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RESUMO

O consumo de dietas com alto teor de agticar é conhecido por
sua potencialidade em promover o aumento de doencas cardiovasculares
e obesidade, bem como por ter potencial para causar modifica¢cdes na
bioquimica cerebral induzindo a comportamentos depressivos. Além
disso, alguns estudos demonstraram que o consumo de agtcar pode
alterar a sensibilidade a dor. Com base nesses dados, o objetivo deste
trabalho foi verificar em ratos a relacdo entre o consumo cronico de
actcar e os efeitos comportamentais tanto no que diz respeito ao limiar
nociceptivo, através do teste com filamentos de Von Frey, quanto a um
possivel comportamento tipo-depressivo em ratos, utilizando como
modelo comportamental o Teste do Nado Forcado (TNF). Para isto,
utilizamos ratos Wistar machos (n=40), entre 60-80 dias de idade,
alojados em ciclo claro/escuro de 12h (4-16h) e divididos em cinco
grupos, sendo 1 grupo Controle alimentado apenas com ragdo padrio
umedecida em dgua, e 4 grupos experimentais. Estes grupos possuiam a
escolha entre racdo sem agticar e ragdo com tipos diferentes de agticares,
assim distribuidos: grupo Sacarose (ragdo com 10% de sacarose); grupo
Branco (racdo com 10% de agticar branco refinado); grupo Mascavo
(racdo com 10% de acticar mascavo) e; grupo Escolha (racdo com 10%
de agucar branco refinado e ra¢do com 10% de acticar mascavo). Todos
foram mantidos em dieta didria de privacdo por 12 horas, seguido por
12h de acesso alimentar a partir de 4 horas apds o inicio da fase escura,
e dgua disponivel ad libitum. Apds 28 dias os animais foram submetidos
aos testes de TNF e de Von Frey para serem avaliados quanto aos
comportamentos tipo-depressdo e limiar nociceptivo, respectivamente.
Foi realizada ainda, uma andlise imunoistoquimica da ativa¢do neuronal
pela expressdo da proteina Fos no Locus coeruleus (LC), niicleo magno
da rafe (NMR) e hipocampo, utilizando 4 animais de cada grupo,
selecionados aleatoriamente dentre os ratos que participaram da dieta
com acucar. Os resultados mostraram uma reducdo do limiar
nociceptivo para os grupos Branco e Mascavo, bem como a presenca de
comportamentos tipo-depressivo nos grupos que ingeriram dieta
acucarada, como menor tempo de laténcia para a imobilidade, maior
frequéncia no comportamento de imobilidade e menor tempo de
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mergulho no TNF. A diminui¢do da expressdo da proteina Fos no LC de
todos os grupos que ingeriam acucar, e no giro denteado do hipocampo
do grupo Branco, indicam uma relacéo entre o consumo de agticar com a
nocicepgdo e os comportamentos tipo-depressivo.

Palavras chave: Acuicar branco refinado. Acglicar mascavo.
Comportamento tipo-depressivo. Nocicepgao. Alimento palatavel.
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ABSTRACT

The consumption of diets high in sugar is known for its
potential to promote, among others, an increase of cardiovascular
diseases, obesity and diabetes, as well as for the potential to cause
alterations in the brain chemistry inducing depressive behavior. Besides,
some studies demonstrated that the consumption of sugar can alter
sensitivity to pain. Based on these facts, the goal of this study was to
verify in rats the relation between the chronic consumption of sugar and
the behavioral effects of nociceptive threshold using the Von Frey test
as well as investigating a depressive-type behavior in rats, using the
Forced Swimming Test (FST) model. For this, we used forty male
Wistar rats, between 60-80 days old that were housed individually on a
reversed 12-h light/dark schedule (4-16h) and were divided into five
groups. One control group was fed only with standard chow moisted
with water, and 4 experimental groups. These groups could choose
between chow without sugar and chow with different types of sugars
distributed in the following way: Sucrose group (chow with 10% of
sucrose); White group (chow with 10% of white sugar); Brown Sugar
group (chow with 10% of brown sugar); and the Choice group (chow
with 10% of white sugar and chow with 10% of brown sugar). The rats
were kept on a daily diet of 12 h deprivation, followed by 12-h access to
food, starting 4 h after the dark phase. All rats had water available ad
libitum. After 28 days, the animals were submitted to FST and Von Frey
test to be evaluated concerning the depression-type behavior and
nociceptive threshold, respectively. Furthermore, immunohistochemical
analysis of neuronal activation was made for the expression of the Fos
protein in the locus coeruleus (LC), rafe magnus nuclei (NMR), and
hippocampus, using 4 animals of each group, selected at random from
the rats that received the diet with sugar. The results showed reduction
of the nociceptive threshold for the groups White and Brown, as well as
the presence of depressive-type behavior in the groups that consumed
sugar diet, with a lower latency period for immobility, higher frequency
in the immobility behavior and shorter time of diving in the FST. The
decrease of the expression of the Fos-protein in the locus coeruleus (LC)
of all the groups that consumed sugar, and in the dentate gyrus of the
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hippocampus of the White group indicates a link between sugar
consumption with nociception and depressive-type behavior.

Keywords: Refined white sugar. Brown sugar. Depressive-type
behavior. Nociception. Palatable food.
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1. INTRODUCAO
1.1. O aciicar branco refinado

O processo de fabricacdo do agticar envolve a extragdo do caldo
por moagem da cana-de-agucar, filtragem e concentracdo desse caldo,
finalizando com a producdo de diversos tipos de agticares conhecidos
como: mascavo, demerara, cristal, refinado, etc., de acordo com os
objetivos especificos de cada usina.

Ap6s a moagem da cana-de-actcar, o caldo pode apresentar uma
colora¢do naturalmente escura por causa de substincias pigmentadas
provenientes da propria cana. Essas substiancias também podem ser
produzidas durante os processos utilizados no tratamento para o
clareamento do caldo e do xarope na fabricacdo do aguicar branco
(ARAUIJO, 2007).

A técnica mais utilizada atualmente pelas usinas acucareiras para
clarear o caldo e produzir o agicar branco € o método da sulfitacio, que
produz o SO,, o principal agente da clarificacdo, mas que deixa residuos
de sais de enxofre que sdo prejudiciais a satide humana.

A maioria das usinas que produzem o agucar branco utiliza a
sulfitacdo como método principal no processo do tratamento da
clarificac@o do caldo de cana, e produz o uso de um gas, obtido
pela combustio controlada do enxofre, o SO,, também conhecido
por vdrios nomes como gds sulfuroso, anidrido sulfuroso e
diéxido de enxofre. O diéxido de enxofre ¢ uma substancia muito
téxica e tem proporcionado varios danos ao ser humano e ao
meio ambiente, por ser cancerigeno, muito poluente, provocador

de chuvas acidas, destruidor da camada de ozOnio, altamente
corrosivo (ARAUJO, 2007).

O agtcar resultante do processo acima descrito é composto de
99% de sacarose, praticamente isento de vitaminas e sais minerais,
quando comparado ao agtcar mascavo (ORTIZ e MONCAYO, 2004).



1.2. O aciicar mascavo

Para a produgdo do agicar mascavo sdo utilizadas as mesmas
etapas iniciais do processo de fabricacdo do agicar branco, como a
extracio do caldo por moagem da cana-de-acicar, filtragem e
concentracdo desse caldo. No entanto, o agiicar mascavo nio passa pelos
processos de clarificagdo do caldo como acontece na fabricagdo do
actcar branco, resultando assim num produto de aspecto marrom claro a
escuro, denso e pesado, com sabor semelhante a rapadura moida
(CHAVES, 1998), preservando os nutrientes originais da cana.

O processo de limpeza do caldo inclui a retirada de impurezas
que se acumulam na espuma que se forma durante a fervura, antes do
inicio da concentrag¢do do caldo, sob a acdo de fogo forte. A espuma é
retirada com uma escumadeira até que o caldo fique totalmente limpo.
Ap6s esta fase, o caldo € transferido para outra tacha menor para a
concentracdo (Engetecno Online). Em seguida, a massa é transferida
para cochos de madeira ou gamelas onde é agitada com uma espétula de
madeira, até que a massa se resfrie e se solidifique, assumindo a
condi¢do de granulos bem finos e secos (SERVICO BRASILEIRO DE
APOIO AS MICRO E PEQUENAS EMPRESAS - SEBRAE, 2004),
caracteristicos do acticar mascavo.

A composi¢do do agicar mascavo € de sacarose e outros
elementos como dgua, cinzas, proteinas e sdlidos insoldveis, além da
presenca de um importante grupo de minerais (K, Ca, P, Mg, Na, Fe,
Mn, Zn e Cu) e vitaminas, o que aumenta os beneficios nutricionais
deste produto (GUERRA e MUIJICA, 2010; SILVA, 2003), sendo
muitas vezes recomendado na dieta de pessoas anémicas. Entretanto, em
termos de calorias é muito semelhante ao agucar branco refinado e seu
poder edulcorante € levemente inferior (ver tabela 1).



Elomentos ofinado | masoavo
Energia 387 Kcal 376 Kcal
Carboidratos 999¢g 97,349
Vitamina B1 - 0,010 mg
Vitamina B2 0,020 mg 0,010 mg
Vitamina B6 - 0,030 mg
Célcio 1mg 85 mg
Magnésio - 29 mg:
Cobre 0,040mg 0,300 mg
Fosforo 2mg 22 mg
Potassio 2mg 346 mg

Fonte: SEBRAE
TABELA 1 - Valor nutritivo do agtcar mascavo comparado ao do agucar
refinado (para cada 100 gramas)

1.3. O aciicar na dieta

O consumo excessivo de aguicar na dieta ocidental tem causado
grande preocupagdo aos profissionais da saide e motivado muitas
pesquisas quanto aos seus efeitos na saide humana. O consumo de
actcar triplicou nos ultimos 50 anos (LUSTIG, SCHMIDT e BRINDIS,
2012). As estatisticas populacionais revelam que as familias brasileiras
consomem muitos alimentos com alto teor de agiicar, principalmente
refrigerantes, e pouca quantidade de frutas e hortalicas (FUNDACAO
INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA —
IBGE, 2004). No Brasil, o consumo de agticar excede em mais de 60% o
limite mdximo recomendado pela Organizagdo mundial da Saitide
(OMS), ou seja, 10% do total de calorias da dieta (LEVY et al., 2012), e
esse consumo vem aumentando com o tempo, sendo que na década de
1930, o consumo médio anual de agiicar por pessoa era de 15 quilos. Em
1990, o Brasil tornou-se um dos maiores consumidores mundiais per
capita do produto, sendo que cada brasileiro consumia entre 51 e 55
quilos de agicar por ano, enquanto a média mundial por habitante



correspondia a 21 quilos por ano (EMPRESA BRASILEIRA DE
PESQUISA AGROPECUARIA — EMBRAPA, 2009).

Nos dltimos anos o agiicar tem sido adicionado em todos os
alimentos industrializados, tornando mais dificil a escolha. Nos ultimos
15 anos, a participacdo do agiicar de mesa foi reduzida, enquanto a
contribui¢do do agucar adicionado aos alimentos dobrou, especialmente
por meio do consumo de refrigerantes, doces, balas, chocolates e
biscoitos. Além disso, o consumo elevado de agtcares adicionados aos
alimentos pode ser associado a uma diminui¢@o no teor de proteinas e de
micro-nutrientes na dieta (LEVY et al., 2012).

Na natureza, o agucar € dificil de ser obtido e 0 homem conseguiu
tornar isso mais facil. Em muitas partes do mundo, cada pessoa estd
consumindo em média mais de 500 calorias por dia proveniente apenas
da adi¢do de agucar. Considerando o efeito toxico do agicar, um ntiimero
crescente de evidéncias epidemioldgicas e mecanicistas tem
argumentado que o consumo excessivo de agucar afeta a saide humana,
induzindo a todas as doencgas associadas com a Sindrome Metabdlica
(SM), um grupo de distirbios que inclui a obesidade, a resisténcia a
insulina, a dislipidemia e a hipertensdo, que tem sido associada ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e diabetes tipo 2 (CHEN
e BERENSON, 2007). Alguns transtornos mentais, como a
esquizofrenia e a depressdo, também t€m sido propostos como
participantes da SM, uma vez que compartilham alguns fatores
etiolégicos, como a resisténcia a insulina, por exemplo, demonstrada em
pacientes com depressdo (PEET, 2004).

Muito mais do que “calorias vazias”, a sacarose do actcar
consiste em glicose e frutose em partes iguais e hd evidéncias de que o
excesso de frutose pode desencadear processos que conduzem a
toxicidade hepética da mesma forma que o dlcool (LUSTIG et al.,
2012).

O comer em excesso € estimulado pela disponibilidade de
alimentos ricos em gordura e agucar. A regulacio do apetite e a
compreensdo do efeito do alimento no sistema de recompensa,
particularmente de alimentos ricos em energia, como a gordura e o
acucar, tornou-se um assunto de grande interesse cientifico. Técnicas da
biologia molecular tém identificado um grande nimero de genes e
produtos de genes que sdo responsdveis pelas sensagdes de fome e
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saciedade. A ingestdo alimentar é regulada por um sistema complexo
que € influenciado pela disponibilidade de nutrientes e por vdrios fatores
ambientais e psicoldgicos. Os sinais de fome e saciedade sdo gerados
em orgdos periféricos, como o tubo digestivo, o tecido adiposo e no
proprio cérebro. Os sinais sdo levados a certos neurdnios do hipotdlamo,
identificados como liberadores de peptideos da fome e saciedade
(ERLANSON-ALBERTSSON, 2005).

Segundo Colantuoni et al. (2002), os alimentos palatdveis liberam
opidides cerebrais e dopamina no sistema limbico, ou seja, um alimento
saboroso pode ativar receptores opidides na drea tegmental ventral
(VTA) e desta forma, estimular as células que liberam dopamina no
nicleo accumbens (NAc). Por outro lado, injecdes de opidceos ou de
dopamina (DA) no NAc podem estimular os animais a comer alimentos
palatdveis. Existem duas explicacdes principais para o comportamento
de comer compulsivamente alimentos palativeis. Uma delas é o
fenomeno da resisténcia, ou seja, uma capacidade diminuida para
responder a ingestdo de alimentos com uma cascata de sinalizacdo que
leva a saciedade, que pode ocorrer por diferentes mecanismos: 1) um
aumento na expressdo dos sinais da fome ou de seus receptores, 2) uma
reducdo na expressdo dos sinais de saciedade e de seus receptores, 3)
uma alteracdo nas vias pOs-receptoras de sinalizacdo em resposta a
alimentacdo palatdvel. Nestes trés casos o resultado seria uma ingestao
excessiva. A outra explicacdo € a ativacdo do sistema de recompensa,
representado por opidides enddgenos, dopamina e serotonina
(ERLANSON-ALBERTSSON, 2005). O NAc parece desempenhar um
papel crucial no comportamento relacionado com reforcadores naturais,
como a ingestdo de alimentos, acasalamento ou procura por drogas
viciantes. Essa regido do cérebro recebe informagdes do tronco
encefdlico em resposta ao paladar e sensacdes gastrintestinais de
alimentos ingeridos através de uma conexdo direta com o nicleo do
trato solitdrio. O niicleo accumbens também faz uma importante ligacio
com o hipotdlamo lateral, para a homeostase energética. Embora nessa
regido haja muitos sistemas neurotransmissores, os estudos sobre o
sistema de recompensa tem se concentrado em trés sistemas de
sinalizacdo envolvendo os opidides enddgenos, a dopamina e a
serotonina (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005).



