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RESUMO

A obesidade se caracteriza como uma pandemia moderna com alto impacto
epidemiologico para a populagdo. Alteragdes metabdlicas, enddcrinas, inflamatorias e
comportamentais ja sdo descritas como decorrentes de sua instalacédo e progressao.
Diversas terapias podem ser empregadas para conter o impacto da obesidade, entre
elas os tratamentos dietoterapicos, como o uso de fibras. Classificada como uma fibra
ndo fermentavel da classe dos fruto-oligossacarideos, a inulina é encontrada em
produtos de origem vegetal e atua como um prebiotico. Seus benéficos se relacionam
com a reducdo do peso através da reducao do tecido adiposo (ac¢do na lipogénese e
lipdlise). Analisar o impacto de uma suplementacdo com inulina sobre a massa gorda,
perfil eletrolitico, status redox no figado assim como as respostas defensivas
comportamentais de ratas wistar induzidas a obesidade pela dieta hiperlipidica.50
ratas foram divididas em 2 grupos e submetidas a 2 protocolos nutricionais: Dieta
Controle (11% de lipideo) e Dieta Hiperlipidica (45% de lipideo), do dia 0 ao dia 35,
apos o dia 35, os dois grupos foram realocados em 4 grupos de acordo com sua dieta
e tratamento dietoterapico: Dieta Controle (DC) (PBS); Dieta Hiperlipidica (DH) (PBS);
Dieta Controle (Inulina) e Dieta Hiperlipidica (Inulina). O tratamento dietoterapico se
constitui de 860mg/kg/ml de inulina diluida em veiculo (PBS) ou PBS administrado do
dia 36 ao dia 63 via gavagem orogastrica. Apos o fim do protocolo nutricional de 63
dias, as ratas foram submetidas aos testes comportamentais: Labirinto em T elevado,
Campo aberto e Claro escuro assim como a avaliacdo do seu ciclo estral. Apos o fim
dos testes, os animais foram eutanasiados e o tecido adiposo e figado foram coletados
para analises posteriores. Em relagdo ao consumo alimentar, a inulina foi capaz de
aumentar esse parametro nos animais que receberam a DC, contudo sem surtir efeito
nos animais que receberam a DH. Acompanhando esse aumento, o tratamento
dietoterapico também aumentou a ingestao caldrica dos animais que receberam DC,
guando comparado aos demais grupos. Frente a composicéo corporal dos animais, a
suplementacao com inulina reduziu os tecidos adiposos paramentrial e inguinal nos
animais induzidos a obesidade, assim como também reduziu o indice de adiposidade
tanto desses animais, quanto dos animais que receberam a DC. Nas medidas do perfil
eletrolitico, a inulina reduziu os valores sanguineos de sédio e bilirrubina assim como
aumentou a concentracdo de calcio e magnésio em ambos os grupos (DC e DH). No

status redox hepatico, a inulina reduziu a atividade da catalase em ambos o0s grupos



(DC e DH) como reduziu o nivel de proteina carbonilada em animais que foram
induzidos a obesidade. No que diz respeito as respostas defensivas comportamentais
a inulina foi capaz de acentuar o padrao exploratorio de ratas que receberam DC,
porém sem surtir efeito em animais que consumiram DH. Conclusdo: Nossos dados
convergem para o melhor entendimento dos efeitos da inulina em um modelo de

obesidade, assim como de seus beneficios em individuos saudaveis.



ABSTRACT

Obesity is characterized as a modern pandemic with a high epidemiological impact on
the population. Metabolic, endocrine, inflammatory and behavioral changes are
already described as resulting from their installation and progression. Several
therapies can be used to contain the impact of obesity, including diet treatments, such
as the use of fibers. Classified as a non-fermentable fiber of the fructo-oligosaccharide
class, inulin is found in products of plant origin and acts as a prebiotic. Its benefits are
related to weight reduction through the reduction of adipose tissue (action on
lipogenesis and lipolysis). Analyze the impact of inulin supplementation on fat mass,
electrolyte profile, liver redox status as well as the behavioral defensive responses of
wistar rats induced by obesity by the high-fat diet.50 rats were divided into 2 groups
and subjected to 2 nutritional protocols: Control Diet (11% lipid) and High Fat Diet (45%
lipid), from day O to day 35, after day 35, the two groups were relocated into 4 groups
according to their diet and dietary treatment: Control Diet ( DC) (PBS); High Fat Diet
(DH) (PBS); Control Diet (Inulin) and High Fat Diet (Inulin). The diet therapy treatment
consists of 860mg / kg / ml of diluted inulin in vehicle (PBS) or PBS administered from
day 36 to day 63 via orogastric gavage. After the end of the 63-day nutritional protocol,
the rats were subjected to behavioral tests: elevated T maze, open field and dark light
as well as the evaluation of their estrous cycle. After the end of the tests, the animals
were euthanized and the adipose tissue and liver were collected for further analysis.
Regarding food consumption, inulin was able to increase this parameter in animals that
received CD, however without having an effect on animals that received HFD.
Accompanying this increase, dietary treatment also increased the caloric intake of
animals that received CD, when compared to the other groups. In view of the animals'
body composition, supplementation with inulin reduced the paramentrial and inguinal
adipose tissues in animals induced by obesity, as well as reduced the adiposity index
both of these animals and of the animals that received CD. In the measurements of
the electrolytic profile, inulin reduced the blood values of sodium and bilirubin as well
as increased the concentration of calcium and magnesium in both groups (DC and
DFH). In hepatic redox status, inulin reduced catalase activity in both groups (DC and
DFH) as it reduced the level of carbonylated protein in animals that were induced to
obesity. Regarding defensive behavioral responses, inulin was able to accentuate the

