados (22 dias) cada
sessdo teve durag@o de 5min. Nas trés primeiras sessdes os ratos foram colocados diretamente
na caixa alvo (com as portas fechadas) durante 5 minutos com acesso a recompensa. Os
animais foram adaptados aos cookies chocolate (Nabisco®) nas trés primeiras sessdes, para
extinguir o comportamento de neofobia. Da 42 sesséo do treino, caixa inicial foi localizada 15
cm da caixa alvo. O animal ficou no caixa inicial durante 30 seg com a porta fechada, em
seguida a porta elevou-se para que o animal pudesse prosseguir pelo centro de corrida. Se o
animal ndo saia da caixa inicial em 3 min, ele era gentilmente movido para a caixa alvo. Na
sessdo 5 a caixa inicial se afastou 30cm da caixa alvo, para 60 cm na 62 sessdo, 75cm na 72,
90cm na 82, 120cm na 92 e 150m da 10-11 sessOes (Figura 4). Nas sessfes 10 e 11 os animais

C e D foram subdivididos nos seguintes grupos para aplicacdo do farmaco:

-Subgrupo CA: Animais do grupo C que receberam aplicacdo de agua destilada (N=10).
-Subgrupo CD1: Animais do grupo C que receberam aplicacdo do agonista dopaminérgico
D1 (N=10).

-Subgrupo CD2: Animais do grupo C que receberam aplicacdo do agonista dopaminérgico
D2 (N=10).

-Subgrupo DA: Animais do grupo D que receberam aplicacdo de agua destilada (N=10).
-Subgrupo DD1: Animais do grupo D que receberam aplicacdo do agonista dopaminérgico
D1 (N=10).

-Subgrupo DD2: Animais do grupo D que receberam aplicacdo do agonista dopaminérgico
D2 (N=10).

A tarefa completa foi traduzida pela velocidade de execucgdo, calculada por cada
sessdo (4° a 11° sessdo). Este parametro foi obtido dividindo o tempo de laténcia de reacdo a
caixa alvo pelo comprimento percorrido em cada dia. A saida da caixa inicial e a entrada na
caixa alvo foram registradas quando as quatro patas do animal se encontravam dentro dos
compartimentos. O teste de motivacao foi finalizado quando o animal entrou na caixa alvo e

iniciou 0 consumo da recompensa.



5 Sessao 6 sessao / 565520 8 565520 9 sessao 10 sessao 11 sessao
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Pré- exposicdo ao alvo Incentivoao aprendizado  parformance Treinado

Figura 4. Esquema de treino do teste de motivacao.

Durante os 5min de teste, foram avaliados: o tempo de laténcia (em segundos) para
sair da caixa inicial, o tempo de laténcia (em segundos) para reagir ao caixa alvo, 0 numero de
pausas e direcdo reversa na rota da corrida até o alvo (incluindo retragdo dos passos,
acompanhado de comportamento exploratério - cheirar), e o tempo de laténcia (em segundos)

para iniciar o consumo da recompensa simultaneamente a reacdo a caixa alvo.

Tabela 2. Informacéo Nutricional do Alimento palatavel*

Porcéo de 30g ( 2 unidades)

Quantidade por porcéao

Valor calérico 147 kcal
Carboidratos 199
Acucares 10g
Proteinas 1,89
Gorduras totais 7,39
Gorduras saturadas 3,49
Gorduras trans 0,3g
Fibra alimentar 1,19
Sédio 63mg

(*) Informagdes contidas na embalagem do produto: Chocookies Chocolate-Nabisco

3.4.4 Avaliagdo da ingestdo de alimento palatavel sob estimulo dos agonistas
dopaminérgicos D; e D, durante a idade adulta.

Nessa andlise, foram utilizados animais previamente privados (por quatro horas) de
alimento. Os subgrupos CD1 e DDL1 receberam dose aguda do agonista dopaminérgico D;
(SKF 38393) na dose 3 mg/kg de peso corporal, os subgrupos CD2 e DD2 receberam 0,3
mg/kg de peso corporal do agonista dopaminérgico D, (Quinpirole) e os subgrupos CA e DA
receberam agua destilada no volume de 1ml/kg de peso corporal via intraperitoneal. Uma hora
apos as injecoes, foi disponibilizado alimento palatavel (Tabela 1) em quantidade conhecida.
Apdbs meia hora, o alimento foi removido e pesado para obtencdo do consumo por diferenca

entre a quantidade oferecida e a rejeitada.



3.5 Analises Estatisticas

Os dados foram apresentados em média e erro padrdo. Para demonstrar a diferenca
entre a ingestdo alimentar dos grupos experimentais, os valores foram transformados em
calorias e relativizado pelo peso corporal de cada animal, multiplicado por 100 [(g consumida
x cal)/peso do animal) x 100]. Além disso, para comparar a quantidade de alimento ingerido
pelos grupos normonutridos e desnutridos em resposta aos agonistas dopaminérgicos D; e Dy,
os dados foram expressos em porcentagem relacionada a ingestdo alimentar dos grupos que
receberam aplicacdo de agua destilada. Para as diferencas estatisticas foram utilizados os
testes: T student para a ingestdo alimentar aos 60 dias de vida e o two-way ANOVA seguido
por Bonferroni pds-teste, para os demais experimentos (peso corporal, ingestdo alimentar em
resposta aos agonistas D; e D e teste de motivacdo). O nivel de significancia foi considerado
P igual ou menor que 0,05. Todos os dados foram analisados usando o programa GraphPad

Prism 5, versao 7.



4. RESULTADOS

4.1 Artigo original

O EFEITO DA DESNUTRICAO PROTEICA PERINATAL SOBRE A ACAO DOS
RECEPTORES DOPAMINERGICOS D; e D, NA MOTIVACAO E NO CONSUMO
DE ALIMENTOS PALATAVEIS.