Segundo estudos demonstrados por Avena et al. (2008), o actcar,
por ser uma substancia que libera opidides e dopamina, possui um poder
viciante. Alimentos palativeis produzem efeitos sobre o sistema
mesolimbico de DA, que reforcam o comportamento ingestivo. Quando
a ingestdo de aguicar se torna compulsiva, pode haver uma liberacio
excessiva de DA, a qual provoca mudancas compensatérias que siao
compardveis aos efeitos das drogas de abuso, incluindo a sindrome de
abstinéncia (AVENA et al., 2009).

O consumo exagerado de alimentos doces tem intima relagdo
com a busca do prazer. O actcar € uma substancia que ativa o sistema
de recompensa onde substincias neuroquimicas sdo liberadas
interferindo no sistema normal de feedback entre fome e saciedade,
responsavel pelo controle do balanco energético do individuo,
provocando um embotamento da resposta de saciedade e incentivando a
preferéncia pelo alimento mais saboroso (ERLANSON-ALBERTSSON,
2005).

Foi visto que o acesso intermitente ao agicar também atua em
regides do estriado no cérebro de ratos por meio de opidides e DA,
causando mudangas como a diminuicdo da expressdo do mRNA para
um tipo de receptor de DA (D,) e de genes das preproencefalinas,
especialmente no NAc (SPANGLER et al, 2004). Os mesmos
neurdnios associados com o sistema de recompensa sdo ativados por
drogas de abuso, podendo gerar sinais de abstinéncia por dependéncia
de opidides endégenos (COLANTUONI et al., 2002).

Interessantemente, a diminui¢do dos receptores do tipo D, de DA
poderia representar um mecanisSmo compensatério para atenuar os
efeitos de excessos abruptos de DA que é liberada pela ingestdo de
acticar. Esses estudos sugerem um paralelismo com as doencas
humanas, apontando para diferencas compensatdrias e ndo causativas.
Por exemplo, a diminuicdo de receptores D, em pessoas obesas poderia
ser uma resposta ao comer em excesso e ndo uma diferenca que
predispde o individuo a comer em excesso.

1.4. O metabolismo do acgiicar

Na dieta humana normal existem trés fontes principais de
carboidratos: a lactose, um dissacarideo encontrado no leite, os amidos,
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grandes polissacarideos presentes em quase todos os alimentos de
origem vegetal, notadamente as batatas e os diferentes tipos de graos, e
a sacarose, um dissacarideo que, apés a digestdo, se desdobra em glicose
e frutose e € liberada para a corrente sanguinea. Sua digestdo € rapida e
a glicose é prontamente absorvida, permitindo uma rdpida elevagcdo dos
seus niveis no sangue (glicemia) logo apds o consumo. A digestido dos
carboidratos é realizada no limen do intestino delgado, na membrana
borda em escova dos enterécitos (LONGO et al., 2005).

A sacarose € digerida no intestino delgado pela enzima sacarase,
presente nos enterdcitos, células que forram a borda em escova das
microvilosidades intestinais. Pela acdo da sacarase, a sacarose &
hidrolisada em duas moléculas de monossacarideo, a glicose e a frutose,
que sdo absorviveis pelas células epiteliais do intestino. A glicose é
absorvida por mecanismos que envolvem co-transporte de Na'-glicose
(SGLT 1), contra um gradiente eletroquimico, e a frutose é absorvida
por difusdo facilitada. Sendo um composto hidrofilico, o transporte da
glicose para o citosol ndo pode ser realizado por difusdo simples e
depende de proteinas transportadoras especificas, como o0s
transportadores GLUT, para passar através da bicamada lipidica. Desta
forma, os transportadores GLUT’s funcionam como reguladores do
movimento de glicose entre os compartimentos extra e intracelulares,
mantendo um fornecimento constante de glicose disponivel para o
metabolismo (MEDINA e OWEN, 2002). Esses transportadores so
responsaveis nao somente pela absor¢do da glicose no intestino delgado,
mas também pela reabsor¢ao de glicose do filtrado glomerular, absor¢do
pelo cérebro através da barreira hematoencefilica, e captacio e liberagéo
de glicose em todas as células por todo o corpo (WRIGHT,
HIRAYAMA e LOO, 2007).

Os carboidratos possuem um papel fundamental para o
metabolismo energético do corpo utilizando a glicose como substrato
importante para a formacao de trifosfato de adenosina (ATP), o qual é
essencial para os processos que envolvem utilizacdo e producdo de
energia no organismo. O substrato para a geracdo de ATP pelo corpo € a
energia proveniente da oxidac¢do de carboidratos, proteinas e gorduras.
O difosfato de adenosina (ADP) é convertido em ATP, o qual serd
consumido pelas vdrias rea¢des envolvendo os diversos sistemas



organicos fundamentais para manter e propagar a vida. (MEDINA e
OWEN, 2002).

O corpo humano necessita por volta de 200 gramas de glicose por
dia para exercer as fungdes metabdlicas do encéfalo. Caso a
concentracdo de glicose caia para 40 mg/dL (2,2 mol/L) pode ocorrer
coma, convulsdes ou mesmo morte. Por outro lado, se os niveis
excederem os 180 mg/dL (10 mmol/L), o que corresponde a uma
hiperglicemia, podem surgir complicacdes a curto e a longo prazo.
Numa tentativa de evitar essas consequéncias, a glicose plasmadtica estd
sujeita a regulacdo da sua concentragdo através de rigorosos
mecanismos homeostdticos, o que constitui um importante fator de
protecdo em patologias associadas a SM.

1.5. Regulacio do apetite

A identificacfo dos sinais de regulacio do apetite comegou com
a percepcdo de que os peptideos sinalizadores da saciedade sdo de
extrema importancia nesse processo, controlando a sensa¢dao de fome.
Entre os peptideos da fome que foram identificados destacamos o
neuropeptideo Y (NPY) e a grelina (ERLANSON-ALBERTSSON,
2005). O controle da preferéncia pela ingestio de determinados
alimentos pode estar sob controle neurorregulatério, o que foi
demonstrado em estudos animais, em que a ingestdo de gordura foi
aumentada por opidides e galanina e reduzida por enterostatina,
enquanto a ingestdo de carboidratos foi aumentada pelo NPY (LEVINE,
KATZ e GOSNELL, 2003). O NPY possui 36 aminodcidos com
sequéncia homodloga aos peptideos pancredticos e peptideos YY
(ERLANSON-ALBERTSSON, 2005) e é abundantemente expresso no
sistema nervoso central e periférico, sendo que uma grande densidade é
observada no nicleo arqueado com projecdes para o nicleo
paraventricular, onde atua estimulando a ingestdo alimentar (LEITE e
BRANDAO-NETO, 2009), particularmente de carboidratos e suprime o
gasto energético a partir do tecido adiposo marrom (ERLANSON-
ALBERTSSON, 2005). O NPY ¢ liberado no hipotdlamo em situagdes
de jejum e de aumento da demanda de energia, tais como o exercicio
fisico e a lactacdo. A infuso de NPY em longo prazo no ventriculo
lateral de camundongos causa hiperfagia, resisténcia a insulina e
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obesidade (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005), e em ovinos, a
ingestdo aumentada de alimentos foi associada a expressao de NPY no
ntcleo arqueado (CUPPLES, 2005). Nesse sentido, uma regulacdo para
cima (up-regulation) do NPY pela ingestdo de sacarose seria uma razio
para a hiperfagia induzida pelo alimento palativel. Tanto a leptina
quanto a insulina, ambas inibem a expressdo do NPY e seu receptor,
dando a entender que a fome provocada pelo NPY é controlada pela
leptina e insulina. (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005).

A leptina é um hormoénio constituido por 167 aminodcidos e é
produzida principalmente pelos adipdcitos e os seus niveis circulantes
aumentam proporcionalmente ao aumento do tecido adiposo. A leptina
circulante transmite ao hipotdlamo informacdes a respeito da quantidade
de energia armazenada no tecido adiposo, suprimindo o apetite
(SOUSA, BRAS-SILVA e LEITE-MOREIRA, 2009). E importante
para a regulacdo do apetite e sua deficiéncia total ou de seu receptor leva
a hiperfagia e a obesidade em camundongos e humanos. O principal
papel da leptina € controlar a expressdo e a atividade de diversos
peptideos controladores do apetite (ERLANSON-ALBERTSSON,
2005). Quando as reservas de energia estdo baixas, a baixa produgéo de
leptina a partir do tecido adiposo promove o aumento da producio de
neurotransmissores hipotaldmicos, como o NPY, a galanina e a proteina
relacionada com o agouti (AgRP), os quais induzem ao aumento da
ingestdo de alimentos (WILDING, 2002).

A leptina foi descrita como uma inibidora da resposta ao sabor
doce, o que sugere que a ingestdo de alimentos doces pode ser regulada
pela leptina. A leptina estimula neurdnios pro-
opiomelanocorticotropina, enquanto inibe o NPY. Desta forma, o niicleo
arqueado do hipotdlamo controla a ingestdo alimentar atuando sobre os
neurdnios NPY através dos neurdnios pré-opiomelanocorticotropina
para inibir a ingestdo alimentar. Durante o processamento da molécula
de pré-opiomelanocorticotropina, também sao produzidas endorfinas, as
quais estimulam ao invés de inibir o apetitt (ERLANSON-
ALBERTSSON, 2005).

A grelina, por sua vez, € um iniciador de ingestdo alimentar e
seus niveis circulantes sdo elevados durante o jejum e suprimidos apds
uma refeicio (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005). Ela é composta por
28 aminodcidos e é produzida pelas células Gr do trato gastrointestinal
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(LEITE e BRANDAO-NETO, 2009; ROMERO e ZANESCO, 2006),
sendo que seus receptores ocorrem no nicleo arqueado, onde ativa o
NPY (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005), ativando a ingestdo de
alimentos.

1.6. Nocicepc¢ao e o consumo de acicar

O conceito da dor foi definido pela Associag@o Internacional Para
o Estudo da Dor (IASP) em 1986, como sendo “uma experiéncia
emocional e sensorial desagradavel associada com uma lesdo tecidual
real ou potencial ou descrita em termos de tal lesdo”. A sensagdo
dolorosa estd associada ao processo de transmissdo do impulso doloroso
denominado nocicep¢do, o qual desempenha um papel fisioldgico de
cardter subjetivo, regido por limites que ndo podem ser ultrapassados e
atua como um sinal de alerta para denunciar que algo estd ameacando a
integridade fisica do organismo (MERSKEY, 1979; CHAPMAN et al.,
1999). O estudo da dor torna-se algo um tanto complexo, pois além de
focar nos componentes anatdomicos e fisioldgicos, que estdo diretamente
relacionados as vias de transmissdo, também estd relacionado com as
vias envolvidas com o comportamento motivacional, ilustrando seu
cardter subjetivo frente as respostas individuais.

O processo doloroso € iniciado quando nociceptores periféricos
sdo sensibilizados por um estimulo com potencial para lesdo, ou seja,
que excede um limite considerado fisiolégico. Os nociceptores estdo
presentes nas terminacdes livres das fibras nervosas aferentes, na por¢do
distal dos neurbnios aferentes de primeira ordem, amplamente
distribuidos na pele, vasos, musculos, articulagdes e visceras (VITOR et
al., 2008), e sdo capazes de transformar um estimulo agressivo de
natureza térmica, quimica ou mecinica em estimulo elétrico, permitindo
a transmissdo do estimulo nociceptivo até o sistema nervoso central
(SNC), e no cortex cerebral € interpretado como dor (ROCHA et al.,
2007). Os nociceptores sdo divididos em trés classes: mecanoceptores,
que sdo sensiveis as deformagdes dos receptores, 0s termoceptores que
sdo sensiveis a estimulos térmicos, e os nociceptores polimodais,
sensiveis tanto a estimulos mecénicos e térmicos quanto a estimulos
quimicos (VITOR et a I., 2008).

A estimulagdo dos nociceptores, que ocorre devido a um dos
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estimulos acima mencionados, pode promover uma liberacdo local de
mediadores quimicos como a bradicinina, histamina, serotonina
substancia P, opidides, entre outros, que ao agirem com 0s nociceptores,
causam alteracdes na permeabilidade da membrana dando inicio ao
potencial de acdo. Os nociceptores periféricos situam-se nas terminagdes
de neurdnios primdrios (fibras do tipo Ad e C), cujos corpos celulares
localizam-se nos ganglios das raizes dorsais da medula espinhal. A
informacdo nociceptiva € entdo transmitida aos neurdnios do corno
dorsal e os principais neurotransmissores envolvidos sdo a substincia P
e o glutamato.

Quanto a velocidade de conducdo da dor, sabe-se que as fibras
Ad sdo responsdveis por conduzir a “primeira dor”, caracterizada por ser
rdpida, enquanto que as fibras C, amielinicas, sdo mais lentas,
transmitindo a dor de forma difusa e fraca (VITOR et al., 2008).

Os estimulos transduzidos pelos nociceptores sdo entdo
conduzidos para por¢do central dos axénios Ad e C que terminam no
corno dorsal da medula espinhal. Posteriormente, os axdnios se
ramificam em colaterais ascendentes e descendentes em uma regido
chamada de zona de Lissauer, os quais se projetam para cima e para
baixo de um ou dois segmentos medulares antes de penetrar na
substancia cinzenta da raiz dorsal.

Ao entrarem na raiz dorsal, os axOnios se ramificam e fazem
sinapses com neurdnios localizados nas diversas laminas dos cornos
dorsais. Ambas as fibras A3 e C enviam colaterais para inervar
neurdnios na ldmina I (lamina marginal) e lamina II (substincia
gelatinosa). A informagdo da lamina II € transmitida a neurdnios de
segunda ordem nas laminas IV, V e VI. Essas céluas também recebem
inervacdo direta de ramifica¢cdes dos neur6nios de primeira ordem. Os
axonios dos neurdnios de segunda ordem nas ldminas IV-VI decussam
imediatamente e ascendem (contralateralmente) pelo tracto
espinotaldmic, a via ascendente de maior importincia no envio de
informac@o referente a dor e temperatura, também denominado sistema
anterolateral. As fibras espinotalamicas projetam-se entdo para cima na
medula espinhal por meio do bulbo, da ponte e do mesencéfalo, sem
estabelecer sinapses, até alcancarem o tdlamo (PURVES, 1997).

Portanto, a maioria das fibras segue para os ntcleos
intralaminares do tdlamo e dareas reticulares do tronco encefalico,
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importantes regides na elaboracio de reacdes motoras e emocionais
diante de uma agressao. No tdlamo ocorrem as sinapses com neuronios
de terceira ordem, que emitem seus axonios ao cortex somatossensorial
ou para o sistema limbico (MARTON et al., 2009).

Durante muitos anos, tem sido notdrio que a percepcio da dor é
varidvel, dependendo de vdrios sinais de entrada sensorial ndo-
dolorosos, do contexto comportamental, do comportamento cognitivo,
entre outros. Na regulacdo descendente da dor, vdrias regides do
encéfalo tem sido implicadas na supressdo da dor.