exploratory pattern of rats that received CD, but without having an effect on animals



that consumed HFD. Conclusion: Our data converge for a better understanding of the

effects of inulin in an obesity model, as well as its benefits in healthy individuals.
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1 INTRODUCAO

1.1 Obesidade: Panorama fisiopatoldgico e epidemiolégico

Definida e classificada como doenca pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) na década de 50 (WHO, 2018), a obesidade desde entédo € considerada uma
pandemia moderna tendo um grande impacto epidemiolégico para a populacgéo,
apresentando altas taxas de incidéncia e prevaléncia em nivel global (Jayne et al.,
2020). Caracterizada pelo aumento do tecido adiposo, a obesidade pode ser causada
pelo desbalanco energético entre o nimero de calorias consumidas versus o débito
energético, sua génese tem etiologia multifatorial tendo como suas causas principais
fatores ambientais, genéticos, culturais e sociais (Jaccks et al., 2019).

O processo fisiopatoldégico da obesidade se constitui de uma progressao
cronica do aumento do peso associada a alteracdes metabdlicas e fisiologicas. Nesse
contexto o aumento do peso esta intrinsicamente relacionado ao aumento do tecido
adiposo, levando dessa forma a um acumulo excessivo de gordura (Jaccks et al.,
2019). Alteracbes em hormonios intestinais, hepaticos e reguladores da saciedade em
circuitos neurais também séo utilizados para auxiliar na definicdo e diagndstico da
obesidade (Meldrum et al., 2019). Contudo, ao nivel clinico uma medida que vem
sendo utilizada na classificacao da obesidade é o indice de massa corporal (IMC), que
leva em consideracéo a altura e o peso do individuo. indices maiores que 30 Kg/m?
recebem o diagnéstico clinico de obesidade, que nesse contexto se limita apenas a
deteccdo do aumento de massa corporal e ndao do percentual ou distribuicdo de
gordura (NCD, 2016).

O padrao alimentar esta intrinsicamente relacionado a homeostase energética
assim como na génese e progressao da obesidade. A composicao nutricional da dieta
adotada é capaz de impactar o metabolismo energético assim como 0 comportamento
alimentar (Swinburn et al., 2019). Nos ultimos anos tem se presenciado em nivel global
um consumo exacerbado de alimentos com alta densidade calérica ricos em
gorduras., acucares e sal. O aumento das taxas de incidéncia e prevaléncia da
obesidade e sobrepeso, tem relacdo com dois processos congruentes de transicéo, a
saber: a transicdo nutricional e a transi¢cao epidemiologica (Batal et al., 2018).

A transicdo nutricional retrata as mudancas nos padrbes alimentares da

populacéo no que tange sua composicao e origem. Nota-se que o passar dos anos o
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padrdo alimentar se modificou, passando de alimentos in natura e sem nenhum
processamento para alimentos ultraprocessados, acrescidos de conservantes,
corantes, realcadores de sabor assim como alimentos compostos de uma alta
densidade caldrica, ricos em gorduras saturadas, trans, acucares e sal. Nao obstante,
0 processo de transicao nutricional, impacta de maneira expressiva o quadro de
saude/doenca da populacdo dando origem a outro processo a transicao
epidemiologica (Popkin, 2015).