Resumo

Objetivo: Avaliar, em ratos adultos, o efeito da desnutricdo proteica perinatal sobre a funcéo
dos receptores dopaminérgicos D; e D, na motivacdo e no consumo de alimentos palataveis.
Método: Foram utilizados ratos da linhagem Wistar divididos em dois grupos segundo a dieta
oferecida as mées durante a gestacdo e a lactacdo: Normonutrido (N, dieta com 17% de
caseina) e Desnutrido (D dieta com 8% caseina). Foram avaliados: a) Peso corporal entre 15 e
120 dias de vida. b) Comportamento motivacional diante de recompensa alimentar, através do
teste de motivacdo sob efeito dos agonistas dopaminérgicos D, e D,. Este teste foi realizado
dos 70 aos 92 dias de vida, compreendendo 11 sessfes alternadas de treinamento, onde o
animal era exposto a recompensa por 5min. ¢) Ingestdo de alimento palatavel sob efeito dos
agonistas dopaminérgicos D; e D,. Resultados: Os animais desnutridos ingeriram uma maior
quantidade de alimento palatavel durante o periodo de teste. A aplicacdo dos agonistas D; e
D, reduziu o consumo de dieta palatavel nos grupos normonutrido e desnutrido, entretanto, o
efeito anoréctico do agonista D; foi atenuado nos animais desnutridos. Durante o teste de
motivacao, os animais desnutridos se mostraram mais motivados para reagir a recompensa.
Esse resultado foi acentuado apds aplicagdo do agonista D;. Conclusdo: A desnutri¢do
perinatal estimula os componentes motivacionais do comportamento alimentar, reduzindo a
acdo hipofagica do receptor de dopamina D;, contribuindo para o aumento da motivacdo e
consumo de alimentos palataveis.

Palavras-Chave: Desnutricdo Perinatal, Receptor D;, Receptor D,, Motivacdo, Alimento
Palatavel.

Introducéo

A obesidade € um dos maiores problemas de salde publica no mundo atualmente
(Finucane et al., 2011). A fim de explicar o aumento dramatico na prevaléncia dessa patologia
nos ultimos anos, evidéncias sugerem que além das mudancas nos habitos alimentares dos
individuos e a auséncia de préaticas esportivas concebidas pelo mundo moderno (Vickers,
2003), existe uma estreita relacdo entre o baixo peso ao nascer e o elevado risco para
desenvolvimento de doengas metabodlicas na vida adulta (Hales; Barker, 1992; Velkoska;
Morris, 2011). A causa mais frequente de alteracdes do peso corporal em periodos precoces
da vida € o aporte nutricional materno durante os periodos de gestacdo e lactacdo (Page,
Malik et al., 2009).



A desnutrigdo perinatal altera funcdo de mecanismos responsaveis pela manutengéo do
balanco energético, o qual é mantido por inUmeras substancias estimuladas pelo padrédo
dietético do individuo que atuam, particularmente, sobre o hipotalamo (Wynne; Stanley et al.,
2005; Bellinger; Sculley et al., 2006). Exemplos como aumento da expressdo de
neuropeptideo Y (Plagemann et al., 2000), do peptideo relacionado & proteina Agouti e
diminuicdo do neurotransmissor peptideo pro-6pio-melanocortina, resultam muitas vezes, em
uma forte predisposicdo para hiperfagia e obesidade em ratos (Delahaye et al., 2008, Bouret,
2009; Orozco-Solis; Matos et al., 2010; Garcia et al., 2010). Hormonios periféricos, como
leptina, insulina e ghrelina também tém suscitado grande atencdo como responsaveis dos
padrbes alimentares e gasto energético ao nivel do hipotalamo (Coll; Farooqi; O’rahilly,
2007). Fatores nutricionais durante a vida perinatal podem também modular a sensibilidade
desses hormdnios na vida adulta (Palou; Pico, 2009; Garcia et al., 2010).

A dopamina é um dos neurotransmissores classicos que atua no sistema nervoso
central e os receptores dopaminérgicos D; e D, sdo conhecidos por estarem particularmente
envolvidos no comportamento alimentar (Beaulieu; Gainetdinov, 2011). Esses receptores
estdo relacionadas as sensacBes motivacionais causadas por certos tipos de alimentos,
estimulando a preferéncia e o consumo de alimentos energéticos (Niv, 2007; Vucetic; Reyes,
2010). Alem disso,atuam mediando a a¢do inibitoria que a dopamina tem sobre a regulacdo do
apetite (Vucetic; Reyes, 2010).

Trabalhando com ratos submetidos a algumas horas de privagdo alimentar, Cooper;
Al-Naser (2006) sugeriram que, apds aplicacdo aguda do agonista dopaminérgico D; (SKF
38393), os animais tiveram preferéncia por alimentos ricos em carboidrato e lipideo. Johnson;
Kenny (2010) atribuiram a compulsdo de animais obesos por alimentos palataveis a uma
baixa regulacdo a nivel dos receptores dopaminérgicos D,.

O alimento palatavel é uma recompensa natural. Isso explica seu consumo além da
necessidade energética. Os receptores dopaminérgicos D; e D, atuam sobre o consumo desse
tipo de alimento e embora muitos estudos ja tenham fundamentado seu papel sobre o
comportamento alimentar, a literatura ainda é escassa em relacdo ao efeito da desnutricdo
perinatal sobre a funcdo desses receptores, podendo ser esse, um dos mecanismos neurais que
esteja relacionado a etiologia da obesidade na populagdo mundial atualmente. Dentro desse
contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar, em ratos adultos, o efeito da
desnutricdo proteica perinatal sobre a fungdo dos receptores dopaminérgicos D; e D, na

motivagéo e no consumo de alimentos densamente energéticos.



Materiais e Métodos
Animais

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar provenientes do biotério de criacdo
do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Para obtencdo dos
animais experimentais, ratos adultos (120 dias) foram acasalados na proporcdo de 1 fémea
para 1 macho. A prenhez foi diagnosticada pela presenca de espermatozoide no esfregaco
vaginal, e confirmada pelo ganho de peso corporal da fémea. O dia seguinte a este foi
considerado o dia O da gestacdo. No dia 0 as fémeas gestantes foram transferidas para gaiolas
individuais, e durante toda a gestacdo e lactacdo receberam as dietas experimentais,
normoprotéica (caseina 17%) ou dieta hipoprotéica (caseina a 8%), de acordo com 0s grupos
experimentais (Tabela 1). Ap6s o nascimento dos filhotes foi realizada uma randomizacéo
com filhotes de véarias mdes do mesmo grupo experimental e em seguida foi realizada a
sexagem para a formacdo das maternidades com 8 filhotes machos por mae. Durante todo o
experimento, os filhotes foram mantidos em condic¢Ges padrdo de biotério (temperatura de 22
+ 2°C, sob ciclo claro/escuro invertido de 12 horas, luz acesa as 18 horas), recebendo ragéo
padrdo de biotério e &gua ad libitum, segundo recomendacgdo ética do COBEA (Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal). Durante os experimentos, foi ofertada aos animais

experimentais dieta palatavel (Tabela 1) ou biscoito Cookies (Tabela 2).