As vias descendentes que fazem parte do mesencéfalo e chegam
ao corno dorsal da medula espinhal, exercem um efeito inibitério e
modulador sobre as estruturas distais, em especial sobre o corddo
posterior da medula (VITOR er al, 2008). Uma das regides
mesencefélicas envolvidas € a substincia cinzenta periaquedutal (PAG),
que quando estimulada, pode produzir uma analgesia profunda. A PAG
normalmente recebe aferéncias de varias estruturas do encéfalo, muitas
delas envolvidas na transmissao de sinais ligados ao estado emocional.

Os neurdnios da PAG projetam seus axonios para vdrias regides
descendentes, como o nicleo magno da rafe (NMR) no bulbo e niicleos
adjacentes que recebem impulsos excitatérios da PAG e que utilizam a
serotonina como neurotransmissor. A partir do bulbo, esses neurdnios
enviam axdnios descendentes até os cornos dorsais da medula espinhal,
onde podem inibir os neurdnios nociceptivos. O processo analgésico
ocorre também pela estimulacido de locais como o locus coeruleus, um
pequeno nucleo localizado na substancia cinzenta da ponte, sob o
assoalho do quarto ventriculo, e o bulbo raquidiano ventromedial rostral
(BRVMR).

O cortex pré-frontal e insular, o hipotdlamo, a amigdala e o
tronco cerebral conectam-se diretamente com a PAG, que faz conecg¢des
com 0 BRVMR, o qual projeta-se para o corno dorsal da medula. Os
neurdnios do BRVMR ao serem excitados, liberam serotonina e
encefalinas que tem o papel de inibir as respostas nociceptivas dos
neurdnios da raiz dosal da medula (VITOR et al. 2008).

Os opidides endbégenos sdo substincias similares aquelas
derivadas do 6pio (como a morfina, codeina e a heroina), porém sio
produzidos pelo préprio corpo. Concentram-se principalmente em dreas
do SNC que processam ou modulam a informagdo nociceptiva. Entre
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eles, salientam-se as endorfinas, peptidios semelhante a morfina que
produzem analgesia ao agirem no nivel celular suprimindo a liberagao
de glutamato por terminais pré-sindpticos e inibindo os neurdnios
através de uma hiperpolarizacdo de suas membranas pds-sindpticas.
Dessa forma, esses neurdnios endorfinérgicos na medula espinhal e no
tronco encefélico, impedem a passagem da informagao nociceptiva pelo
corno dorsal em direcdo aos niveis superiores, onde a percepcio da dor é
processada.

Clinicamente, o uso de substincias adocicadas, particularmente
solucdes de sacarose, t€m sido utilizadas como intervengdes nao
farmacoldgicas para abrandar o sofrimento em procedimentos
dolorosos, por aumentar o limiar da dor em neonatos (GASPARDO,
LINHARES e MARTINEZ, 2005) e estudos vém sendo realizados com
o objetivo de ampliar a aplica¢do da sacarose durante procedimentos de
rotina em unidades de tratamentos intensivo neonatal, como a puncio e
a aspiracdo endo-traqueal (STEVENS er al. 2005). As solugdes de
sacarose atuam liberando opidides enddgenos, aliviando a dor aguda
(LINHARES, 2010). Estudos t€m demonstrado a eficacia da dose tnica
da sacarose no alivio da dor aguda em neonatos e tem sido bem
documentada na literatura, ao passo que quanto ao uso de sacarose em
doses repetidas ainda ndo existe uma conclusdo definitiva
(GASPARDO, LINHARES e MARTINEZ, 2005).

Outra via inibitéria da dor que se projeta a partir do Locus
coeruleus é a via noradrenérgica, cujo principal neurotransmissor é a
noradrenalina, que exerce um efeito inibitério sobre a transmissdo da
dor na raiz dorsal da medula. Neste sentido, os neurdnios
noradrenérgicos da via noradrenérgica proveniente do LC, fazem
projecdes também para o cértex, hipocampo e cerebelo, sendo que a
analgesia desse sistema parece ser mediada apenas por receptores o-
adrenérgicos (MARTON et al., 2009; CARVALHO e LEMONICA,
1998).

Tanto a noradrenalina quanto a serotonina t€m papel fundamental
na mediagdo da dor e estdo envolvidas em multiplos niveis de regulagio
da nocicepcdo e no mecanismo da ansiedade e da depressdo (VITOR et
al., 2008; PIRES et al., 2011). A serotonina também € conhecida por
exercer efeito analgésico desempenhando um papel na via
serotoninérgica descendente inibitéria da dor, e existem evidéncias
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experimentais que indicam que os receptores corticais de serotonina
estdo envolvidos na modulacdo descendente da dor. Os efeitos finais da
serotonina sobre a modulagdo da dor sdo complexos e dependem de uma
variedade de fatores, tais como o nivel do neuroeixo (neurdénio sensorial
primdrio, a medula espinhal ou do cérebro), do tipo de receptor, e da
condi¢do de dor (MARTIKAINEN, 2009).

O ntcleo magno da rafe (NMR), localizado bilateralmente na
porcao rostral e ventromedial do bulbo, envia fibras serotoninérgicas e
noradrenérgicas que sdo projetadas para o corno dorsal da medula e
bulbo. As fibras serotoninérgicas inibem seletivamente os neurdnios
nociceptivos das laminas I, II e V, entre as células de transmissdo
nociceptiva (MARTON et al., 2009).

Portanto, o processo inibitério da dor ocorre em varios locais do
encéfalo como o sistema analgésico enddgeno, representado pelos
opidides enddgenos e receptores opidides, a substincia cinzenta
periaquedutal (PAG) e periventricular que sdo ricas em encefalinas e
receptores opidides, pelos neurdnios noradrenergicos, origindrios no
Locus coeruleus, e pelo nicleo magno da rafe (NMR) e nicleos
adjacentes que recebem impulsos excitatérios da PAG (CARVALHO e
LEMONICA, 1998; MARTON et al., 2009).

Como explanado acima, os estimulos nociceptivos vindos dos
tecidos periféricos sdo transmitidos as estruturas cerebrais, mas durante
o trajeto, recebem influéncia dos mecanismos moduladores que podem
modificar a qualidade e a intensidade da sensag¢do dolorosa. Tais
mecanismos sdo denominados sistema supressor de dor. Desta forma, a
dor é o resultado de um desequilibrio entre a quantidade e a qualidade
da estimulag@o nociceptiva e a ativacdo do sistema supressor de dor
(PORTNOI, 1999).

1.7. Depressao e o consumo de aciicar

o ita, u S QUi
A depressdo € descrita, segundo a Associa¢do Psiquidtrica
i . iagnostic an atistical Manual of Mental Disorders,
Americana, no D t d Statistical M. [ of Mental Disord
quarta edicdo (DSM-1V), como Transtorno Depressivo Maior ou
Distimia, caracterizado pela presenca de “um humor cronicamente
deprimido que ocorre na maior parte do dia, na maioria dos dias, por
pelo menos dois anos”, envolvendo pelo menos dois dos seguintes
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sintomas adicionais: apetite diminuido ou hiperfagia, insdnia ou
hipersonia, baixa energia ou fadiga, baixa auto-estima, fraca
concentracdo ou dificuldade em tomar decisdes e sentimentos de
desesperanca. DUNBAR et al. (2008), em um estudo envolvendo 1690
homens e mulheres com idade entre 25 e 84 anos, demonstraram que a
depressdo tem uma importante associacdo com a SM, independente da
condi¢do diabética.

Este estudo ainda demonstrou que 409 dos participantes com
SM apresentaram escores mais elevados para a depressdo do que os 936
individuos sem SM, sendo que esta associacdo esteve presente em 338
participantes com SM e sem diabetes. Os autores defendem que a base
fisiopatolégica para associar a SM com a depressdo envolve um estado
inflamatério que € descrito como uma conseqiiéncia da obesidade
central.

Além disso, fatores psicossociais, incluindo a depressdo, podem
desencadear uma desregulacio do eixo hipotalamico (HPA) produzindo
uma hipersecrecdo do hormonio liberador de corticotropina (CRH) e de
cortisol, promovendo assim, a deposi¢do de tecido adiposo visceral, que
secreta citocinas inflamatdrias tais como a interleucina (IL)-1, IL-6 e o
fator de necrose tumoral (TNF-a).

Tanto a IL-6 quanto o TNF-a tém sido implicados na resisténcia
a insulina, a qual é considerada o fator chave nas anormalidades da SM.
Portanto, a desregulac@o do eixo HPA pode ocorrer por meio da citocina
induzida pela estimulag¢io do sistema noradrenérgico central do estresse.

De acordo com a OMS, uma das maiores causas de
adoecimento da populagdo mundial hoje € a depressdo, e atualmente,
15% da populagdo do mundo € atingida pela depressdo em pelo menos
um momento de suas vidas e tanto pode ser afetada por fatores
ambientais como por fatores genéticos (GOMES et al., 2010).

Os estudos sobre a base bioldgica da depressdo, apoiados na
teoria das monoaminas por mais de trés décadas, propde que a depressdo
surge em virtude de uma diminui¢do na disponibilidade de aminas
biogénicas cerebrais, particularmente a noradrenalina, a serotonina e a
dopamina, suposi¢do esta reforcada pelo conhecimento dos
antidepressivos  que  aumentam a  disponibilidade  desses
neurotransmissores na fenda sindptica JUVER e VERCOSA, 2008).
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No entanto, muitas discussdes ainda estdo sendo feitas na
tentativa de encontrar explicacdes mais precisas além da teoria
monoaminérgica de depressao e seus desdobramentos, como as cascatas
de sinalizacdo intracelular, modulacdo da expressdo dos genes,
participacdo de fatores neurotréficos derivados do cérebro (BDNF),
mantendo ainda incerta a etiologia da depressdao (VISMARI, ALVES e
PALERMO-NETO, 2008). Ja foi estudada a maioria dos
neurotransmissores conhecidos nos casos de depressdo, sendo que a
noradrenalina e a serotonina foram os que apresentaram resultados mais
objetivos, embora a deficiéncia de outros horménios e
neurotransmissores possam ter participagdo em sua génese e/ou
manutencdo (JUVER e VERCOSA, 2008).

De acordo com um estudo realizado por Peet (2004), um
consumo exagerado de acicar refinado foi associado a piora da
esquizofrenia e a uma maior prevaléncia da depressdo. Isto parece
combinar com outros estudos que demonstraram, segundo Lakhan e
Vieira (2008), que a falta de nutrientes dietéticos especificos contribui
para o desenvolvimento de transtornos mentais, sendo que vitaminas,
minerais e dcidos graxos Omega-3 sido frequentemente deficientes na
populacdo geral da América e de outros paises desenvolvidos, e também
sdo extremamente deficientes em pessoas que sofrem de distirbios
mentais. O uso de suplementos didrios de nutrientes essenciais e que
contenham aminodcidos, muitas vezes tém se mostrado eficazes na
reducdo de sintomas dos pacientes porque eles sdo convertidos em
neurotransmissores que melhoram a depressdo e outros transtornos
mentais (LAKHAN e VIEIRA, 2008).

Uma vez que o metabdlito da vitamina Bg, o piridoxal-5’fosfato
(PLP) é uma coenzima na via do triptofano para a serotonina, a
deficiéncia de vitamina Bg, teoricamente pode causar depressdo (HVAS
et al., 2004). Bioquimicamente, as vitaminas Bg, o 4cido félico e a
vitamina B, t€m sido associados com a depressdo, desempenhando um
papel na metilacdio da homocisteina, proporcionando assim um grupo
metil para a conversio da metionina em S-adenosilmetionina,
influenciando o metabolismo da serotonina (TIEMEIER et al., 2002;
SKARUPSKI et al., 2010). O 4cido félico ainda tem um papel
importante na sintese de tetrahidrobiopterina, um co-factor essencial
para a hidroxilacdo de fenilalanina e triptofano, etapas limitantes na
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sintese da dopamina, da noradrenalina e da serotonina (BROCARDO et
al., 2008).

Um estudo realizado pelo Institute of Food and Health,
University College Dublin (UCD) para verificar o impacto do consumo
de actcar adicionado a dieta de 594 criangas e 441 adolescentes
irlandeses, concluiu que com o alto consumo de agiicar adicionado a
dieta houve uma diminuicdo significativa de diversos micronutrientes
incluindo Mg, Ca, Zn e vitaminas Bj, e C. Neste sentido, o consumo
excessivo de aguicar pode induzir a perda nutricional de importantes
eletrdlitos e vitaminas (JOYCE e GIBNEY, 2008).

Holford (2003) defende que o catabolismo do agtcar adicionado
a dieta depende de vitaminas do complexo B do organismo, ji que o
acticar branco ndo possui estas vitaminas suficientemente em sua
composicdo. De fato, as catecolaminas sdo dependentes de 4cido félico
e vitaminas Bg e B, para serem sintetizadas (HAVS, et al., 2004), sendo
que sua deficiéncia pode levar a uma redugdo dos niveis desses
neurotransmissores (LAKHAN e VIEIRA, 2008).

A deficiéncia de zinco também tem sido associada a uma dieta
rica em carboidratos (CESAR, WADA e BORGES, 2005) e a
deficiéncia de triptofano e tirosina, que sdo aminodcidos precursores da
serotonina e da noradrenalina, bem como a deficiéncia de vitaminas do
complexo B (Vitamina Bg, By, e dcido félico) sdo desequilibrios comuns
da nutricdo bem conhecidos por piorar o estado de humor e a motivacio
(HOLFORD, 2003). Estudos mostram que a depressdo unipolar estd
conectada aos baixos niveis sanguineos de zinco e apontam o beneficio
da terapia antidepressiva com suplementacio de zinco (NOWAK, et al.,
2003).

A figura 1.7 mostra que as vitaminas B, C e o zinco atuam
como cofatores tanto na conversdo como no controle do equilibrio dos
principais neurotransmissores envolvidos na modulacdo do humor. A
serotonina é produzida a partir do 5-Hidroxitriptofano (5-HTP), que é
dependente do aminodcido triptofano proveniente da dieta. Tanto a
serotonina quanto as catecolaminas, necessitam de folato e das
vitaminas Bg e B, para serem produzidas. Os niveis elevados de
homocisteina aumentam a tendéncia para a depressdo e, para que esses
niveis sejam controlados, o folato é requisitado para que ocorra a
metilacdo da homocisteina por meio da S-adenosil-metionina (SAMe) e
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da tri-metil-glicina. Ambos sdo tipos de aminodcidos doadores do grupo
metil (carboxila) (HOLFORD, 2003).

O hipocampo parece ter um papel fundamental na ocorréncia da
depressdo segundo estudos de Campbell e Macqueen (2004) e Scorza,
Guerra e Calil (2005) e tem um envolvimento na aprendizagem e
consolidacdo de memorias explicitas e no armazenamento de memdrias
de curto e longo prazos. Estas caracteristicas estdo relacionadas com a
funcdo neurogénica (SKORZA, GUERRA e CALIL, 2005),
especialmente na regido do giro denteado. A atrofia hipocampal foi
verificada em pacientes com depressdo cronica (SHELINE, MITTLER e
MINTUN, 2002).