A transicdo epidemiologica diz respeito ao padrdo de acometimento da
populacdo a determinados indices de doencas, uma vez que a décadas atras as
doencas infecto contagiosas além de serem mais incidentes, representavam altas
taxas de mortalidade para os individuos (Batal et al., 2018). Contudo, com a mudanca
no padrdo alimentar aliada ao modo de vida contemporaneo, atualmente tem se
presenciado em nivel mundial o0 aumento de doencas crbnicas nao transmissiveis

(DCNT), como a hipertenséo, diabetes tipo e 2 e a obesidade.

Nt Transicao
Nutricional
l ik 8
*\g D Transicao %R
P Epidemioldgica

SUBSTANCIAS BIOATIVAS

Hoérmonios
Fatores de Crescimento
Enzimas

Desbalango Energético

Hiperplasia e Hipertrofia dos

adipocitos

p-

Obesidade

Citocinas

Figura 1. Figura esquemética do processo de transicdo nutricional e epidemiologica e
fisiopatologia da obesidade Fonte: Figura criada utilizando a plataforma Mind the Graph

(www.mindthegraph.com).
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Classificada como umas das DCNTs mais incidentes na populacdo a nivel
global, a obesidade é caracterizada como uma pandemia moderna afetando milhdes
de pessoas ao ano. De acordo com a OMS, estima-se que um a cada oitos adultos
jovens é obeso, e projecdes futuras apontam que em 2025 cerca de 2,3 bilhdes de
pessoas apresentem sobrepeso, sendo que destas, mais de 700 milhdes seréo
obesas (WHO, 2018). Dados brasileiros, apontam um crescimento exponencial das
taxas de obesidade no pais, dados da pesquisa de vigilancia de fatores de risco e
protecdo para doengas crbnicas por inquérito telefénico (Vigitel), apontaram que
houve aumento de 67,8% do indice de obesidade nos ultimos anos, saindo de um
percentual de 11,8% em 2006 para 19,8% em 2018. Em relacdo as estratificacdes
por género, no ano de 2018 as mulheres apresentaram indices maiores de
obesidade, 20,7%, em relacdo aos homens,18,7% (VIGITEL, 2019).

O desbalanco energético positivo que da origem a obesidade é o gatilho inicial
para a desregulacdo do circuito metabdlico e homeostase energética. As calorias
consumidas em excesso sdo armazenadas na forma de tecido adiposo. As células do
tecido adiposo (os adipdcitos) sofrem processos celulares como a hiperplasia
(aumento do numero de células) e a hipertrofia (aumento do tamanho das células)
regulados pela captacdo e armazenamento de energia na forma de lipideos (Zhang,
Chua; 2011). O tecido adiposo é responsavel por regular mecanismos metabdlicos
através da producdo de fatores de crescimento, enzimas e citocinas que também
participam do processo de regulacéo energética (Bluher et al., 2019)

A producédo exacerbada de substancias bioativas é capaz de desregular vias
metabdlicas envolvidas na autorregulardo do armazenamento energético assim como
sdo capazes de ativar vias centrais envolvidas no controle do consumo alimentar
situadas no sistema nervoso central (SNC). A leptina é a principal substancia bioativa
envolvida na via da homeostase energética assim como na obesidade, atuando na
regulacédo de vias centrais através da producdo de neuropeptidios atuantes no SNC
como o Neuropeptidio Y, a Proopiomelanocortina (POMC) e a proteina relacionada
ao gene Agouti (AgRP) (Myeres et al., 2008). Do mesmo modo, a leptina pode atuar
em outras vias adjacentes como a via dos hormdnios intestinais (PYY e grelina) e

hormonios hepaticos (insulina e glucagon).
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1.2 Alteracdes metabdlicas associadas a obesidade: inflamacéo e estresse

oxidativo

O aumento do tecido adiposo, juntamente com outros mecanismos adjacentes
funcionam como indutores da resposta inflamatéria. A expansao tecidual do tecido
adiposo associada as desregulacdes dos niveis centrais de leptina, altera suas
propriedades metabdlicas, gerando um quadro de hipdxia e consequentemente
contribuido para o processo de inflamacdo (Apostolopoulos et al.,, 2016). Nesse
contexto ha uma migracao de células imunoldgicas, para o tecido adiposo, atraidas
pelos quimioatratores secretados por produtos do estresse celular (Zhou et al., 2020).
Desde modo, células imunolégicas como o0s macrofagos, atuam como
imunomoduladoras na estimulacdo da producdo de citocinas antiflamatérias pelos
adipdcitos e na neutralizacdo das citocinas pro inflamatorias, ainda a nivel tecidual,
buscando balancear a resposta inflamatoria sistémica (Brimelow et al., 2017).