Agonistas

Os agonistas dopaminérgicos D; e D, foram obtidos na forma cristalina e dissolvidos
em agua na proporcao de 5mg/ml, segundo recomendacéo do fabricante (Sigma). Em todos 0s
experimentos, 0 agonista dopaminérgico D; (SKF 38393) foi administrado na dose de 3
mg/kg de peso corporal e 0 agonista dopaminérgico D, (Quinpirole) na dose de 0,3 mg/kg,

aplicados por via intraperitoneal.

Peso Corporal e Ingestao Alimentar

O peso corporal foi analisado aos 30, 60, 90 e 120 dias de vida. Aos 60 dias de vida 0s

animais foram alojados em gaiolas individuais sendo disponibilizado entre 100-150 gramas de
dieta palatavel (Tabela 1). Trés dias foram utilizados para a adaptacédo as gaiolas e a dieta,



sendo esta oferecida aos animais durante uma hora por dia. O consumo alimentar foi obtido a

cada 12 horas dos ciclos de luminosidade (claro/escuro) durante trés dias.

Teste de Motivacao

Aos 70 dias de vida, todos os animais foram submetidos ao teste de motivacdo, apos
privacdo alimentar de 4 horas. Este teste consiste de um paradigma comportamental, o qual
gera curvas de aquisicdo de aprendizado, bem como a velocidade e trajetdria percorridas que
expressam a motivacdo do animal frente ao estimulo da recompensa (Pecina, Cagniard et al.,
2003). O teste foi realizado sempre entre 12 e 14 horas. A estrutura do runway task consiste
em trés compartimentos: A caixa inicial (19x14x30), o corredor (150x14x30) e a caixa alvo
(19x14x30). As caixas eram feitas de acrilico, enquanto que o centro de corrida era de
polipropileno. As imagens eram capturadas por uma cdmera de video (camera de
infravermelho 1/3 480-linha chipsony) que ficou localizada centralmente, de forma a filmar
todos os compartimentos, conforme a distancia (15 cm a 150 cm) entre a caixa inicial e alvo.
A caixa alvo apresenta mobilidade podendo se localizar a diferentes distancias da caixa
inicial. Dentro da caixa alvo continha um recipiente com aproximadamente 5g de cookies
(Chocookies chocolate Nabisco®) (Tabela 2). Para extinguir o comportamento neofobia os
animais foram adaptados aos cookies chocolate (Nabisco®) nas trés primeiras sessdes. Os
treinos foram conduzidos durante 11 sessfes em dias alternados (22 dias) cada sessdo teve
duracéo de 5min (Figura 8). Nas primeiras trés sessdes, os ratos foram colocados diretamente
na caixa alvo, fechada, permitindo o animal comer a recompensa durante 5 minutos. Da 4?
sessdo do treino, caixa inicial foi localizada 15 cm da caixa alvo. O animal ficou no caixa
inicial durante 30 seg com a porta fechada, em seguida a porta elevou-se para que o animal
pudesse prosseguir pelo centro de corrida. Se o animal ndo saia da caixa inicial em 3 min, ele
era gentilmente movido para a caixa alvo. Na sessdo 5 a caixa inicial se afastou 30cm da caixa
alvo, para 60 cm na 62 sessdo, 75¢cm na 72, 90cm na 82, 120cm na 9% e 150m da 10-11 sessdes.
Nas sessdes 10 e 11 os animais C e D foram subdivididos nos seguintes grupos para aplicagéo
do farmaco: -Subgrupo CA: Animais normonutridos que receberam aplicacdo de agua
destilada (N=10). -Subgrupo CD1: Animais normonutridos que receberam aplicagcdo do
agonista dopaminérgico D1 (N=10). -Subgrupo CD2: Animais normonutridos que receberam
aplicacdo do agonista dopaminérgico D2 (N=10). -Subgrupo DA: Animais desnutridos que
receberam aplicacdo de agua destilada (N=10). -Subgrupo DD1: Animais desnutridos que
receberam aplicacdo do agonista dopaminérgico D1 (N=10). -Subgrupo DD2: Animais



desnutridos que receberam aplicacdo do agonista dopaminérgico D2 (N=10). A tarefa
completa foi traduzida pela velocidade de execucdo, calculada por cada sessdo. Este
parametro foi obtido dividindo o tempo de laténcia de reacédo a caixa alvo pelo comprimento
de cada sessdo. A saida da caixa inicial e a entrada na caixa alvo foram registradas quando as
quatro patas do animal se encontravam dentro dos compartimentos. O teste de motivacéo foi
finalizado quando o animal entrou na caixa alvo e iniciou 0 consumo da recompensa. Durante
0s 5min de teste, foram avaliados: 1- O tempo de laténcia (em segundos) para sair da caixa
inicial, 2- O tempo de laténcia (em segundos) para reagir ao caixa alvo, 3- O numero de
pausas e direcdo reversa na rota da corrida até o alvo (incluindo retracdo dos passos,
acompanhado de comportamento exploratorio - cheirar), e 4- O tempo de laténcia (em

segundos) para iniciar o consumo da recompensa.

Avaliacdo da ingestao de alimento palatavel sob estimulo dos agonistas dopaminérgicos D
e D, durante a idade adulta

Nessa analise, foram utilizados animais previamente privados de alimento por quatro
horas. Os subgrupos CD1 e DD1 receberam dose aguda do agonista dopaminérgico Dy, 0
subgrupos CD2 e DD2 receberam do agonista dopaminérgico D, e os subgrupos CA e DA
receberam agua destilada. Meia hora apds as injecfes foi disponibilizado alimento palatavel
(Chocookies chocolate Nabisco®) em quantidade conhecida. Apés uma hora, o alimento foi
removido e pesado para obtencdo do consumo por diferenca entre a quantidade oferecida e a

rejeitada.

Analises estatisticas

Os dados foram apresentados em média e erro padrdo. Para demonstrar a diferenca
entre a ingestdo alimentar dos grupos experimentais, os valores foram transformados em
calorias e relativizado pelo peso corporal de cada animal, multiplicado por 100 [(g consumida
x cal)/peso do animal) x 100]. Além disso, para comparar a quantidade de alimento ingerido
pelos grupos normonutridos e desnutridos em resposta aos agonistas dopaminérgicos D; e D,
os dados foram expressos em porcentagem relacionada a ingestdo alimentar dos grupos que
receberam aplicacdo de &gua destilada. Para as diferencas estatisticas foram utilizados os
testes: T student para a ingestdo alimentar aos 60 dias de vida e o two-way ANOVA seguido

por Bonferroni pos-teste, para os demais experimentos (peso corporal, ingestdo alimentar em



resposta aos agonistas D, e D, e teste de motivacdo). O nivel de significancia foi considerado
P i gual ou menor que 0,05. Todos os dados foram analisados usando o programa GraphPad

Prism 5, versao 7.