O neurotransmissor mais abundante no hipocampo,
representando 90% dos neur6nios e células granulares, € o glutamato,
que exerce um importante papel em mecanismos subjacentes a
plasticidade sindptica, os quais fazem parte de processos
comportamentais como a cogni¢do e a memoéria (RUGGIERO et al.,
2011). Os 10% restantes sdo, entre outros, os receptores de
noradrenalina e serotonina presentes na regido CAl, com projecdes
dendriticas de células piramidais para a regidao CA3 e giro denteado. O
tratamento com medicamentos antidepressivos promove um aumento
nos niveis do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) no giro
denteado e na regido CA3 do hipocampo de ratos (CAMPBELL e
MACQUEEN, 2004).
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FIGURA 1.7. Nutrientes recrutados para a produgdo de neurotransmissores
relacionados ao controle do humor. A serotonina é produzida a partir do 5-HTP,
convertida a partir do triptofano proveniente da dieta; as catecolaminas sdo
produzidas a partir da tirosina, pela fenilalanina. Esses processos sao
dependentes de folato, zinco e vitaminas B¢ e By,. Fonte: Holford, 2003.

1.8. Proteina Fos

A andlise da expressdo da imunorreatividade da proteina Fos tem
sido uma ferramenta eficaz e utilizada para mapear a ativa¢io neuronal
nas células no sistema nervoso central de mamiferos, apds uma
variedade de estimulos (MATSUDA et al, 1996, MIYATA,
NAKASHIMA e KIYOHARA, 1994; FENELON, POULAIN e
THEODOSIS, 1993). Embora a proteina Fos seja um marcador sensivel
para estimulos neuronais agudos, estudos exploraram a possibilidade da
expressdo persistente da proteina Fos em estimula¢des cronicas. Miyata
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et al., (1994) e Fenelon, Poulain e Theodosis (1993) analisaram em ratos
a atividade da proteina Fos nos nicleos paraventricular (PVN) e supra-
optico (SON). Ap6s estimulo osmético agudo com injecdo hipertonica
intraperitoneal, esses pesquisadores verificaram uma atividade
transitdria da proteina Fos. No entanto, os resultados mostraram também
uma ativag¢do Fos-positiva dos neur6nios magnocelulares persistente no
SON e PVN dos ratos apds a estimulagdo osmdtica crdnica com
privacdo de dgua, mesmo 24 horas depois de serem autorizados a beber
dgua de torneira (MIYATA, NAKASHIMA e KIYOHARA, 1994;
FENELON, POULAIN e THEODOSIS, 1993).

Outro estudo realizou experimentos para elucidar se a ativacio do
sistema de recompensa pelo consumo cronico de sacarose causaria
modificacdo na atividade neuronal do sistema central de oxitocina (PVN
e SON), por meio da imunorreatividade da proteina Fos, durante 21
dias. Os resultados revelaram que os ratos mantidos com uma dieta
cronica de sacarose apresentaram uma porcentagem significativamente
menor de células Fos-positivas do que os animais que receberam uma
dieta aguda (MITRA et al., 2010).

Estes resultados contradizem a hipé6tese de que a proteina Fos é
expressada apenas transitoriamente e ndo ¢ ttil para estudar os estimulos
cronicos (MIYATA et al., 1994).
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando-se que existe uma preferéncia pelo alimento
palatdavel em animais (Erlanson-Albertsson, 2005; Avena et al., 2008;
Rada et al., 2005; Levine et al. 2003), neste trabalho procuramos
confirmar a preferéncia pela racdo agucarada em detrimento da dieta
padrio, disponibilizada aos animais de forma cronica durante um
periodo de 28 dias, buscando também verificar se haveria preferéncia
por determinado tipo de acticar (sacarose, acticar branco ou agucar
mascavo).

Além disso, ja que dados da literatura relacionam o consumo do
aclicar com vdrios tipos de transtornos comportamentais (agressao,
ansiedade, depressdo, entre outros) e indicam a influéncia do agtcar no
controle do limiar da dor, nos propusemos a testar se uma dieta
acucarada afetaria o comportamento dos ratos, levando-os a um
aumento do comportamento tipo-depressivo e/ou alterando o limiar
nociceptivo.

Estes sdo dados preliminares de inicio de um trabalho. Temos
ainda muitas perguntas a serem respondidas.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos Gerais

Investigar em ratos a escolha pelo consumo de acicar em
detrimento da dieta padrido, bem como a preferéncia por tipos diferentes
de actcares, e verificar se o consumo cronico do agticar se relaciona
com o comportamento tipo-depressivo e se influencia o controle do
limiar da dor.

3.2. Objetivos Especificos

1. Verificar/confirmar se ha preferéncia pelo acticar em detrimento
da dieta padrio.

2. Verificar se hd preferéncia na ingestdo entre os tipos de
aclicares (sacarose, acglcar branco ou aglicar mascavo)
disponibilizados aos animais.

3. Verificar se o consumo crénico do acicar induz ao
comportamento tipo-depressivo e se hd diferenca entre os
grupos que receberam tipos diferentes de agucares.

4. Verificar se o consumo cronico do agucar influencia o controle
do limiar da dor e se hd diferenca entre os grupos que
receberam tipos diferentes de agucar.

5. Avaliar a expressdo da proteina Fos em algumas 4reas
encefélicas ligadas ao desenvolvimento da depressdo (locus
coeruleus e hipocampo) pela expressao da proteina Fos.

6. Avaliar a expressdo da proteina Fos em algumas 4reas
encefédlicas relacionadas as vias inibitérias da dor (Locus
coeruleus e Nucleo Magno da Rafe) pela expressdo da proteina
Fos;

7. Avaliar possiveis altera¢des no nivel glicémico dos ratos, apds o
periodo de ingestio cronica de ragdo com agucar.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

O experimento foi realizado com 98 ratos Wistar machos adultos,
com idade média de 80 dias, provenientes do Biotério Central da UFSC.
Estes animais foram adaptados ao ambiente experimental durante um
periodo de cinco a sete dias, recebendo racdo comercial Nuvilab Cr-1 e
dgua a vontade, em sala climatizada (+ 21°C), com ciclo claro/escuro
(12h luzes acesas/12h luzes apagadas). Os ratos foram divididos
aleatoriamente em cinco grupos, sendo um grupo controle tratado com
racdo comercial, outro grupo tratado com rag¢do comercial adogcada com
10 % de sacarose e, finalmente, outros trés grupos experimentais
submetidos a uma ragdo comercial adogada com agtcar branco refinado
e/ou agticar mascavo, conforme desenho experimental, por um periodo
de 28 dias. Para o controle individual da ingestdo da dieta, os ratos
foram alojados individualmente em gaiolas de polipropileno, dispostas
com a maior proximidade possivel, distante apenas o suficiente para as
gaiolas ndo se tocarem e, para minimizar o estresse do isolamento,
foram utilizadas grades elevadas sobre as caixas, de forma que os
animais, ao se levantarem sobre suas patas traseiras, podiam se
comunicar visualmente. Todos os animais permaneceram todo o tempo
que durou o experimento nos mesmos locais que foram inicialmente
alojados, para evitar qualquer interferéncia adicional, concernente aos
sons e cheiros dos ratos vizinhos. Todos o0s procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com o protocolo PP00465
aprovado em 11/06/2010 pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), em conformidade com a lei nimero 11.794, de outubro de
2008 (lei AROUCA). Os animais foram cuidadosamente monitorados e
mantidos em concordancia com as recomendacdes do Conselho de
Medicina Veterindria (CMV) e do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

4.2. Dieta

A dieta consistiu de por¢des de racdo comercial (ver composi¢io
na tabela 2) umedecida com dgua potavel, preparada na proporcdo de
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um litro de dgua para cada quilo de racdo. Todos os grupos receberam
uma por¢do didria dessa ragdo umedecida e outra por¢do de racdo
umedecida e adocada com 10% de actcar, disponibilizadas em copos de
vidro fixados ao interior de cada gaiola, de acordo com a seguinte
distribui¢do: Grupo Controle (Racdo comercial; N=19); Grupo Sacarose
(Racdo comercial adocada com 10% de sacarose; N=19); Grupo Branco
(Racdo comercial adogada com 10% de agucar branco refinado; N=20);
Grupo Mascavo (Ragdo comercial adocada com 10% de agucar
mascavo; N=20); Grupo Escolha (Ra¢do comercial adogada com 10%
de aciicar branco refinado e racdo comercial adocada com 10% de
acdcar mascavo; N=20). A definicdo do niimero de ratos por grupo foi
efetuada com base em dados da literatura (Avena et al, 2004; Brocardo
et al., 2008; Rada et al, 2005). Com o objetivo de observar a
preferéncia por determinado tipo de agucar, ao grupo Escolha foram
disponibilizadas trés diferentes por¢des de racdo sendo uma porcdo de
racdo comercial umedecida, uma porc¢do de racdo adocada com agucar
branco refinado e outra por¢édo de racdo adocada com acticar mascavo.

Os ratos foram mantidos com uma dieta didria intermitente com
12 horas de privagdo seguida de 12 horas de acesso a alimentacio,
conforme desenho experimental de Avena er al. (2009, 2004) e
Colantuone et al., (2002). A dieta foi disponibilizada aos animais a
partir da quarta hora da fase escura para induzi-los a maior ingestio
alimentar. Todos os grupos receberam dgua a vontade durante todo o
periodo experimental.

O controle da ingestdo de ragdo foi realizado mediante a pesagem
da rac¢do (incluindo a 4gua adicionada a racdo no momento da
preparacdo, conforme descrito acima) residual, no inicio de cada manha.
A ingestdo de dgua foi mensurada semanalmente quando se fazia a
lavagem do frasco e a reposi¢do da dgua, e o peso corporal, também era
aferido semanalmente.

No célculo do consumo de calorias foi considerado o total
ingerido pelos ratos, somando-se tanto as calorias contidas na racdo
padrdo, baseando-se nas informagdes fornecidas pela empresa Nuvital
Nutrientes S/A, quanto as calorias da ragdo adogada, incluindo aquelas
contidas na sacarose, no agucar branco refinado e no agtcar mascavo,
de acordo com a dieta de cada grupo experimental.
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O grupo Escolha foi observado e analisado somente com o
objetivo de verificar se haveria preferéncia por determinado tipo de
actcar (actcar branco ou agticar mascavo).

NUVILAB CR-1

Composicio basica do produto:

Milho integral moido, farelo de soja, farelo | Valor calorico: ................. 3,71 kcal/g
de trigo, carbonato de calcio, fosfato bicdlcico, B
cloreto de sédio, premix vitaminico-mineral e de Valor protéico: ............... 19.9 g%
aminodcidos.
Enriquecimento por quilo de produto:
Vitaminas Microelementos minerais:
Vitamina A ........cccveenenes 12.000U1
Vitamina D3 .. 1.800 UI
Vitamina E ........cccoeee. 30,0 UI
Vitamina K3 ................... 3,0 mg Manganés ................ 60,00 mg
Vitamina B1 . 50mg Cobalto ... .
Vitamina B2.................... 6,0 mg
Vitamina B6.................... 7,0 mg
Vitamina B12... . 20,0 meg
Niacina.......occovveevvuveeeennnns 60,0 mg
Acido Pantonénico.......... 20,0 mg
Acido félico .
Biotina.......ccceevevencrniennne
Colina........ccoevrvervevueennnne..
Aditivos Aminodcidos
Antioxidante ................ 100,00 mg Lisina .....ccceeevenen. 100,00 mg
Metionina ............. 300,00 mg

TABELA 2 — Composi¢a@o bésica da racdo industrializada especifica para ratos

(Nuvilab CR-1 -Nuvital®)
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4.3. Testes Comportamentais

4.3.1. Medida do comportamento tipo-depressivo no Teste do Nado
Forcado (TNF)

FIGURA 4.3.1. Teste do Nado For¢cado (TNF)

O teste do nado for¢ado € um dos modelos mais tradicionais para
o estudo do comportamento  tipo-depressivo  (desespero
comportamental) em animais de laboratério, por apresentar alto valor
preditivo devido a resposta aos medicamentos antidepressivos
existentes. A depressdo em ratos € muito dificil de ser estudada, por isso
foram desenvolvidos modelos comportamentais para testar
comportamentos tipo-depressivos em animais, como o TNF, por
exemplo.

Proposto inicialmente por Porsolt e colaboradores, em 1977, os
roedores sdo expostos a uma situacdo aversiva, nadar em um tanque
cilindrico com dgua, onde eles ndo podem tocar o fundo do cilindro ou
fugir (escape). Com o tempo os animais percebem que niao t€m como
sair do local e desenvolvem uma postura de imobilidade. O teste é
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filmado e avaliam-se os periodos de imobilidade e natagdo por um
periodo de 5 minutos.

No primeiro dia, apds o final do periodo de 28 dias em que os
animais permaneceram em dieta experimental, de acordo com o
protocolo ja descrito, os animais dos grupos Controle, Sacarose, Branco
e Mascavo foram colocados individualmente em tanques de PVC (60
cm de altura por 30 cm de didmetro) contendo dgua aquecida a uma
temperatura de 25°C (MEZADRI et al., 2011). Nestas condigdes, o0s
ratos ndo podiam tocar o fundo do tanque. A primeira sessdo (pré-teste)
foi realizada colocando o rato para nadar por 15 minutos e ao final da
sessdo o animal foi retirado do tanque, seco com uma toalha e secador
com ar quente e devolvido a gaiola. Vinte e quatro horas depois, todos
os animais foram submetidos a uma nova sessdo de natacdo com
duragdo de 5 minutos (teste), que foi monitorada por uma camera de
video para posterior andlise etoldgica do nado forcado.

O comportamento tipo depressivo foi medido em termos de
duragdo total da imobilidade (quando o rato flutua na dgua ou quando
realiza movimentos apenas para manter a cabeg¢a acima do nivel da
dgua), de mergulho (quando o animal tenta fugir pelo fundo do tanque)
e da laténcia para a imobilidade (tempo decorrido desde que o animal é
colocado na dgua até o primeiro comportamento de imobilidade
observado).

Apbs o teste os animais foram devolvidos as suas gaiolas e no dia
seguinte foram submetidos ao teste de Von Frey.
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4.3.2. Medida do Limiar da Dor - Teste dos Filamentos de Von Frey
Mecanico

FIGURA 4.3.2. Teste dos filamentos de Von Frey

No dia seguinte, 24 horas apdés o teste de TNF, os ratos dos
grupos Controle, Sacarose, Branco e Mascavo foram submetidos ao
teste dos filamentos de Von Frey para testar sua sensibilidade mecénica.
Para a realizagdo deste teste os ratos foram colocados em um aparato
dividido em dez compartimentos, sendo um para cada animal, separados
por parede acrilica e assoalho de tela metalica, medindo 12x20x20cm
cada um, apoiados em superficie elevada de madeira.

Os ratos foram colocados individualmente no aparato, apds
ambientacdo prévia de 30 minutos, e os estimulos foram aplicados
utilizando-se os filamentos de Von Frey (North Coast Medical, Inc,
USA) de 10 a 100 g, em ordem crescente de pressdo sob a superficie
plantar da pata posterior direita de cada animal. A for¢a da pressdo é
verificada pelo abaulamento da fibra e foi aplicada uma vez em cada
animal durante 6-8 segundos. Foram consideradas como respostas
positivas aquelas em que o animal realizou o movimento de retirada da
pata durante a estimulacdo e foram desconsideradas as respostas
seguidas de caminhada. Este teste foi realizado sempre no periodo da
manha, em ambiente silencioso.

Apés o teste, os animais foram devolvidos as suas gaiolas e no
dia seguinte foram sacrificados apds serem profundamente anestesiados
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e posteriormente, submetidos a perfusdo para a remocdo dos encéfalos
para a andlise imunoistoquimica.