A elevada producdao de citocinas pro inflamatérias (IL-8, IL-6, IL-1, TNF-, entre
outras) associada a desregulacao e expansao do tecido adiposo, induz a um quadro
de inflamacao, esse que é descrito na literatura como um quadro de inflamacéo,
cronica sistémica e de baixo grau (Galmes et a., 2019). Essa nomenclatura, diz
respeito a inflamacgéo ocasionada pela obesidade, ndo apresentar os sinais tipicos de
uma inflamacdo comum, mas que é semelhante aos demais quadros inflamatdrios por
compartilhar os mesmos disturbios gerados pelos mediadores celulares assim como
a ativacao das mesmas vias de sinalizag&o intracelular (Brimelow et al., 2017).

O quadro de inflamacao crénica e de baixo grau é descrito na literatura como
um dos principais causadores de doencas metabdlicas e imunolégicas como a
Diabetes tipo 2, hipertensédo, doencas cardiovasculares, resisténcia a insulina,
sindrome metabdlica, doenca hepatica gordurosa nao alcodlica assim como disbiose
intestinal (Asghar, Sheikh; 2017). Devido a ativacao de vias de sinalizacao intracelular,
0 quadro de obesidade, aliado a producao de citocinas proé inflamatoérias também induz
a formacédo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS), ocasionando dessa forma o
aumento do estresse oxidativo celular e tecidual, esse que também contribui para a
génese de disturbios metabdlicos (Vicent, Taylor; 2005).

O estresse oxidativo celular e tecidual assim como os danos oxidativos
provocados, estdo associados a um excesso da oferta de redutores (ou seja, elétrons)

das vias metabdlicas. indices, como os altos niveis de glicose ou de lipidios
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circulantes, podem resultar em um suprimento excessivo de substratos energéticos
as vias metabdlicas a nivel celular, aumentando dessa forma a producédo de EROS
(Mcmurray et al., 2015). Embora as EROS, sejam moléculas de sinalizacdo essencial
para a homeostase dos sistemas biolégicos, se ndo forem bem controladas, podem
causar danos a proteinas, lipidios e DNA. Na maioria dos tipos celulares, a mitocéndria
€ o local mais importante na producdo de EROS, pois nesta organela ocorrem
numerosas reacdes de transferéncia e reducéo de elétrons. O excesso de oferta de
elétrons na cadeia de transporte de elétrons € o fator principal para a formacao
desproporcional de altos niveis de EROS (Matsuzawa-Nagata et al.,2008)

O estresse oxidativo e 0s danos as biomoléculas ocorrem ao longo do ciclo vital
sendo mais pontuais no processo de envelhecimento, no entanto, na literatura ja séo
descritos que processos de disfuncao metabdlica também contribuem para o aumento
e acumulo de EROS (Mcmurray et al., 2015). Altos indices de estresse oxidativo, ja
foram descritos em modelos experimentais de diabetes tipo 2, doenca de Alzheimer,
hipertensdo e obesidade. Diversos estudos evidenciaram altos niveis de
biomarcadores de dano oxidativo em modelos de obesidade e outras doencas
metabdlicas, achados como a peroxidacao lipidica e proteica foram descritos nesses
modelos (Freeman et al., 2014).

Para a protecéo celular e tecidual contra as EROS, o organismo disp8e de um
sistema de defesa antioxidante, dividido em duas vertentes: O enzimético e 0 ndo
enzimatico (Vicent, Taylor; 2005). O sistema antioxidante enzimatico € composto de
enzimas com atividade antioxidantes que sao capazes de neutralizar as EROS através
de reacOes de oxirreducdo. Entre as enzimas do sistema antioxidante enzimatico
estdo: a Superdxido Dismutase (SOD) - metaloenzima que catalisa a reacdo de
dismutacdo do anion superoxido (O2-.) a perdxido de hidrogénio (H202), Catalase
(CAT)- que atua na reducdo de H202 em duas moléculas de 4gua e uma de oxigénio
e Glutaiona Peroxidase- que catalisa a reacdo com oxidacdo de duas moléculas de
glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG) (Murphy, 2009).Ja o sistema
antioxidante ndo enzimatico € composto por outras biomoléculas de fonte endégena
ou exdégena como 0s antioxidantes (acido ascorbico, acido uarico, vitamina E, dentre
outros) e as proteinas (por exemplo, albumina e a transferrina) (Balaban, 2005) .
Evidéncias demostram que o quadro de obesidade além de ativar a via de inflamacéo,

e aumentar a producdo de EROS, é capaz de desregular o sistema antioxidante
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enzimatico, podendo levar a danos proteicos e lipidicos em 6rgdos como o encéfalo,
rins, pulméo e figado (Vicent, Taylor; 2005).