Resultados
Efeito da desnutricdo perinatal sobre 0 peso corporal e ingestdo de dieta palatavel.

O peso corporal dos animais desnutridos se manteve significantemente menor
comparado com os animais normonutridos dos 30 até os 120 dias de vida (normonutridos,
296,9 * 6,59, n=30, versus desnutrido 260,4 + 1,649, n=30, **p<0,01, ***p<0.001, two-way
ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni pos-teste) (Figura 1). Os animais
expostos a dieta hipoprotéica durante o periodo de gestacdo e lactagdo ingeriram uma maior
quantidade de alimento palatavel comparado com o grupo normonutrido durante o periodo de
teste. Os dados foram transformados em calorias e relativizado pelo peso corporal de cada
animal (normonutridos, 26,8 £ 0,3, n=30 versus desnutrido 40,7 + 0,3, n=30, *p<0,05, Test T

student para comparagéo entre grupos) (Figura 2).

Acdo anoréctica dos agonistas dopaminérgicos D1 e D2 nos animais controle e
desnutridos.

A aplicagdo dos agonistas D1 e D2 reduziu o consumo de dieta palatavel durante 60
minutos nos grupos normonutrido e desnutrido (normonutrido, 8,8 £ 1,18; 3,0 + 0,45, n=10,
***p<0,001, versus desnutrido 21,1 + 0,19; 4,8 + 0,45, n=10, ***p<0,001, two-way ANOVA
para medidas repetidas seguido por Bonferroni pds-teste). Entretanto, o efeito anoréctico do
agonista D1 foi atenuado nos animais expostos a dieta hipoprotéica durante o periodo de
gestacéo e lactagdo (normonutrido, 8,8 + 1,18, n=10, desnutrido, 21,1 + 0,19, n=10, * p<0,05,
two-way ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni pos-teste). Comparado com
0s animais tratados com agua destilada, o agonista D1 inibiu em 57% a ingestdo alimentar no
grupo normonutridos e a mesma dose da droga, reduziu apenas em 27% a quantidade de
alimento ingerido pelos animais desnutridos. N&o houve diferenca estatisticamente
significante na quantidade de alimento ingerido entre o grupo normonutrido e desnutrido que
receberam aplicacdo do agonista dopaminaérgico D, (normonutrido, 14,77 + 0.30, n=10
versus desnutrido, 15,01 + 0,45, n=10). Para demonstrar a diferenca da ingestdo alimentar

entre os animais controle e desnutridos em resposta aos agonistas dopaminergicos D; e Dy, 0s



dados de consumo foram transformados em porcentagem relacionada a ingestdo alimentar dos

grupos que receberam aplicacao de agua destilada. (Figura 3).

Teste de Motivacao

Avaliacdo do numero de pausas e direcdo reversa, o tempo de laténcia para sair da caixa
inicial e para reagir a caixa alvo.

Os animais desnutridos apresentaram menor numero de pausas nas sessdes 5 e 10
quando comparado com o grupo normonutrido (normonutrido, 1,90 + 0,1; 0,8 + 0,13, n=10
versus desnutrido, 1,00 + 0,0; 0,11 + 0,11, n=10, **p<0,01, *p<0,05, , two-way ANOVA para
medidas repetidas seguido por Bonferroni pés-teste) (Figura 4A). Nas sessdes 5, 6, 7 e 9, 0s
animais desnutridos apresentaram menor namero de dire¢bes reversas do que O grupo
normonutrido (hormonutrido, 1,00 + 0,0; 1,20 + 0,20; 1,17 + 0,54; 1,13 £ 0,13, n=10 versus
desnutrido 0,11 + 0,11; 0,22 + 0,15; 0,33 = 0,17; 0,44 £ 0,18, n=10, **p<0,001 e *p<0,05,
two-way ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni pos-teste) (Figura 4B). Em
relacdo ao tempo de laténcia para sair da caixa inicial e para atingir a caixa alvo, nao foi
encontrado diferenca estatisticamente significante entre os grupos experimentais analisados
(Figura 4C e 4D).

Avaliacédo do tempo de laténcia para consumir a recompensa.

Durante as sessdes de adaptacdo (sessbes 1, 2 e 3), 0s animais desnutridos mostraram
um maior tempo de laténcia para comer a recompensa quando comparado com 0 grupo
normonutrido (normonutrido, 162,30 + 0,90; 120,40 + 0,90; 27,30 £ 0,30, n=10 versus
desnutrido, 224,00 + 1,00; 177,50 £ 0,90; 48,00 + 0,48, n=10, ***p<0,001, two-way ANOVA
para medidas repetidas seguido por Bonferroni pos-teste) (Figura 5 A). No entanto, na sessao
5, a qual faz parte do periodo de pré-exposicdo, 0s animais desnutridos apresentaram um
menor tempo de laténcia para comer a recompensa comparado ao grupo normonutrido
(normonutrido, 82,60 £ 0,74, n=10 versus desnutrido, 51,00 + 0,60, n=10, *p<0,05, two-way
ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni pos-teste). Durante o periodo de
aprendizado, na sessdo 8, 0s animais desnutridos também apresentaram um menor tempo de
laténcia para comer a recompensa comparado ao grupo normonutrido (normonutrido, 48,30 +
0,65, n=10 versus desnutrido, 17,44 * 0,49, n=10, *p<0,05, two-way ANOVA para medidas

repetidas seguido por Bonferroni pds-teste) (Figura 5B). Durante as sessdes 10 e 11, ndo foi



encontrada diferenga estatisticamente significante no tempo de laténcia para consumir a

recompesa entre 0s animais normonutridos e desnutridos (Figura 5B).

Velocidade dos animais controle e desnutrido

No periodo de pré-exposigdo, a velocidade dos animais controle e desnutridos nédo
apresentaram diferenca estatisticamente significante. Durante a fase de incentivo a
aprendizagem (sessdes 7, 8 e 9), os animais desnutridos apresentaram uma velocidade maior
em todas nas sessdes analisadas comparado ao grupo normonutrido (normonutrido, 8,03 +
0,26; 8,23 + 0,26; 11,58 £ 0,29, n=10 versus desnutridos, 13,85 + 0,39; 13,95 + 0,23; 15,71
0,30, n=10, ***p< 0,001, two-way ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni
pos-teste). Os animais desnutridos mantiveram essa diferenca quando treinados, durante as
sessOes 10 e 11, comparado ao grupo normonutrido (normonutrido, 12,66 + 0,28; 12,87 +
0,27, n=10 versus desnutrido, 16,83 + 0,30; 14,73 £ 0,30, n=10, ***p<0,001 e *p<0,05, two-
way ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni pos-teste) (Figura 6).