4.4. Atividade neuronal - imunorreatividade a proteina Fos

Ap6s o periodo de 28 dias recebendo a dieta experimental com os
diferentes aciicares, conforme protocolo exposto acima, e 24 horas
depois de realizada o ultimo teste comportamental (Von Frey), 4
animais de cada grupo foram aleatoriamente selecionados para a
realizag¢do da imunoistoquimica para Fos.

Os ratos dos grupos Controle, Sacarose, Branco e Mascavo foram
estudados para a deteccdo da proteina Fos no Locus coeruleus (LC)
(Figura 4.4.1), nicleo magno da Rafe (MRN) (Figura 4.4.2), ambas as
estruturas, LC e MRN (Vitor er al, 2008), relacionadas as vias
descendentes inibitérias da dor. Também foram analisadas as regides
CA1l, CA3 e o Giro Denteado do hipocampo (Figura 4.4.3), dreas
relacionadas ao processamento de informacdo da dor (Liu et al, 2012) e
a neurogénese (Campbell et al., 2004; Skorza et al., 2005;). Os animais
foram profundamente anestesiados com xilasina (0,1 mL/100g peso
corporal) e cetamina (0.1 ml/100g peso corporal, i.p.), utilizando como
critério de determinacdo da anestesia o pincamento da pata até que o
animal ndo apresentasse reflexo algum, para que a perfusdo
transcardiaca fosse realizada (injetado 150 mL de solucdo salina,
seguido de paraformaldeido a 4% diluido em tampdo fosfato de sédio
0,1 M, pH 7,4; 150 ml). Em seguida, os encéfalos foram removidos da
caixa craniana e permaneceram em solucdo fixadora (paraformaldeido
4% tamponado) por 8 horas em temperatura ambiente. Posteriormente,
os encéfalos foram crioprotegidos em solucio de sacarose a 30% a 4°C.

A seguir, os encéfalos foram seccionados em cortes coronais de
50 pm de espessura em criostato da marca Leica, modelo CM1850-UV,
sendo coletados em eppendorfs (2 mL) contendo uma solugdo
anticongelamento (PBS, 4dgua destilada, sacarose, propilenoglicol -
Vetec, Brasil) e armazenados em freezer com temperatura de -70°C até o
dia da imunoistoquimica para Fos. Todos os encéfalos foram
processados juntos para a deteccdo da proteina Fos utilizando o método
avidina-biotina-peroxidase, conforme Cezario et al. (2008). Os cortes
dos encéfalos foram lavados 3 vezes em tampdo PBS, durante 10
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minutos cada vez e incubados em solugdo tampdo com Triton X-100
(Sigma Chemicals Company, EUA), soro normal de cabra e anticorpo
anti-Fos feito em coelho (Ab-5; Calbiochem, USA) em uma diluicdo de
1:20.000 durante 48h a 4°C de temperatura e sob agitacdo continua.

Ap6s esse periodo, os cortes foram incubados durante 90 minutos
a temperatura ambiente em uma solucdo de 1:250 de anticorpo
biotinilado IgG de cabra anticoelho (Vector Laboratories, USA) e
depois foram misturados em uma solucdo contendo complexo de
avidina-biotina peroxidase na dilui¢do de 1:200 (ABC Elite Kit; Vector
Laboratories, EUA) durante o mesmo periodo de tempo. A visualizagio
do complexo da peroxidase foi observada durante exposicdo de 10
minutos em uma solucdo de cromégeno contendo 0,02% de 3,3-
diaminobenzidina (DAB) (Sigma Chemicals Company, EUA) com 0,3%
de sulfato de niquel em 0,05 M de tampao Tris (pH 7,6), seguida pela
incubag@o durante 5 minutos em uma solucio 0,01% de glicose oxidase
(Glicose Oxidase Tipo VII de Aspergillus Niger, Sigma Chemicals
Company, EUA) e 10% de p-D-glicose (Sigma Chemicals Company,
Saint Louis, EUA) para produzir um resultado azul escuro.

Para o controle negativo da reagdo, alguns cortes foram
randomicamente processados omitindo-se o anticorpo primario. Em
seguida, todos os cortes foram lavados com tampdo PBS, coletados em
laminas previamente gelatinizadas, desidratados em etanol, clarificados
com xilol e montados com Entellan.
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FIGURA 4.4.1. Localizagdo do Locus coeruleus (LC) analisado nos ensaios
imuno-histoquimicos (ilustragdes adaptadas de Paxinos & Watson, 2007).
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FIGURA 4.4.2. Localizacdo do Nucleo Magno da Rafe (NMR) analisado nos
ensaios imuno-histoquimicos (ilustra¢cdes adaptadas de Paxinos & Watson,
2007).
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FIGURA 4.4.3. Localizagdo das dreas CAl, CA2, CA3 e GD do hipocampo
analisadas nos ensaios imuno-histoquimicos (ilustra¢des adaptadas de Paxinos
& Watson, 2007).
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4.4.1. Quantificacao de células Fos-positivas

As estruturas encefdlicas estudadas foram identificadas de acordo
com o atlas do encéfalo de ratos (Paxinos e Watson, 1998). Para a
quantificacio das células marcadas imunoistoquimicamente para
proteina Fos, foi utilizado um microscépio da marca Olympus modelo
BX41, com uma lente de 40X e uma camera de captura de imagem
digital colorida com 3.3 mpixel, QColor 3C da Q-imaging, acoplada a
um computador, no qual foi instalado o programa de captura de
imagens Q-capture Pro 5.1, da Q-imaging. A contagem dos neur6nios de
cada regido foi realizada em ambos os hemisférios, direito e esquerdo,
usando uma drea teste de 2.100 pmz. Foram contados os neur6nios que
se encontravam dentro desta drea teste e aqueles que se posicionavam
sobre duas linhas previamente definidas como linhas permitidas. Os
neurdnios que incidiam sobre as duas outras linhas (linhas proibidas)
nao foram contados (Camozzato et al., 2009; Winkelmann-Duarte et al.,
2011). Os cortes de cada estrutura foram realizados em 4 séries ao longo
de toda a sua extensdo, com um intervalo de 200 um, ou seja, a cada
quatro cortes de 50 um um foi analisado. Os dados representam a média
do nimero de neurdnios de cada estrutura dentro da drea teste.

4.5. Analise do nivel glicémico sanguineo

A avaliagdo do nivel glicémico foi realizada através de testes com
tiras reativas da marca Accu-Chek Performa, do laboratério Roche,
proprias para a determinacdo da glicemia. Todos os ratos foram
submetidos ao teste no inicio do experimento, antes que a dieta fosse
disponibilizada e os testes foram repetidos ao final do periodo com a
dieta experimental.
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FIGURA 4.5. Esquema com a sequéncia das atividades do experimento.
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4.6. Analise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando a ANOVA.

Para as varidveis em que as unidades amostrais foram observadas
ao longo do tempo (Consumo de Raciio, Consumo de Agua, Consumo
de Calorias e Peso Corporal), a comparagdo entre os tratamentos foi
realizada utilizando a metodologia de andlise de varidncia (ANOVA)
com medidas repetidas, bem como a ANOVA de uma via. Este mesmo
modelo avaliou o efeito de tratamento, efeito de tempo e efeito de
interag@o tratamento versus tempo.

Para as varidveis em que a resposta observada foi uma contagem
de tempo ou de freqiiéncia de respostas (Teste de Von Frey, TNF,
Imunoistoquimica e Avaliagdo glicémica), a comparagio dos
tratamentos foi feita utilizando a ANOVA de uma via.

Quando significante, a ANOVA foi seguida do teste de Dunnett-
Hsu ou Newman Keuls, conforme o caso. Foram considerados
estatisticamente significativos os valores de p < 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Consumo de racao e agua
5.1.1. Avaliacao do consumo de racao com aciicar e sem aciicar

Como descrito anteriormente, cada grupo experimental -
Sacarose, Branco, Mascavo e Escolha - era formado por ratos que
tiveram opg¢do por ragdo com acticar ou sem agicar. Conforme a
metodologia utilizada para medir a quantidade de racdo consumida pelos
animais, foi verificado nesses grupos que o consumo de ragdo sem
acticar foi significativamente menor do que o consumo de racdo
acucarada em comparagdo com o grupo Controle. Os resultados da
ANOVA de uma via apresentaram nitidamente a preferéncia de todos os
grupos experimentais pela dieta palatdvel em detrimento da ragdo sem
agtcar (Figura 5.1.1A; p < 0,05), sendo que os histogramas coloridos
em amarelo, verde, azul e vermelho estdo representando o consumo
significativamente maior de ra¢do agucarada em comparagdo com O
consumo de ragdo sem agucar, o qual é representado pelos histogramas
cor cinza. O histograma referente ao grupo Controle demonstra o
consumo de ragdo sem acglcar por este grupo. O consumo de ragdo
acucarada pelos grupos experimentais foi semelhante, como pode ser
verificado na figura 5.1.1B (p < 0,05). Entretanto, ao ser comparado o
consumo total de ra¢do (racdo sem agticar mais racdo com aguicar) entre
0s grupos experimentais, notamos que os grupos Branco e Escolha
apresentaram um consumo maior quando comparados ao grupo Controle
(Figura 5.1.1C; *p <0,05).

O ajuste de um modelo de andlise de variincia para medidas
repetidas, para o consumo semanal de racdo sem agticar, mostrou efeito
significativo de tratamento (valor da Estatistica F: 140,17), de semana
(valor da Estatistica F: 8,43) e de interacdo tratamento versus semana
(valor da Estatistica F: 2,74). Para identificar a combinacdo tratamento
versus semana que mostraram significincia estatistica foi utilizado o
teste Dunnett-Hsu comparando com o grupo Controle (Figura 5.1.1D; p
< 0,05).
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FIGURA 5.1.1A. Preferéncia pela racdo com agucar demonstrada durante o
consumo alimentar pelos grupos que receberam ra¢do com os diferentes tipos de
acucares. As partes dos histogramas em cor cinza representam o consumo de
racdo sem agucar e as partes em amarelo, verde, azul e vermelho representam
respectivamente o consumo de ragdo com sacarose, agucar branco refinado,
acicar mascavo e grupo Escolha. Dados expressos em média + erro padrdo
(EPM) dos grupos animais; N=19-20. Andlise estatistica: ANOVA de uma via,
seguido do pés-teste de Newman Keuls. p < 0,05 contra o consumo de ragio
sem agucar.
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3 C/Sacarose

Consumo de Ragdo Agucarada == C/Ag.Branco
C/Ag.Mascavo

3 C/Ag.Branco+ Ag.Mascavo

Sacarose Branco Mascavo Escolha

FIGURA 5.1.1B. Consumo de rag@o acucarada pelos grupos que receberam
racdo com os diferentes tipos de agtcares. Dados expressos em média + erro
padrdo (EPM) dos grupos animais; N=19-20. Andlise estatistica: ANOVA de
uma via, seguido do pés-teste de Newman Keuls. p < 0,05 contra o consumo de
racdo sem agucar.
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FIGURA 5.1.1C. Consumo total de ragdo (racdo sem agucar mais ragdo
acucarada) pelos grupos. Dados expressos em média + erro padrio (EPM) dos
grupos animais; N=19-20. Andlise estatistica: ANOVA de uma via, seguido do
pos-teste de Newman Keuls. *p < 0,05 contra o consumo de ragdo sem actcar.
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FIGURA 5.1.1D. Consumo semanal de ragdo padrio (sem agticar). Dados
expressos em média + desvio padrdo (DP) dos grupos animais; N=19-20.
Andlise estatistica: ANOVA de medidas repetidas mostrando efeito (p < 0,05)
de semana, de tratamento e da interacdo tratamento versus semana, seguido do
pos-teste de Dunnett-Hsu, *p < 0,05 contra o grupo controle.

5.1.2. Comparacio do consumo de racao com os diferentes tipos
de aciicar

O grupo Escolha que, além da rag@o sem actcar, também recebeu
op¢do de escolha entre racdo com acticar branco e ra¢do com aguicar
mascavo, consumiu por¢des equivalentes destes acucares, mostrando
que ndo ha preferéncia por nenhum deles. Portanto, independentemente
do tipo de actcar oferecido, a ANOVA de uma via ndo mostrou
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diferenca no consumo dos tipos diferentes de agiicares entre 0s grupos
experimentais, como mostram os histogramas coloridos da figura
5.1.2A.

O ajuste de um modelo de ANOVA para medidas repetidas,
comparando o consumo de ragdo com agucar branco refinado com o
consumo de ragdo com agticar mascavo pelo grupo Escolha, mostrou
apenas efeito significativo (Figura 5.1.2B; p < 0,05) de semana (valor da
Estatistica F: 4,96). O p6s-teste utilizado foi o teste Tukey-Kramer.

Grupo Escolha

Agucar Branco Agucar Mascavo

FIGURA 5.1.2A. Consumo de ragdo agucarada pelo grupo Escolha. Dados
expressos em média + erro padrio (EPM) dos grupos animais; N=19-20.
Andlise estatistica: ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de Newman
Keuls, considerando significativo o valor de p < 0,05.
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FIGURA 5.1.2B. Consumo semanal de racdo acucarada pelo grupo Escolha.
Dados expressos em média + desvio padrdo (DP) dos grupos animais; N=19-20.
Andlise estatistica: ANOVA de medidas repetidas mostrando apenas efeito
significativo de semana, seguido do pés-teste de Tukey-Kramer, p < 0,05.
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5.1.3. Comparacdo do consumo em calorias e avaliacio da
variacido da massa corporal

O alto consumo de racdo com aglcar resultou num maior
consumo de calorias pelos grupos Sacarose, Branco, Mascavo, Escolha,
como mostra a Figura 5.1.3A, uma média de 28,18% mais calorias que
o grupo Controle.

O ajuste de um modelo de ANOVA para medidas repetidas, para
o consumo em calorias, mostrou efeito significativo (Figura 5.1.3B; p <
0,05) de tratamento (Valor da Estatistica F: 136,32), semana (valor da
Estatistica F: 7,43) e da interacdo tratamento versus semana (valor da
Estatistica F: 6,73). Para identificar a combinagio tratamento versus
semana que mostraram significincia estatistica foi utilizado o teste
Dunnett-Hsu comparando com o grupo Controle.

Apesar do maior consumo de calorias pelos grupos que
ingeriram ragdo com acticar, a ANOVA de uma via ndo mostrou
diferenca no aumento do peso corporal desses animais comparado ao
grupo Controle (p < 0,05; Figura 5.1.3C).

A figura 5.1.3D mostra o ajuste de um modelo de ANOVA para
medidas repetidas, para o peso corporal semanal dos grupos, indicando
efeitos estatisticamente significativos de base (valor da Estatistica F:
1.353,81), de tratamento (valor da Estatistica F: 4,85) e de semana
(valor da Estatistica F: 85,2), mas ndo de intera¢do entre tratamento
versus semana. O pods-teste utilizado foi o teste Tukey-Kramer,
comparando com o grupo Controle.
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FIGURA 5.1.3A. Consumo de calorias. Dados expressos em média + erro
padrdo (EPM) dos grupos animais, somando-se as calorias da ragdo padrdo com
as calorias do tipo de agticar adicionado; N=19-20. Analise estatistica: ANOVA
de uma via, seguido do pés-teste de Newman Keuls, p < 0,05 contra o grupo

controle.
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FIGURA 5.1.3B. Consumo semanal de calorias. Dados expressos em média +
desvio padrdo (DP) dos grupos animais; N=19-20. Analise estatistica: ANOVA
de medidas repetidas mostrando efeito significativo de semana, de tratamento e
de interacdo entre semana e tratamento, seguido do pds-teste de Dunnett-Hsu, p

< 0,05 contra o grupo controle.
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FIGURA 5.1.3C. Peso corporal. Dados expressos em média + erro padrdo
(EPM) dos grupos animais; N=19-20. Andlise estatistica: ANOVA de uma via,
seguido do pés-teste de Newman Keuls, considerando significativo o valor de p
< 0,05 contra o grupo controle.
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FIGURA 5.1.3D. Peso corporal semanal. Dados expressos em média + desvio
padrdo (DP) dos grupos de animais; N=19-20. Andlise estatistica: ANOVA de
medidas repetidas mostrando efeito significativo de base, de tratamento e de
semana, mas ndo de interacdo entre tratamento versus semana, seguido do pds-
teste de Tukey-Kramer, p < 0,05 contra o grupo Controle.

5.1.4. Avaliaciao do consumo semanal de agua

A ANOVA de uma via mostrou que a média do consumo
semanal de 4gua foi significativamente maior nos grupos Branco,
Mascavo e Escolha em relagdo ao controle e ao grupo Sacarose (p <
0,05; Figura 5.1.4A). O ajuste de um modelo de andlise de varidncia
para medidas repetidas, para o consumo semanal de d4gua mostrou efeito
significativo (Figura 5.1.4B; p < 0,05) de tratamento (valor da
Estatistica F: 8,51), semana (valor da Estatistica F: 14,54) e da interagdo
tratamento versus semana (valor da Estatistica F: 5,46). Para identificar
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a combinag@o tratamento versus semana que mostraram significancia
estatistica foi utilizado o teste Dunnett-Hsu comparando com o grupo
Controle.

Consumo Agua

250- *

1
Controle Sacarose Branco Mascave Escolha

FIGURA 5.1.4A. Consumo de dgua. Dados expressos em média + erro padrido
(EPM) dos grupos animais; N=19-20. Andlise estatistica: ANOVA de uma via,
seguido do pds-teste de Newman Keuls, p < 0,05 contra o grupo controle.
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FIGURA 5.1.4B. Consumo semanal de d4gua em mL por grupo de animais.
Dados expressos em média + desvio padrdo (DP) dos grupos animais; N=19-20.
Andlise estatistica: ANOVA de medidas repetidas mostrando efeito
significativo de tratamento, de semana e de interacdo entre tratamento versus
semana, seguido do pds-teste de Dunnett-Hsu, p < 0,05 contra o grupo Controle.

5.2. Testes comportamentais
5.2.1. Teste dos filamentos de Von Frey

O teste com filamentos de Von Frey mostrou que os grupos
Branco (Média e Desvio Padrdo: 3,30 + 1,34) e Mascavo (Média e
Desvio Padrio: 4,20 + 2,25) apresentaram maior nimero de respostas
em comparagdo com o grupo Controle (Média e Desvio Padrao: 1,90 +
1,89), e o grupo Sacarose (Média e Desvio Padrdo: 2,35 + 1,46) que
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apresentou nimero de respostas aos estimulos do teste semelhante ao
grupo Controle (p < 0,05; Figura 5.2.1), significando que o consumo de
acticar branco ou mascavo teve alguma participacdo na diminui¢do do
limiar da dor dos grupos Branco e Mascavo.

von Frey

50+ —

40

30+

20+

10+

Frequéncia das respostas

Controle Sacarose Branco Mascavo

FIGURA 5.2.1. Respostas ao teste de sensibilidade mecanica aos filamentos de
Von Frey em ratos submetidos as dietas padrdo e com diferentes tipos de
actcares. Dados expressos em média + erro padrdo (EPM) dos grupos animais;
N=19-20. Andlise estatistica: ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de
Newman Keuls, *p < 0,05 contra o grupo controle.

5.2.2. Teste do Nado Forcado

A avaliacdo do comportamento tipo-depressivo no Teste do Nado
Forcado mostrou que os grupos Sacarose (Média e Desvio Padrio:
129,30 = 60,91) e Branco (Média e Desvio Padrdo: 63,31 £ 29,13)
apresentaram menor tempo de laténcia (periodo de tempo que ¢é
cronometrado a partir do momento em que o animal é colocado na dgua
até que apresente o primeiro comportamento de imobilidade) quando
comparados aos grupos Controle (Média e Desvio Padrdo: 202,71 +
86,28) e Mascavo (Média e Desvio Padrdao: 157,75 + 60,34) (Figura
5.2.2A; *p < 0,05). Da mesma forma, na andlise dos comportamentos de
imobilidade (Média e Desvio Padrdo: Controle 8,20 + 9,98; Sacarose
33,20 + 23,32; Branco 38,00 + 8,35; Mascavo 23,44 + 16,02) e de
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natacdo (Média e Desvio Padrao: Controle 9,70 + 10,18; Sacarose 33,60
+ 22.75; Branco 39,50 £ 8,91; Mascavo 23,89 + 15,23) os dados
também mostraram que os grupos Sacarose e Branco foram
estatisticamente mais frequentes quando comparados aos grupos
Controle e Mascavo (*p < 0,05; Fig.5.2.2C e D), embora o tempo total
de imobilidade ndo tenha mostrado diferenca significativa (Média e
Desvio Padrio: Controle 39,31 + 46,34; Sacarose 81,33 + 42,76; Branco
52,63 £ 23,89; Mascavo 57,85 = 45,79; p < 0,05; Figura 5.2.2B),
comparados ao grupo Controle.

Os comportamentos de escaladas (climbing), aquele em que o
animal se movimenta vigorosamente com as patas dianteiras, geralmente
em direcdo as laterais do tanque (LINO-de-OLIVEIRA, LIMA e
CAROBREZ, 2005) como se procurasse escalar a parede do tubo na
tentativa de escapar, ndo apresentou diferenga significativa em relagio
ao grupo Controle (Média e Desvio Padrio: Controle 1,20 + 1,23;
Sacarose 0,50 £ 0,53; Branco 0,90 £ 0,57; Mascavo 0,56 + 0,73; p <
0,05; Figura 5.2.2E). No entanto, os grupos Sacarose, Branco e Mascavo
gastaram significativamente menor tempo que o grupo Controle,
mergulhando e explorando o fundo do tubo (Média e Desvio Padrio:
Controle 15,08 + 14,50; Sacarose 3,39 + 5,95; Branco 4,99 + 7.46;
Mascavo 2,90 + 5,07, *p < 0,05; Figura 5.2.2F).
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FIGURA 5.2.2.A. Tempo de laténcia para a imobilidade no TNF dos ratos
submetidos as dietas padrdo e com diferentes tipos de agucares. Dados
expressos em média + erro padrio (EPM) dos grupos animais; N=19-20.
Andlise estatistica: ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de Newman
Keuls, ‘p < 0,05 contra o grupo controle.
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FIGURA 5.2.2.B. Tempo de imobilidade no TNF dos ratos submetidos as
dietas padrdo e com diferentes tipos de actcares. Dados expressos em média +
erro padrdo (EPM) dos grupos animais; N=19-20. Anidlise estatistica: ANOVA
de uma via, seguido do pds-teste de Newman Keuls, considerando significativo
o valor de p < 0,05 contra o grupo controle.
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FIGURA 5.2.2.C. Frequéncia do comportamento de imobilidade no TNF dos
ratos submetidos as dietas padrdao e com diferentes tipos de agicares. Dados
expressos em média + erro padrdo (EPM) dos grupos animais; N=19-20.
Andlise estatistica: ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de Newman
Keuls, ‘p < 0,05 contra o grupo controle.
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FIGURA 5.2.2.D. Frequéncia do comportamento de nata¢cdo no TNF dos ratos
submetidos as dietas padrdo e com diferentes tipos de aguicares. Dados
expressos em média + erro padrdo (EPM) dos grupos animais; N=19-20.
Andlise estatistica: ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de Newman
Keuls, ‘p < 0,05 contra o grupo controle.
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FIGURA 5.2.2.E. Frequéncia do comportamento de escaladas no TNF dos
ratos submetidos as dietas padrdao e com diferentes tipos de agicares. Dados
expressos em média + erro padrio (EPM) dos grupos animais; N=19-20.
Andlise estatistica: ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de Newman
Keuls, considerando significativo o valor de p < 0,05 contra o grupo controle.
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FIGURA 5.2.2.F. Tempo do comportamento de mergulho no TNF dos ratos
submetidos as dietas padrdo e com diferentes tipos de agucares. Dados
expressos em média + erro padrio (EPM) dos grupos animais; N=19-20.
Andlise estatistica: ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de Newman
Keuls, ‘p < 0,05 contra o grupo controle.

5.3. Imunoistoquimica
5.3.1. Quantificacio de células Fos-positivas no Locus coeruleus

No Locus coeruleus (LC), regido encefdlica relacionada com as
vias inibitérias da dor e de grande importdncia na producdo de
noradrenalina, um neurotransmissor envolvido no controle da
motivacdo, foi observada uma redu¢do do nimero de neurdnios que
expressam a proteina Fos nos grupos Sacarose, Branco e Mascavo, tanto
no lado direito como no lado esquerdo do tronco encefdlico em
comparacdo com o grupo Controle (*p < 0,05; Figura 5.3.1A; B).
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FIGURA 5.3.1.A. Quantidade de células ativadas pela proteina Fos no lado
direito do LC de ratos submetidos as dietas padrdo e com diferentes tipos de
acucares. Dados expressos em média + erro padrao (EPM) dos grupos animais;
N=19-20. Andlise estatistica: ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de
Newman Keuls, valor da Estatistica F: 2,95; *p < 0,05 contra o grupo controle.
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FIGURA 5.3.1.B. Quantidade de células ativadas pela proteina Fos no lado
esquerdo do LC de ratos submetidos as dietas padrdo e com diferentes tipos de
acucares. Dados expressos em média + erro padrao (EPM) dos grupos animais;
N=19-20. Andlise estatistica: ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de
Newman Keuls, valor da Estatistica F: 3,28; *p < 0,05 contra o grupo controle.
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5.3.2. Quantificacdo de células Fos-positivas no Nicleo Magno da
Rafe

Entretanto, no niicleo magno da Rafe (NMR), a quantificacio de

células ativadas pela proteina Fos foi semelhante para todos os grupos
em ambos os lados do tronco encefélico (p < 0,05; Figura 5.3.2A; B).

Nucleo Magno da Rafe- Direito

N® de Celulas Ativadas

Contrele Sacarose Branco Mascavo

FIGURA 5.3.2.A. Quantidade de células ativadas pela proteina Fos no lado
direito do NMR de ratos submetidos as dietas padrdo e com diferentes tipos de
actcares. Dados expressos em média + erro padrdo (EPM) dos grupos animais;
N=19-20. Andlise estatistica: ANOVA de uma via, seguido do pés-teste de
Newman Keuls, valor da Estatistica F: 0,25; p < 0,05 contra o grupo controle.
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FIGURA 5.3.2.B. Quantidade de células ativadas pela proteina Fos no lado
esquerdo do NMR de ratos submetidos as dietas padrdo e com diferentes tipos
de actcares. Dados expressos em média + erro padrio (EPM) dos grupos
animais; N=19-20. Andlise estatistica: ANOVA de uma via, seguido do pds-
teste de Newman Keuls, valor da Estatistica F: 0,13; p < 0,05 contra o grupo
controle.
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5.3.3. Quantificacao de células Fos-positivas no Hipocampo

A contagem de células Fos-positivas apresentou diferenga
significativa apenas no hemisfério direito do giro denteado do
hipocampo, mostrando que o nimero de células Fos-positivas foi
estatisticamente menor para o grupo Branco em comparagdo com o
grupo Controle (*p < 0,05; Fig. 5.3.3A), sendo que os grupos Sacarose e
Mascavo também apresentaram ntimero diminuido de células, porém,
ndo com significancia estatistica. O hemisfério esquerdo do giro
denteado ndo mostrou diferenca entre os grupos (p < 0,05; Fig. 5.3.3B).
As regides hipocampais CA1 e CA3 mostraram nimeros semelhantes de
células Fos-positivas entre todos os grupos (p < 0,05; Fig. 5.3.3C, D, Ee
F).

Hipocampo - Giro- HD

N® de Células Ativadas

Controle Sacarose Branco Mascavo

FIGURA 5.3.3.A. Quantidade de células ativadas pela proteina Fos no
hemisfério direito do giro denteado do Hipocampo de ratos submetidos as dietas
padrdo e com diferentes tipos de agticares. Dados expressos em média + erro
padrdao (EPM) dos grupos animais; N=19-20. Andlise estatistica: ANOVA de
uma via, seguido do pés-teste de Newman Keuls, valor da Estatistica F: 1,69; *p
< 0,05 contra o grupo controle.
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FIGURA 5.3.3.B. Quantidade de células ativadas pela proteina Fos no
hemisfério esquerdo do giro denteado do Hipocampo de ratos submetidos as
dietas padréo e com diferentes tipos de acticares. Dados expressos em média +
erro padrdo (EPM) dos grupos animais; N=19-20. Anilise estatistica: ANOVA
de uma via, seguido do pds-teste de Newman Keuls, valor da Estatistica F: 1,09;
p < 0,05 contra o grupo controle.
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FIGURA 5.3.3.C. Quantidade de células ativadas pela proteina Fos no
hemisfério direito da sub-regiado CA1 do Hipocampo de ratos submetidos as
dietas padrdo e com diferentes tipos de acticares. Dados expressos em média +
erro padrdao (EPM) dos grupos animais; N=19-20. Andlise estatistica: ANOVA
de uma via, seguido do pds-teste de Newman Keuls, valor da Estatistica F: 0,21;
p < 0,05 contra o grupo controle.
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FIGURA 5.3.3.D. Quantidade de células ativadas pela proteina Fos no
hemisfério esquerdo da sub-regiio CAl do Hipocampo de ratos submetidos as
dietas padrdo e com diferentes tipos de agticares. Dados expressos em média +
erro padrdo (EPM) dos grupos animais; N=19-20. Andlise estatistica: ANOVA
de uma via, seguido do pds-teste de Newman Keuls, valor da Estatistica F: 0,67;
p < 0,05 contra o grupo controle.
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FIGURA 5.3.3.E. Quantidade de células ativadas pela proteina Fos no
hemisfério direito da sub-regiado CA3 do Hipocampo de ratos submetidos as
dietas padréo e com diferentes tipos de acticares. Dados expressos em média +
erro padrdo (EPM) dos grupos animais; N=19-20. Andlise estatistica: ANOVA
de uma via, seguido do pds-teste de Newman Keuls, valor da Estatistica F: 0,48;
p < 0,05 contra o grupo controle.
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FIGURA 5.3.3.F. Quantidade de células ativadas pela proteina Fos no
hemisfério esquerdo da sub-regido CA3 do Hipocampo de ratos submetidos as
dietas padro e com diferentes tipos de acticares. Dados expressos em média +
erro padrdo (EPM) dos grupos animais; N=19-20. Andlise estatistica: ANOVA
de uma via, seguido do pds-teste de Newman Keuls, valor da Estatistica F: 0,23;
p < 0,05 contra o grupo controle.
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5.4. Avaliacao glicémica

Conforme os testes sanguineos realizados no inicio do
experimento e apds o periodo de 28 dias, os niveis glicémicos dos
grupos de animais que receberam as dietas padrdo e acgucaradas se
mantiveram constantes (p < 0,05; Figura 5.4A; B). O grifico de
histogramas mostra os valores coletados ao final do periodo
experimental.
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FIGURA 5.4.A. Teste glicémico de ratos submetidos as dietas padrdo e com
diferentes tipos de agticares, realizado ao final do experimento. Dados expressos
em média *+ erro padrdo (EPM) dos grupos animais; N=19-20. Anadlise
estatistica: ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de Newman Keuls, p <
0,05 contra o grupo controle.
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FIGURA 5.4.B. Teste glicémico de ratos submetidos as dietas padrdo e com
diferentes tipos de acucares. O teste foi realizado antes (Inicial) e ap6s (Final)
do periodo de 28 dias da dieta experimental. Dados expressos em média + erro
padrdao (EPM) dos grupos animais; N=19-20. Andlise estatistica: ANOVA de

uma via, seguido do pods-teste de Newman Keuls, p < 0,05 contra o grupo
controle.
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6. DISCUSSAO
6.1. Preferéncia alimentar, consumo de calorias e ingestao de agua

Sendo que o nosso primeiro objetivo para esta pesquisa foi
confirmar a preferéncia pela ra¢do agucarada como alimento palatdvel,
os dados referentes ao consumo de ragdo mostraram que 0S grupos
experimentais (Sacarose, Branco, Mascavo e Escolha) ingeriram
quantidade significativamente maior de racdo agucarada (sacarose;
actiicar branco refinado; acticar mascavo), quando comparado ao
consumo que esses grupos fizeram da ra¢do sem actcar (Fig 5.1.1A).