Efeito dos agonistas dopaminérgicos D, e D, sobre a motivacéo e o aprendizado dos animais

normonutrido e desnutrido no teste de motivacéo

A aplicacdo dos agonistas dopaminérgicos D; aumentou a velocidade dos animais
normonutrido e desnutrido durante as sessbes 10 (Figura 7A) e 11 (Figura 7B) no teste de
motivacdo (normonutrido, 17,93 £+ 0,22; 19,01 £ 0,23, n=10 versus desnutrido, 19,01 + 0,23;
18,65 + 0,25, n=10, ***p<0,001, two-way ANOVA para medidas repetidas seguido por
Bonferroni pds-teste). Em contrapartida, a aplicacdo do agonista dopaminérgico D2 reduziu a
velocidade dos animais normonutrido e desnutrido durante as sessdes 10 (Figura 7A) e 11
(Figura 7B) no teste de motivacdo (normonutrido, 5,00 £ 0,16; 5,00 + 0,17, n=10 versus
desnutrido, 5,00 = 0,16; 6,47 + 0,11, n=10, ***p<0,001, two-way ANOVA para medidas
repetidas seguido por Bonferroni pds-teste). Quando os valores foram comparados com 0s
animais nomonutrido que receberam a mesma dose do agonista D; o grupo desnutrido
apresentou uma maior velocidade em ambas sessfes no teste de motivacdo (normonutrido,
17,93 £ 0,22; 19,01 £ 0,23, n=10 versus desnutrido, 19,01 + 0,23; 18,65 + 0,25, n=10,
"p<0,01, " p<0,001, two-way ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni pés-
teste). N&o foi encontrado diferenca estatisticamente significante na velocidade entre os

animais normonutridos e desnutridos apos aplicacdo do agonista D2.



Discussao

A desnutricdo perinatal contribui para o aumento no consumo de alimentos palataveis
por reduzir a acdo hipofagica do receptor dopaminérgico D; e estimula o componente
motivacional do comportamento alimentar frente ao estimulo de recompensa, constatado pela
maior velocidade para executar a tarefa completa e pela redugdo no nimero de distracdes
durante o teste de motivagéo.

O cérebro durante a fase de desenvolvimento é extremamente vulneravel a diferentes
tipos de agressdes (Morgane et al., 2002). Os efeitos deletérios sdo evidenciados por
diferentes paradigmas experimentais, tais como estresse pré-natal (Vallée et al., 1997),
separacdo materna (Lehmann et al., 1999), hipernutricdo (Alsio et al., 2010) e desnutrigdo
durante fases precoces da vida (Lopes de Souza et al., 2008). Essas manipula¢des induzem o
desenvolvimento de desordens neurais que podem ser responsaveis por uma série de
disfuncGes observadas em individuos adultos (Valdomero et al., 2006; 2007).

No presente estudo, a desnutri¢do proteica no periodo perinatal promoveu reducao do
peso corporal dos animais, corroborando com os estudos de Smart; Preece, (1973),
Plagemann et al.(2000), Remmers et al.(2008) e Orozco-Solis et al. (2009). O baixo peso ao
nascer estd relacionado ao elevado risco para desenvolvimento de obesidade, diabetes e
doencgas cardiovasculares na vida adulta (Hales; Barker, 1992; Patel; Srinivasan, 2010). A
causa mais frequente de alteracbes do peso corporal em periodos precoces da vida é o aporte
nutricional materno durante o periodo de gestacdo e lactacdo (Page et al., 2009).

Nesta pesquisa, 0s animais que tiveram um baixo peso a0 nascer apresentaram
também alto consumo de alimentos palataveis na vida adulta. Em estudos experimentais onde
houve restricdo proteica durante o periodo de gestacdo e lactacdo também ocorreu hiperfagia
(Vickers et al., 2000; Desai et al., 2005; Bellinger et al., 2006) e uma elevada preferéncia por
alimentos ricos em acucar e gordura (Bellinger et al., 2004; Bellinger;Langley-Evans, 2005).
Varios neurotransmissores e peptideos atuam em regides do sistema nervoso central como,
hipotdlamo, nucleo accumbens, area tegmentar ventral e hipocampo, as quais fazem parte de
uma rede complexa de sinais que estdo intimamente relacionadas ao comportamento alimentar
(Erlanson-Albertsson, 2005; Magni et al., 2009; Lutter; Eric, 2009). Cripps et al. (2009)
observaram que a expressao de RNAm de peptideos reguladores da ingestdo alimentar e o
sistema de proteinas sinalizadoras do balanco energético sdo alterados pela manipulacdo da
dieta materna durante a gestacdo e lactagdo, pois animais que sofreram restricdo proteica

durante o periodo perinatal, apresentam aumento na expressdao de neuropeptideos



hipotaldamicos orexigénicos (NPY e AgRP) e reducdo na expressdo dos anorexigénicos
(POMC e CART) (Orozco-solis et al., 2009; 2010).

O acesso a alimentos palataveis é considerado atualmente um dos preditores de
desordens metabdlicas, entre elas a obesidade (Berridge; Kringelbach, 2008). A preferéncia
por esse tipo de alimento estd associada a respostas hedodnicas, como a motivagdo, a
palatabilidade e o prazer (Yamamoto, 2006; Berridge; Kringelbach, 2008). A dopamina
participa desses mecanismos através da acdo dos receptores dopaminérgicos D; e D, (Cooper
et al. 2006; Volkow, 2008).

No presente estudo, foi observado que a administracdo aguda de agonistas dos
receptores D; e D, promoveu reducdo do consumo de alimentos palataveis independente do
historico nutricional dos animais avaliados. O efeito dos receptores dopaminérgicos D; e D,
sobre o controle do apetite ja esta bem fundamentado na literatura. Segundo alguns estudos,
esses receptores atuam na saciedade por mediar a acdo inibitoria que a dopamina tém sobre o
consumo de alimentos através da ativacdo de neurdnios localizados em nucleos
hipotalamicos, como o lateral e ventromedial (Volkow, 2008; Johnson; Kenny 2010;
Beaulieu; Gainetdinov, 2011). Porém existe uma escassez de pesquisas que demonstrem a
acdo desses receptores em organismos submetidos a desnutricdo durante o periodo de
gestacdo e lactacéo.