A Fig. 5.1.1B demonstra que ndo houve diferenca significativa
nas quantidades de ragdes acucaradas ingeridas pelos diferentes grupos
experimentais (Sacarose, Branco, Mascavo e Escolha). Porém, a
ingestdo total de racdo (ra¢do sem actcar mais racdo com agucar) entre
0s grupos experimentais foi significativamente maior para 0os grupos
Branco e Escolha (Fig. 5.1.1C). No grupo Branco, essa diferenca foi
devida ao maior consumo de ra¢do sem agucar (Fig. 5.1.1A). Esse fato
indica que ndo houve ingestdo compulsiva pelo agicar branco, apenas
uma preferéncia, pelo menos ndo na concentracdo de acgucar (10%)
misturada a racdo desses animais. J4 no grupo Escolha, a diferenga foi
devida ao maior consumo de ragdo com agtcar (apesar de ndo ter sido
observada diferenca significativa do consumo de ragdo doce em relacio
aos demais grupos; Fig. 5.1.1B), talvez por serem dadas aos animais
duas opg¢des de dieta muito palatdvel, ou seja, dois tipos diferentes de
actcares. Na Fig. 5.1.1C, os grupos Sacarose e Mascavo ficaram com
valores muito préximos aos grupos Branco e Escolha quando
comparados ao grupo Controle, apesar de ndo ter apresentado uma
diferenca significativa. Portanto, os resultados ilustrados na Fig. 5.1.1C
confirmam uma preferéncia ao acticar e ndo um comportamento
compulsivo na ingestdo dos tipos diferentes de acticar também pelos
grupos Sacarose e Mascavo.

Ja os pesquisadores Avena et al. (2008, 2009) demonstraram em
seus estudos que a ingestdo de alimentos palatdveis como o agtcar € a
gordura produzem um comportamento compulsivo (bingeing). Apesar
do modelo experimental utilizado por esses pesquisadores ter sido
diferente, esse comportamento estd relacionado com a concentracio de
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sacarose (10%) oferecida na dgua desses animais. Em outros estudos,
Roane e Martin (1990) adicionaram 20% de sacarose a dgua, que foi
maior do que a concentracdo de agucar adicionada a racdo em nosso
estudo. Seria interessante em nosso trabalho testar, em experimentos
futuros, concentracdes maiores de agicares para verificar se haveria uma
possivel compulsdo, ji que “binge eating” (comer compulsivamente)
estd também associado a comportamentos como depressdo, ansiedade,
entre outros (Colantuoni et al., 2002; Avena et al., 2009).

Esse resultado confirma dados ja publicados de que o agicar é
uma substincia que ativa o sistema de recompensa desses animais. Além
disso, interfere no sistema normal de feedback entre fome e saciedade
que controla o balanco de energia do animal, afetando seu
comportamento ingestivo e incentivando-o a preferir o alimento mais
palatdvel disponibilizado a ele (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005).

Assim, nossos resultados se mostraram de acordo com dados de
estudos publicados por diversos pesquisadores, que demonstraram a
existéncia de uma clara preferéncia por alimentos palatdveis
(ERLANSON-ALBERTSSON, 2005; AVENA et al., 2008; RADA,
AVENA e HOEBEL, 2005; LEVINE, KOTZ e GOSNELL, 2003).
Todos os grupos que receberam acgucar (sacarose, agticar branco
refinado ou aclcar mascavo) ingeriram quantidades semelhantes de
racdo doce em detrimento da racdo padrdo, o que reforca a preferéncia
pelo gosto doce.

Outro objetivo do nosso trabalho foi investigar a preferéncia entre
0 agucar branco refinado e o acticar mascavo, oferecidos ao grupo
Escolha. Observamos que neste grupo a ingestdo de ra¢do adocada com
acucar branco refinado foi semelhante ao consumo de racdo adogada
com acticar mascavo, evidenciando que a escolha foi pela ragdo doce,
independentemente do tipo de agticar experimentado (Fig. 5.1.2A).

Muitos pesquisadores t€m procurado desvendar os mecanismos
metabdlicos e neuroquimicos envolvidos na preferéncia pelo alimento
palatavel, notadamente, o agucar. Alimentos saborosos induzem ao
consumo de forma semelhante ao abuso de drogas, justamente porque
compartilham certos substratos neurais do sistema limbico, atuando
como reforgadores positivos (AVENA et al., 2008 e 2009; RADA,
AVENA e HOEBEL, 2005; SPANGLER et al., 2004; LEVINE, KATZ
e GOSNELL, 2003).
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Existem duas explicacbes para a preferéncia por alimentos
palatdveis. Uma delas é a ativacdo do sistema de recompensa,
representado pelos opidides endogenos e pela dopamina e serotonina,
que afetam o comportamento ingestivo incentivando a procura por esse
tipo de alimento (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005). A sacarose ativa
o sistema opidide de recompensa no nucleo accumbens aumentando a
liberacdo de endorfina, que estimula o apetite, um comportamento
descrito como “voltar para comer mais” (ERLANSON-ALBERTSSON,
2005). Quanto a dopamina, diferentes vias parecem modular o
comportamento de ingestdo alimentar (WANG et al. 2001; DEL
PARIGI et al. 2003). A serotonina, por sua vez, inibe a expressdo do
neuropeptideo 'Y (NPY) no hipotdlamo e, portanto inibe o
comportamento ingestivo, mas ndo estd clara sua participagdo na
ingestdo de carboidratos (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005).

A outra explicagd@o estd ligada a uma defici€ncia na habilidade do
organismo de responder a ingestdo do alimento com uma cascata de
sinalizadores que levariam a saciedade. Ou seja, esta procura por
alimento palatdvel é regulada, em parte, por um feedback do sistema que
controla o balango de energia do animal, e envolve uma complexa
interacdo de sinais de fome e saciedade entre os 6rgdos periféricos e o
hipotdlamo. Na ingestdo de alimentos palatdveis, como alimentos ricos
em gordura e agucar, a expressdo dos sinais da fome e da saciedade
sofrem uma regulacdo para cima (up-regulation) e, a0 mesmo tempo,
um embotamento da resposta aos sinais de saciedade, ativando o sistema
de recompensa. Desta forma, o alimento palatdvel dribla a regulacio
normal do apetite incentivando ao maior consumo (ERLANSON-
ALBERTSSON, 2005). Nesse sentido, uma dieta rica em sacarose
estimula a express@o hipotalamica do NPY e este estimula a ingestdo de
alimento (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005).

Em relagdo ao consumo de calorias, como a ingestdo didria de
racdo agucarada entre nossos grupos experimentais foi mais significativa
do que o consumo da racdo sem actcar, era de se esperar que 0 consumo
caldrico também tivesse sido maior entre esses animais em comparacio
com o consumo caldrico do grupo Controle (Fig. 5.1.3A), uma vez que a
adi¢do de agucar acarretou em aumento do aporte caldrico da racdo
padrao.

75



Foi interessante notar que, apesar do consumo energético ter sido
maior entre 0s grupos experimentais, nao houve diferenca significativa
quanto ao aumento da massa corporal em comparagdo com O grupo
Controle, como pode ser observado na figura 5.1.3C. Este resultado foi
semelhante a outros estudos de pesquisadores, como Roane e Martin
(1990), Colantuoni et al., (2001), Avena e Hoebel (2003), Avena et al.,
(2008; 2009), e Coelho et al., (2010). Nesses estudos, diferentemente do
modelo utilizado em nosso estudo em que o acticar foi acrescentado a
racdo padrdo, os autores utilizaram um modelo em que disponibilizavam
a sacarose ou a glicose diluida na d4gua em concentra¢des que variavam
entre 10% e 20% de sacarose ou 25% de glicose, por periodos entre 25 a
30 dias sem, contudo, encontrarem diferengas significativas no peso
corporal entre seus grupos experimentais. A explicacdo sugerida por
esses autores € a de que os ratos, nesse modelo, parecem compensar as
calorias da sacarose ou da glicose adicionada a 4gua, diminuindo a
ingestdo de racdo, ganhando peso em uma taxa normal.

A avaliacdo dos niveis glicémicos foi realizada com o objetivo de
verificar se haveriam alteracdes que indicassem intolerancia a glicose.
No entanto, os resultados ndo mostraram nenhuma alteracdo entre os
grupos, comparativamente ao grupo Controle. Esses dados sdo
compativeis com os resultados dos estudos de Roane e Martin (1990) e
de Coelho et al. (2010) que, mesmo ofertando solucdo de 20% de
sacarose aos ratos, também nao encontraram diferenca nas medi¢oes de
glicemia, entre os grupos avaliados. Uma hipdtese que podemos levantar
¢ a de que a concentragdo de acicar utilizada e o tempo de uso (28 dias)
foram insuficientes para causar alteracdes significativas nos niveis
glicémicos dos ratos, além de que o agucar que era ofertado vinha
acompanhado das fibras da prépria racdo, o que poderia levar a um
atraso na disponibilizacdo do acticar para o sangue.

Interessantemente, verificamos que o maior consumo caldrico
pelos grupos que ingeriram dieta com acticar foi semelhante ao consumo
semanal de 4gua, uma vez que os grupos Branco, Mascavo e Escolha
ingeriram maior volume que o grupo Controle, exceto o grupo Sacarose
(Fig. 5.1.4A). Este resultado faz sentido, uma vez que a sede é
estimulada, entre outros fatores, pelo aumento da osmolaridade do
liquido extracelular, motivando o animal a ingerir mais d4gua,
restabelecendo assim a osmolaridade normal (SILVA et al., 2011).
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Este raciocinio € plausivel, pois a racdo adogada certamente pode
ter causado um aumento momentaneo da osmolaridade plasmatica
naqueles ratos. Entretanto, ndo sabemos explicar porque a ra¢do adogada
com sacarose ndo teve o mesmo efeito, j4 que aumentou o consumo
caldrico dos ratos que a ingeriram, porém, sem aumentar a ingestao de
dgua desses animais. O aguicar mascavo, sendo rico em vitaminas e sais
minerais (SILVA, 2003; GUERRA e MUIJICA, 2010; ORTIZ,
MONCAYO e CORONEL, 2004), e o acicar branco refinado que,
mesmo sendo extremamente pobre em nutrientes (SILVA, 2003;
GUERRA e MUIJICA, 2010; ORTIZ, MONCAYO e CORONEL, 2004;
CORDAIN et al., 2005), conforme pode ser visto na tabela 1, contém
residuos toxicos provenientes do processo de clareamento do caldo da
cana (ARAIjJ 0O, 2007), podem ter ocasionado uma alteracio na
osmolaridade apds a ingestdo da ra¢do adogada com esses agucares,
induzindo a maior ingestdo de dgua por esses animais.

6.2. Nocicepcao e Depressao

Alguns estudos tém sido realizados sobre o efeito antinociceptivo
da utilizacdo de solucdo de sacarose. Em sua revisdo sobre esse tema,
Gaspardo, Linhares e Martinez (2005) concluiram que a literatura estd
bem documentada quanto a eficdcia da dose tnica de sacarose no alivio
da dor em neonatos, mas que ainda faltam estudos mais consistentes
quanto ao uso da sacarose em doses repetidas. Pesquisas recentes t€m
demonstrado que a administracdo aguda de solu¢des de sacarose
proporciona alivio da dor em recém-nascidos em eventos dolorosos
(GASPARDO, LINHARES e MARTINEZ, 2005; STEVENS,
YAMADA e OHLSSON, 2010; CIGNACCO et al., 2012). A sacarose &
segura e eficaz para reduzir a dor quando € administrada em solugdes
contendo entre 0,012 e 0,12g de sacarose, aproximadamente dois
minutos antes dos procedimentos dolorosos (STEVENS, YAMADA e
OHLSSON, 2010).

Portanto, foi constatado que a ingestdo de substincias doces e
altamente palatdveis parece interagir com sistemas opidides endégenos,
de forma aguda, o que pode ser atribuido a uma liberacdo de beta-
endorfina hipotalamica logo apds um “estimulo prazeroso”, inibindo a
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dor, mas muito pouco tem sido relatado sobre os efeitos do acticar a
longo prazo, de como se relaciona com a percepcdo da dor e da
analgesia mediada por opidides. O componente de recompensa de
ingestdo de agucar pode desempenhar um importante papel na alteracio
do limiar da dor e da funcdo de opidceos (ROANE e MARTIN, 1990).

Os pesquisadores Roane e Martin (1990) demonstraram que a
alimentacdo sustentada (a longo prazo) de sacarose em ratos resulta em
uma aparente diminui¢do mediada por opidceos no limiar da dor. Nesse
estudo, os pesquisadores trataram ratos com uma solucdo com 20% de
sacarose e, com o objetivo de avaliar o limiar da dor aplicaram o teste de
retirada da cauda, imediatamente antes da introdu¢do da solugdo de
sacarose e de novo 20 horas mais tarde, repetindo nos dias 7, 10, 12 16,
18 e 25, obtendo resultados que confirmaram sua hipdtese de que a
alimentagdo continua com sacarose altera a nocicep¢do mediada por
opidides enddgenos.

A reducio do limiar da dor na ingestdo cronica de actcar parece
ser atribuivel a alguma alteracdo na funcdo dos opidides enddgenos.
Pode ser que a ingestdo de sacarose em longo prazo desencadeie um
mecanismo que inibe a liberagdo de opidides enddgenos. Na ingestdo
aguda de acucar, os opidides potencializam processos de recompensa a
servico de um estado motivacional apetitivo que pode, simultaneamente,
diminuir a resposta emocional a estimulos aversivos. Desta forma,
parece haver um periodo refratdrio da atividade dos opidides endégenos
apds um longo periodo de alimenta¢do com sacarose € que 0 consumo
sustentado de sacarose mantém a diminui¢@o do limiar da dor, mas por
um mecanismo que ainda é desconhecido (ROANE e MARTIN, 1990).

O teste de Von Frey no nosso experimento mostrou que tanto o
grupo Branco, que ingeriu agicar branco refinado, quanto o grupo
Mascavo, que ingeriu aclicar mascavo, tiveram o limiar da dor
diminuido e, curiosamente, o grupo Sacarose mostrou resultados
semelhantes ao grupo Controle (Fig. 5.2.1). Consideramos que estes
resultados foram compativeis com os resultados do estudo de Roane e
Martin (1990), diferindo apenas no tipo de agucar, ji que esses
pesquisadores utilizaram apenas a sacarose. Uma explicagdo que pode
ser plausivel é que o nosso experimento utilizou uma concentragdo de
10% de agucar adicionado a ragfo, enquanto que os pesquisadores
citados utilizaram uma solu¢do com 20% de sacarose adicionada a dgua
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dos ratos, o que poderia justificar seus resultados. Portanto, houveram
diferencas tanto na concentragdo quanto na forma de disponibilizar o
acticar aos animais.

Quando os resultados dos testes comportamentais foram
confrontados com os dados obtidos na contagem do ntimero de células
Fos-positivas no Locus coeruleus por imunoistoquimica, percebemos
uma consonincia, ji que esta contagem mostrou uma significativa
redug@o de neurdnios ativados em ambos os lados do tronco encefalico,
em todos os grupos que ingeriram ragdo acucarada (Figs. 5.3.1A e B),
uma vez que o Locus coeruleus, que é ativado por estimulos dolorosos,
estd envolvido na antinocicep¢do (KERPPERS, SAMPAIO e
OLIVEIRA, 2009). Assim, os impulsos dolorosos estdo sujeitos a
influéncias modulatérias centrais e a via noradrenérgica, proveniente do
Locus coeruleus, exerce um efeito inibitério sobre a transmissdo da dor
no corno dorsal (VITOR et al., 2008).

Essa reducdo no niimero de neurdnios que expressam a proteina
Fos nos grupos Sacarose, Branco e Mascavo poderia ser explicada da
seguinte forma: como a populagdo de neurdnios nessa regido é
amplamente caracterizada por neurdnios noradrenérgicos, poderiamos
sugerir que com a dieta acucarada cronica, poderia ter havido uma
diminuicio no numero desses neurOnios que acarretaria numa
diminuicdo de noradrenalina que, por sua vez, diminuiria a inibicao das
vias noradrenérgicas e os animais sentiriam mais dor. E como o agucar
branco e a sacarose s@o desprovidos de vitaminas e sais minerais, € a
noradrenalina depende desses cofatores para sua sintese (como mostra a
figura 1.7), a falta deles poderia acarretar em baixas taxas de
catecolaminas, portanto, mais dor.

Contudo, essa é apenas uma hipétese que precisa de maiores
confirmagdes com estudos futuros. No momento, ndo sabemos explicar
por que o grupo Mascavo também demonstrou o0 mesmo comportamento
e por que o grupo Sacarose ndo deu diferenca significativa no teste Von
Frey.

Por sua vez, no nicleo magno da rafe (NMR), cuja regido
também estd relacionada a modulacdo da dor, estudos sugerem que
opidides enddégenos aumentam a atividade de neurdnios relacionados a
inibicdo descendente do sistema endégeno modulatério da dor (Pan et
al., 1990). O NMR recebe projecdes da substincia cinzenta
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periaquedutal (PAG) e envia esses estimulos por meio de fibras
serotoninérginas que se projetam através do infundibulo dorsolateral
para o corno dorsal da medula, onde inibem seletivamente neurdnios
nociceptivos, incluindo interneur6nios e neur6nios dos tratos
ascendentes (CARVALHO e LEMONICA, 1998). Entretanto, como
nossos resultados ndo apresentaram diferenca significativa entre os
grupos, acreditamos que esta via serotoninérgica antinociceptiva,
provavelmente ndo sofreu altera¢des significativas a ponto de impedir
sua funcdo.

Uma refeicdo rica em carboidratos aumenta os niveis de
triptofano no cérebro, acelerando a sintese de serotonina (WURTMAN,
1986). Abildgard (2010) defende que uma dieta densamente caldrica
pode ser capaz de afetar o humor independente do ganho de peso,
aparentemente mais pela qualidade do que pela quantidade caldrica,
apresentando influéncias tanto sobre o humor quanto sobre o
metabolismo.

No teste do nado forcado (TNF), embora a imobilidade (quando o
rato flutua na dgua ou realiza movimentos apenas para manter a cabega
acima do nivel da dgua) seja considerada importante para descrever o
comportamento tipo-depressivo do animal, o menor tempo de laténcia
para a imobilidade (tempo decorrido desde que o animal é colocado na
dgua até o primeiro comportamento de imobilidade observado) também
¢ um indicativo da sensibilidade dos individuos a um estressor
incontroldvel (LEUSSIS e ANDERSEN, 2008), e o0 menor tempo gasto
no mergulho (quando o animal tenta fugir pelo fundo do tanque), pode
indicar menor disposicdo para explorar o tanque para tentar a fuga.
Acredita-se que o tempo diminuido da laténcia para a imobilidade indica
que o animal € mais propenso ao comportamento tipo-depressivo e aos
efeitos negativos do estresse do TNF (ABILDGARD, 2010).

Em nosso experimento, o tempo de laténcia foi indicativo do
comportamento tipo-depressivo para os grupos Sacarose e Branco, que
apresentaram menor dura¢do em comparagdo com o grupo controle e o
grupo Mascavo (Fig. 5.2.2A). Embora o tempo de imobilidade nio
tenha mostrado diferencas significativas entre os grupos (Fig. 5.2.2B), a
frequéncia, ou seja, o nimero de vezes que os grupos Sacarose e Branco
emitiram comportamento de imobilidade foi significativamente maior
do que os grupos Controle e Mascavo.
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Por sua vez, os ratos do grupo Mascavo demonstraram menor
tendéncia aos comportamentos tipo-depressivos  nesses  trés
comportamentos (laténcia, frequéncia de imobilidade e frequéncia de
natacdo) no TNF, em relacdo aos ratos dos grupos Sacarose e Branco
(Figura 5.2.2A, C e D), que evidenciaram comportamentos tipo-
depressivos.

Nossa sugestdo € que o consumo de agucar branco refinado e de
sacarose (que sd@o compostos basicamente de sacarose, sem os demais
nutrientes que se fazem presentes no acticar mascavo), possa ter
contribuido para uma diminui¢do de neurotransmissores envolvidos na
modulagcdo do humor por causa da perda nutricional de vitaminas do
complexo B, vitamina C e zinco, importantes cofatores na sintese de
serotonina e catecolaminas (Figura 1.7), segundo argumentos de
Holford (2003).

Quanto ao tempo gasto no mergulho, este foi estatisticamente
menor para todos os grupos que ingeriram aguicar quando comparado ao
grupo Controle (Fig. 5.2.2F), o que pode sugerir que o acréscimo de
actcar a dieta, independente do tipo, se € refinado ou mascavo, pode
induzir a alguns tipos de comportamentos tipo-depressivos,
provavelmente por causa do excesso de carboidrato que, segundo Cesar,
Wada e Borges (2005), pode ser associado a deficiéncia de zinco e, de
acordo com Nowak et al. (2003), os baixos niveis sanguineos de zinco
estdo ligado a depressio.

Esses resultados também sdo compativeis com estudos de
pesquisadores como Joyce e Gibney (2008), Cesar, Wada e Borges
(2005), que demonstraram que o consumo excessivo de actcar pode
levar & diminuicdo de eletrdlitos e vitaminas do complexo B,
importantes nutrientes que atuam como cofatores na sintese de
neurotransmissores como a serotonina e a noradrenalina.

Todos esses comportamentos com diferenca significativa em
relagdo ao grupo Controle demonstram que os ratos que ingeriram dieta
acucarada apresentaram algum nivel de comportamentos tipo-
depressivos, sendo que o consumo cronico de agiicar mascavo parece ter
causado menos prejuizos ao sistema nervoso dos ratos do que o
consumo cronico de aguicar branco refinado ou de sacarose. Entretanto,
sd0 necessdrias novas pesquisas, possivelmente com maior concentra¢ao
de agicar adicionada a racdo, que possam confirmar o envolvimento do
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consumo cronico de agucar como um fator potencializador de
comportamentos tipo-depressivos.

Ja o hipocampo, uma estrutura com alta plasticidade, envolvida
na aprendizagem e consolidacio de memdrias explicitas e no
armazenamento de memdrias de curto e longo prazos e associado a
neurogénese, parece ter um papel central na ocorréncia de depressido
(CAMPBELL e MACQUEEN, 2004; SCORZA, GUERRA e CALIL,
2005;) relacionada a atrofia hipocampal, verificada em pacientes com
depressdo cronica (SHELINE, MITTLER e MINTUN, 2002). O
neurotransmissor predominante no hipocampo € o glutamato,
relacionado a plasticidade neuronal, mas outros neurotransmissores
também estdo presentes, entre eles a serotonina e a noradrenalina
(RUGGIERO et al., 2011), envolvidos na modulac¢io do humor.

No entanto, estes dados nos ajudam a concluir que o periodo de
28 dias de dieta com actcar provavelmente foi insuficiente para causar
um dano maior ao hipocampo, uma vez que os resultados
imunoistoquimicos das regides CA1l, CA3 em ambos os hemisférios, e
no hemisfério esquerdo do giro denteado ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos, embora o nimero de células Fos-positivas
no hemisfério direito do giro denteado se tenha mostrado
significativamente menor no grupo Branco em comparacdo com o grupo
Controle (Fig. 5.3.3B), o que pode nos sinalizar que, mesmo sendo um
periodo relativamente pequeno, houve algum prejuizo nesse local,
possivelmente relacionado a fatores nutricionais relativos ao uso do
actcar branco refinado, uma vez que nessa regido ocorre a presenga de
serotonina e esta depende de nutrientes como vitaminas do complexo B
€ minerais como o zinco e 0 magnésio, para serem sintetizadas, como
ilustrado na figura 1.7 (HAVS, et al., 2004; CESAR, WADA e
BORGES, 2005; HOLFORD, 2003).

Neste sentido, existem evidéncias de que o sistema
serotoninérgico estd envolvido com a atividade antidepressiva no
hipocampo, interagindo com receptores glutamatérgicos. Um estudo
mostrou uma tendéncia para a diminuicdo de receptores
serotoninérgicos 5-HT2A no hipocampo de pessoas deprimidas com
idade entre 22 a 69 anos, comparados com controles pareados por idade
+ 2 anos (SHELINE et al, 2002). Sendo que 90% dos
neurotransmissores hipocampais sdo glutamatérgicos (RUGGIERO et
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al., 2011), os dados dos estudos de Sheline et al. (2002) apontam para a
importancia do sistema serotoninérgico na modula¢do do humor, ja que
a serotonina tem um papel significativo na modulagio do sistema
glutamatérgico (PALUCHA-PONIEWIERA et al., 2010). Poderiamos
inferir que a diminuicdo do nimero de células Fos-positivas no giro
denteado, em comparagdo com o grupo Controle, nos ratos que
ingeriram agucar, poderia estar relacionada a uma diminuicdo da
atividade dos neurdnios serotoninérgicos e/ou glutamatérgicos nessa
regido, envolvida com o comportamento tipo-depressivo nesses animais
(Fig.5.3.3A).

Tem sido dada pouca atengdo no estudo da depressio e na
modulacdo da nocicep¢do ao aspecto nutricional. No entanto, é do
conhecimento cientifico que o cérebro utiliza nutrientes para regular seu
préprio metabolismo. Isto evidencia como uma nutricdo inadequada,
como a falta de aminodcidos como o triptofano e a tirosina, que sio
precursores de serotonina e noradrenalina respectivamente, além da falta
de vitaminas do complexo B e do zinco, pode contribuir para a
depressao (HOLFORD, 2003).

Por outro lado, uma suplementacdo nutricional pode ser um
antidepressivo eficaz, como, por exemplo, a suplementacio de
triptofano, além de vitaminas e minerais como a vitamina By, e o 4cido
folico, que ajudam a transformar 5-HTP em serotonina (HOLFORD,
2003). As catecolaminas sdo dependentes de vitaminas By € By, para
serem sintetizadas e a serotonina € produzida pelo organismo a partir do
amino4cido triptofano na presenga da vitamina B¢ (piridoxal-5-fosfato)
(HAVS, et al., 2004), sendo que a deficiéncia de vitaminas B pode
conduzir a niveis reduzidos de serotonina e catecolaminas.

Além disso, estudos clinicos demonstraram que o zinco € o
magnésio desempenham papel na fisiopatologia da depressao,
apresentando atividade antidepressiva (SZEWCYK et al., 2008;
BROCARDO et al., 2008). Estudos consistentes tém demonstrado que a
auséncia de zinco na alimentacio tem sido associada a ingestdo elevada
de alimentos ricos em carboidratos refinados (CESAR, WADA e
BORGES, 2005).

Portanto, em relagdo ao comportamento tipo-depressivo,
podemos especular que o uso cronico da dieta acucarada em nosso
estudo poderia estar relacionado a uma reducio das vitaminas e minerais
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requeridos na producdo da  serotonina e  noradrenalina,
neurotransmissores importantes no controle de comportamentos tipo-
depressivos, tendo em vista que o grupo que ingeriu acticar branco
refinado e o que ingeriu sacarose foram os que apresentaram maior
tendéncia aos comportamentos tipo-depressivos no TNF, em contraste
com o grupo Mascavo, que na maioria dos comportamentos analisados
foi semelhante ao grupo Controle.

A mesma dieta poderia também estar interferindo, por
mecanismos ainda ndo desvendados, na modulacdo da dor através da
participacdo dos mesmos cofatores necessdrios para a sintese das
catecolaminas, como a noradrenalina, relacionada com as vias
inibitdrias da dor.
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7. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho corroboram dados de pesquisadores
como Avena et al. (2008) e Levine, Kotz e Gosnell (2003) ao
demonstrar em ratos a preferéncia por alimentos palatdveis. Além disso,
demonstramos que os ratos nfo apresentaram preferéncia entre os tipos
de acucares oferecidos, ji que o consumo de racdo agucarada, tanto
daquela que continha actcar branco refinado quanto aquela que continha
acticar mascavo, foi equitativo.

Demonstramos também que, na concentragdo de agucar
adicionado a racdo (10%) em nossos experimentos, ndo houve ingestao
compulsiva de agucar, ja que a ingestdo total de racao foi maior apenas
para os grupos Branco (que ingeriu mais da racdo sem agtcar) e Escolha
(que ingeriu mais racdo doce por ter tido duas opg¢des diferentes: agiicar
branco e mascavo).

Assim como nas pesquisas de Roane e Martin (1990), também
sugerimos que o consumo cronico de agucar adicionado a dieta pode
alterar mecanismos das vias descendentes antinociceptivas, diminuindo
o limiar da dor.

Em rela¢do ao comportamento tipo-depressivo, encontramos que
o consumo cronico de agticar branco refinado e de sacarose levou os
ratos a emitir comportamentos tipo-depressivos significativamente mais
pronunciados do que o consumo cronico de agiicar mascavo.

Certamente novos estudos sdo necessdrios a fim de esclarecer os
mecanismos relacionados ao sistema de recompensa e do controle da
dor pelo consumo prolongado de acticar.
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