A desnutricdo perinatal reduziu a acdo hipofagica do receptor dopaminérgico D;. No
entanto, tal efeito ndo foi observado apds aplicacdo do agonista para o receptor D,. Apesar de
ser escasso 0s estudos do efeito da desnutricdo sobre os receptores dopaminérgicos, ja foi
relatado niveis elevados de dopamina encefalica em animais desnutridos (Valdomero et al.,
2007), fato que poderia diminuir a sensibilidade de ligacdo aos seus receptores, neste caso, ao
receptor dopaminérgico D;. Foi observado também que a desnutricdo perinatal alterou o
sistema serotoninérgico em ratos adultos desnutridos durante o periodo da gestacao e lactacdo.
Eles apresentaram resisténcia ao efeito hipofagico do agonista 5-HT;g resultando um elevado
consumo alimentar desses animais com historico de desnutri¢do perinatal (Lopes de Souza et
al., 2008; Orozco-Solis, Matos et al., 2010).

A fim de compreender melhor os circuitos neurais envolvidos no comportamento
alimentar e possiveis alteragbes derivadas da desnutricdo perinatal, além do consumo
alimentar, a presente pesquisa destaca o papel dos receptores dopaminérgicos D; e D, nos
diferentes aspectos comportamentais como motivacdo e aprendizado. Alguns estudos
destacam que a desnutricdo perinatal esta relacionada, tanto em ratos como em humanos a
déficit de aprendizado (Wang; Xu, 2007; Ranade; Rose et al., 2008).



A agressao nutricional no inicio da vida prejudica a formagéo do hipocampo, estrutura
encefalica que contem neurdnios que alem de desempenhar um papel essencial no processo de
memoria e aprendizado (Morgane et al., 2002), também estd envolvido nos processos
motivacionais, particularmente aqueles relacionados ao controle da alimentagdo e
comportamento alimentar (Tracy, 2001).

O protocolo de treinamento utilizado neste estudo permitiu verificar a motivacdo do
animal frente ao estimulo de recompensa. E através deste, constatou-se que a desnutricdo
perinatal ndo determinou diferenca em relagéo ao tempo de laténcia para sair da caixa inicial e
ao tempo para chegar na caixa alvo, porém induziu um maior tempo para iniciar 0 consumo
da recompensa durante as sessbes de adaptacdo, podendo indicar atraso de aprendizado
promovido pela desnutricdo. Entretanto, quando houve atividade repetida pelo treinamento,
esse déficit foi minimizado; como observado durante o periodo de pré-exposicdo (sessdo 5) e
na fase de incentivo ao aprendizado (sesséo 8), onde a desnutri¢do perinatal contribuiu para
um menor tempo de laténcia para consumir a recompensa. Criangas com baixo peso ao nascer
gue mostraram ligeira perda na capacidade cognitiva recuperaram tal déficit ao longo do
tempo (Richards; Hardy et al., 2001; Kar; Rao; Chandramouli, 2008). Estes resultados
demonstram que apesar de a desnutricdo promover alteragdes no sistema nervoso, estas
podem ser revertidas ao longo da vida. Por outro lado, o presente estudo apresenta dados
opostos aqueles relatados por Landon et al. (2007) que observou prejuizos na capacidade de
adaptacdo a tarefas com reforco em ratos com histérico de restricdo alimentar. Esses dados
conflitantes podem ser devido ao tipo de desnutri¢do, pois no estudo de Landon et al. (2007)
foi realizada restricdo do valor energético, enquanto no presente estudo, temos a desnutricdo
proteica.

Outro aspecto importante observado com o protocolo de treinamento é que a
desnutricdo perinatal aumenta o comportamento motivacional do animal diante de uma
recompensa alimentar, pois ao se avaliar a velocidade para executar a tarefa completa, ou seja,
percorrer todo trajeto e reagir a recompensa, constatou-se que 0s animais desnutridos
mantiveram uma velocidade maior a partir da fase de incentivo ao aprendizado (sessao 7) até
a ultima sesséo realizada em comparagdo aos normonutridos, e também apresentaram menor
namero de pausas e de dire¢Ges reversas, indicando menor distracéo.

Ao analisar a motivagdo associada & acdo dos agonistas dopamineérgicos, observou-se
que a aplicacdo do agonista do receptor Dy nas ultimas sessdes do teste, resultou numa maior
velocidade no teste de motivagéo. No entanto, o efeito da desnutrigdo perinatal potencializou
o efeito do agonista D1, exacerbando essa velocidade e a motivagdo para adquirir a



recompensa. Segundo alguns autores o receptor dopaminérgico D; pode contribuir para a
motivacdo do apetite e desempenha um importante papel no aumento do incentivo para
adquirir recompensas naturais, como por exemplo, o alimento palatavel (Wang et al,. 2007;
Robinson et al., 2005; Del Parigiet al., 2003; Volkow, 2008; Vucetic, 2010). A funcdo do
receptor D, relacionada ao componente motivacional do comportamento alimentar parece ser
mediada por neurénicos situados, dentre outras areas, no nucleo accumbens, palido ventral,
estriado ventral, area tegmentar ventral, cortex pré-frontal, hipocampo e amigdala (Beaulieu;
Gainetdinov, 2011). Essas regides formam o sistema de recompensa alimentar (Patel;
Srinivasan, 2010), o qual esta predominantemente localizado no sistema corticomesolimbico e
sdo estimuladas principalmente pela ingestdo de alimentos ricos em gordura ou carboidratos
(Erlanson-Albertsson, 2005).

Independente da dieta oferecida durante a gestacdo e lactacdo, os animais da presente
pesquisa apresentaram uma menor velocidade durante o teste de motivacéo apds aplicacdo do
agonista D,. Como os receptores dopaminérgicos D, estdo localizados predominantemente em
nucleos hipotalamicos, como o lateral e ventromedial, alguns autores (Estevinho; Fortunato,
2003; Vucetic; Reyes, 2010) sugerem que sua acdo esta particularmente voltada a saciedade e
ndo a motivacdo. Por isso, eles atuam principalmente inibindo o consumo de alimentos,
controlando tamanho, duracdo e frequéncia das refeicdes (Estevinho, 2003; Volkow, 2008;
Davis et al., 2009; Johnson; Kenny 2010; Beaulieu; Gainetdinov, 2011).

Os receptores D, também atuam sobre a atividade locomotora, sendo expressos em
neurbnios pré e pos sindpticos (Missale et al., 1998; Sibley, 1999; De Mei et al., 2009). A
ativacdo dos primeiros geralmente causa uma diminuicdo na liberacdo de dopamina, que
resulta em diminuicdo da atividade locomotora, enquanto que a ativacdo de receptores pos-
sinapticos estimula a locomocéo (Li et al., 2010; Balthazar, 2010). Além disso, 0s receptores
D, pré-sinapticos sdo ativados com uma menor concentracdo de agonista em relacdo aos pos-
sinapticos. Dessa forma, o agonista pode induzir um efeito bifasico, levando a diminuicédo da
atividade locomotora em doses baixas e ativacdo em altas doses (Fan et al., 2010; Jackson et
al., 2010). Nesta pesquisa, a dose do agonista D, (Quinpirole — 0,3mg/kg) utilizada foi a
mesma empregada na maioria dos estudos que avaliaram a funcdo desse tipo de receptor sobre
0 comportamento alimentar (Cooper; Al-Naser, 2006; Baladi; France, 2010), sendo
considerada uma dose baixa, porém ideal para atuar na saciedade e reduzir comportamentos
esteriotipados (Halford; Wanninayake; Blundell, 1998; Rodgers; Holch; Tallett, 2010).

Ao se realizar uma comparacao intergrupo, a desnutricdo perinatal ndo induziu

diferenca significativa entre a velocidade atingida durante o teste de motivacdo apds aplicacdo



do agonista dopaminérgico D,, sugerindo que possivelmente os receptores dopaminérgicos D,
ndo estdo envolvidos na alteracdo existente no comportamento alimentar dos organismos com
historico de desnutricdo perinatal. Existem estudos que demonstram que esse tipo de receptor
se encontra alterado, em niveis mais baixos, em animais e humanos obesos (Volkow; Wang;
Baler, 2008; Johnson; Kenny 2010).

Concluséao

A desnutricdo perinatal estimula os componentes motivacionais do comportamento
alimentar e reduz a acdo hipofagica do receptor dopaminérgico D;, contribuindo para o
aumento do consumo de alimentos palataveis. Dessa forma, a desnutri¢do perinatal é capaz de
elevar os niveis de dopamina encefalica e gerar mudancas adaptativas e/ ou compensatorias
do receptor D; na idade adulta. A reducdo da acdo hipofagica deste receptor, por sua vez,
prejudica a via anoréctica do sistema da dopamina e pode estar relacionada a hipdtese que
fundamenta o surgimento da obesidade a partir de insultos perinatais.
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Figura 1. Peso corporal médio dos filhotes machos nascidos de fémeas alimentadas com uma dieta
normoproteica (caseina 17%) ou hipoproteica (caseina 8%) durante o periodo de gestacdo e lactacao.
Ao desmame, os filhotes foram alimentados com dieta padrdo de biotério. Os dados representam
média + SEM com n= 30 para animais controle e n=30 para animais desnutridos. A analise foi
realizada entre 30 e 120 dias de vida. As diferengas no peso corporal entre o controle e os animais
desnutridos sdo estatisticamente significativas com **P <0,01 em 45 dias e ***P <0,001 em todas as
outras idades analisadas (two-way ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni pds-teste).
g = grama.
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50-

g 40-

E

T 304

E

g

2 204

,é

§° 104
0

L T
Nermonutrido Desnutrido

Figura 2. Ingestdo alimentar dos filhotes machos, aos 60 dias de vida, nascidos de fémeas alimentadas
com uma dieta normoproteica (caseina 17%) ou hipoproteica (caseina 8%) durante o periodo de
gestacdo e lactacdo. Cada barra representa a quantidade média de alimento palatavel ingerido durante
trés dias consecutivos aos 60 dias de vida. Valor expresso em calorias por grama do peso corporal de
cada animal. Dados correspondem a média + SEM com n = 30 para animais controle e n = 30 para
animais desnutridos. Test T student para comparacao entre grupos * P <0,05.
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Figura 3. Efeito dos agonistas dopaminérgicos D; e D, sobre o consumo de alimento palatavel em
animais que foram submetidos a desnutricdo perinatal. O efeito hipofagico dos agonistas D; e D, foi
determinado aos 100 dias de vida de animais nascidos de fémeas alimentadas com uma dieta
normoproteica (caseina 17%) ou hipoproteica (caseina 8%) durante o periodo de gestacdo e lactacao.
Foram utilizados 10 animais para cada grupo experimental analisado, os quais receberam dose aguda
dos agonistas D1 (3 mg/kg), D2 (0,3mg/kg) ou &gua destilada (1ml/kg). Os dados correspondem a
guantidade de dieta palatavel consumida em 60 minutos de teste, os quais foram expressos como
porcentagem da quantidade de alimento consumido pelos animais que receberam aplicacdo de agua
destilada (linha de base). ™" p < 0,001 quando os valores foram comparados com 0s animais que
receberam aplicagdo de agua destilada do mesmo grupo e * p< 0,05 quando os valores foram
comparados com 0s animais nomonutrido que receberam a mesma dose do agonista D; (two-way
ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni pos-teste). Ndo houve diferenca
estatisticamente significante na quantidade de alimento ingerido entre 0 grupo normonutrido e
desnutrido que receberam aplicagdo do agonista D,.
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Figure 4. Efeito da desnutricdo perinatal sobre o numero e duracdo de distracdes durante do teste de
motivacdo dos 70 aos 92 dias de vida de animais nascidos de fémeas alimentadas com uma dieta
normoproteica (caseina 17%) ou hipoproteica (caseina 8%) durante o periodo de gestacdo e lactacao.
(A) Namero de pausas (B) Numero de direcBes reversas (C) Tempo de laténcia para sair da caixa
inicial (D) Tempo de laténcia para chegar a caixa alvo. Dados correspondem a média + SEM com
n=10 para animais normonutrido e n=10 para animais desnutridos, ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05,
two-way ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni pos-teste.
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Figure 5. Efeito da desnutricdo perinatal sobre o tempo de laténcia para consumir a recompensa
durante do teste de motivacdo dos 70 aos 92 dias de vida de animais nascidos de fémeas alimentadas
com uma dieta normoproteica (caseina 17%) ou hipoproteica (caseina 8%) durante o periodo de
gestacdo e lactagdo. (A) Tempo de laténcia para consumir a recompensa durante o periodo de
adaptacédo (sessbes 1-3) (B) Tempo de laténcia para consumir a recompensa durante as sessoes 4-11.
Dados correspondem a média + SEM com n=10 para animais normonutrido e n=10 para animais
desnutridos, ***p<0,001, *p<0,05, two-way ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni
pos-teste.
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Figure 6. Efeito da desnutri¢do perinatal sobre a velocidade no teste de motivacéo realizado aos 70 aos
92 dias de vida de animais nascidos de fémeas alimentadas com uma dieta normoproteica (caseina
17%) ou hipoproteica (caseina 8%) durante o periodo de gestacdo e lactacdo. Dados correspondem a
média + SEM. Two-way ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni pés-teste. *** p
<0.001, * p<0,05.
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Figura 7 A-B. Efeito dos agonistas dopaminérgicos D; e D, sobre a motivacdo e aprendizado dos
animais normonutrido e desnutrido durante o teste de motivacdo. O teste foi realizado dos 70 aos 92
dias de vida dos animais nascidos de fémeas alimentadas com uma dieta normoproteica (caseina 17%)
ou hipoproteica (caseina 8%) durante o periodo de gestacdo e lactagdo. (A) Velocidade dos animais
normonutridos e desnutridos, durante a 10° sessdo do teste de motivag&o, apos aplicacdo da dose aguda
dos agonistas dopaminérgicos D1 (3mg/kg, n=10), D2 (0,3 mg/kg, n=10) ou agua destilada (1ml/kg,
n=10). (B) Velocidade dos animais normonutridos e desnutridos, durante a 11° sessdo do teste de
motivacdo, apos aplicacdo da dose aguda dos agonistas dopaminérgicos D1 (3mg/kg, n=10), D2 (0,3
mg/kg, n=10) ou &gua destilada (1ml/kg, n=10). Dados correspondem a média + SEM. *** p <0.001
quando os valores foram comparados com o0s animais que receberam aplicacdo de agua destilada do
mesmo grupo e ™ p<0,05 quando os valores foram comparados com os animais nomonutrido que
receberam a mesma dose do agonista D;. Two-way ANOVA para medidas repetidas seguido por
Bonferroni pos-teste. Nao foi encontrado diferenca estatisticamente significante na velocidade entre os
animais normonutridos e desnutridos ap6s aplicacdo do agonista D2.

Figura 8
3 5es5a0 b sessao /565520 8565530 9 sessao 10 sessao 11 sessao
30¢cm 60cm 75¢cm 90cm 120cm 150cm 150cm

\ } \ |
Y Y \ Y }

Pré- exposicao ao alvo Incentivoao aprendizado  parformance Treinado

Figura 8. Esquema de treino do teste de motivacao.



Tabelas

Tabela 1. Composicédo das dietas experimentais.

Constituintes Dieta hipoprotéica Dieta normoprotéica (17%b) Dieta Palatavel (21%)
(8%6)

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

A dieta rica em gorduras foi elaborada no Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco,
Brasil. *As vitaminas e mistura mineral foram formulados de acordo com a recomendacédo da AIN-93G para dietas
de roedores [PG Reeves, Nielsen FH, Fahey GC Jr, 1993].

Tabela 2. Informacdo Nutricional do Alimento palatavel*

Porcéo de 30g ( 2 unidades)

Quantidade por porgéo

Valor calérico 147 kcal
Carboidratos 199
Acucares 10g
Proteinas 1,89
Gorduras totais 7,39
Gorduras saturadas 349
Gorduras trans 0,39
Fibra alimentar 1,19
Sédio 63mg

(*) Informagdes contidas na embalagem do produto: Chocookies Chocolate-Nabisco



5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse estudo reforgam relatos anteriores, 0s quais demonstram
que a desnutricdo durante periodos iniciais de vida induzem adaptacdes neurais que Sao
responsaveis pelas alteracGes observadas no comportamento alimentar em animais adultos,
dentre eles 0 aumento do consumo de alimento palatavel.

O receptor dopaminérgico D; atua na regulagcdo do apetite, sendo um dos principais
responsaveis pela sensacdo de motivacdo e preferéncia por alimentos ricos em acucar e
gordura. A presente pesquisa demonstrou que a desnutricdo perinatal estimula os
componentes motivacionais do comportamento alimentar e reduz a acdo hipofagica do
receptor D1.

Esse fato colabora com o meio cientifico a demonstrar mais um mecanismo neural e
comportamental que esta relacionado ao fenémeno da plasticidade fenotipica e possibilita
novas investigagOes que aprofundem os conhecimentos celulares e moleculares a cerca do

receptor dopaminérgico D; e sua relacdo com ambiente nutricional precoce.
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ANEXO A

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

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

fax: (55 81) 2126 8350
= www.ccb.ufpe.br 1\
Recife, 30 de setembro de 2010.
Oficio n°® 317/10

Comisséo de Etica em Experimentagéo Animal (CEUA) da UFPE
Para: Profe.: Sandra Lopes de Souza

Departamento: Departamento de Anatomia

Processo n° 23076.034632/2010-79

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

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

Fnconira-ce de-acordo comi as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11.794

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

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

realizados.
Atenciosamente,
Y
Observagdo: Origem dos animais: Biotério  de Nutricéo da g{,\)/
UFPE; Animais: Ratos: Linhagem: Wistar; Sexo: Machos: o ), Decall.
|dade:.1(um) é.120(cento e vinte) dias; N°de Animais previsto %4 Profa, Maria Teres Jaser
no projeto: 80(oitenta) ratos. Presidente do GE

UFPE

CCB: Integrar para desenvolver
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Abstract: Objective: To undertake a systematic review of the action of dopamine D-1 agonist
on feeding behavior in rats. Method: The systematic review was performed by online
databases: Pubmed, Old Medline, Medline, Lilacs, SCIELO and Science Direct. Studies that
used only non-selective dopamine D-1 agonist; articles about two dopamine agonists acting
on D1 receptors; studies that evaluated the food consumption through sucrose solutions,
sodium chloride or the animal's response to the device reward; articles with animals
underwent surgery or metabolic abnormalities; review articles and clinical trials were
excluded. Results: Initially, 95 references in Medline, 181 in Pubmed, 3371 in Science Direct
were found. However, no reference was found in SciELO, Old Medline and Lilacs. 12 of
which were selected. Discussion: The heterogeneity of the studies did not allow the
realization of a statistical meta-analysis. Despite the variety of methods and different clinical
situations on animals, most selected studies suggested the anorexic effect of dopamine D-1
agonist on feeding behavior in rats.