Frente aos danos causados pela producédo exacerbada das EROS, os danos
lipidicos podem estar associados ao quadro de obesidade. A oxidacao de lipidios pode
alterar as propriedades celulares dos Orgdos e tecidos, principalmente suas
membranas celulares, causando alteracdes nas proteinas intracelulares assim como
no DNA (Gaschle; Stockwel, 2017). Nao obstante, a peroxidacgéo lipidica também esta
relacionada com a geracao, progressao e regulacao da resposta inflamatoria e até
mesmo neuroinflamatéria como nos casos de doencas neurodegenerativas do SNC,
como o Alzheimer (Gaschle; Stockwel, 2017).Aumento da peroxidacéo lipidica ja &
descrito em modelos de obesidade induzida por dieta hiperlipidica, sendo relacionado
a um aumento da resposta inflamatéria e apoptose celular (Lasker et al., 2019;
Ngamlerst et al., 2019). Frente ao processo de peroxidacao lipidica, acredita-se que
esse seja mais acentuado nos homens, que nas mulheres uma vez que os hormonios
femininos (principalmente o estradiol) atuarem como antioxidantes enddgenos,
modulando a expressao génica de genes relacionados a resposta antioxidante como
a SOD, CAT e GPx (Vukovic et al., 2014).

1.3 Obesidade e neuroinflamacao: alteragfes comportamentais e cognitivas

A liberagéo de citocinas pro-inflamatorias e as EROS pode danificar neurdnios
saudaveis, causando disfuncdo sinaptica, perda de sinapses e morte neuronal.
Portanto, um desequilibrio entre fungbes pro-inflamatérias e repostas anti-
inflamatorias das células neuroimunes podem resultar em lesdes no SNC (Schain et
al., 2017). Nao se limitando a uma inflamacéo cronica, sistémica e de baixo grau, as
citocinas circulantes na corrente sanguinea alcangam o SNC, apos ultrapassarem a
BHE e se instalam em areas encefalicas especificas como o hipocampo e hipotalamo
causando focos de neuroinflamacéo. Esse mesmo processo de inflamacéo, também
contribui para a ativagdo da microglia e reatividade de astrocitos no SNC (Samara et
al., 2019).

Focos de inflamacdo em modelos de obesidade ja foram descritos no

hipotalamo (Noronha et al., 2019) e hipocampo, onde se observou um aumento da
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expressao de citocinas pro inflamatérias como a IL1B3, IL-6, e TNF assim como uma
maior infiltracdo, ativacdo e proliferacdo da microglia e astrécitos nessas areas
(Gomes et al., 2019; Guillemot-Legris et al., 2017; Valcarcel-Ares et al., 2019). Esses
achados j& foram observados tanto em humanos obesos quanto em modelos
experimentais para estudo da obesidade, e possuem uma ligacéo direta com génese
dos transtornos neuropsiquiatricos.

Estudos relatam associacdes positivas em individuos obesos entre estado
inflamatorio e os defctis cognitivos assim como alteragbes no humor. (Sellbom e
Gunstad, 2012; Sweat et al., 2008. Capuron et al., 2008). Por outro lado, processo de
perda de peso estdo associados a uma reducdo da inflamacéo periférica e melhoria
significativa do estado emocional (Capuron et al., 2010; Emery et al., 2007). Modelos
de obesidade em roedores mostraram que a inflamacao existente no cérebro através
do o aumento da expressado de citocinas, particularmente em areas na regulacdo do
humor e na formagcdo da memdria, como o hipocampo (Dinel et al., 2011, 2014) o
cortex ou hipotdlamo associada ao aumento do comportamento emocional e
comprometimentos cognitivos

Nos ultimos os anos, estudos relacionados ao processo de obesidade néo se
limitaram apenas em desvendar os mecanismos relacionados a seu impacto frente as
alterac6es metabdlicas e a instalacdo de DCNTSs. Vertentes relacionadas a investigar
as bases neurobiolégicas da obesidade e sua relacdo com as alteracfes cognitivas e
comportamentais ganharam evidéncia nas Ultimas décadas. Os modelos de
obesidade tanto induzida pela dieta, quanto os geneticamente modificados, ja séo
largamente utilizados no estudo dos transtornos neuropsiquiatricos e anormalidades
cognitivas. Nesse contexto, a obesidade esta associada a uma ampla variedade de
alteracbes comportamentais incluindo nestas a ansiedade, depressdo e o péanico
assim como a alteragbes cognitivas como dificuldade no aprendizado e cognicéo,
associadas a piores performances na memoria espacial, temporal e de longo prazo
(Castanon et al., 2015).

1.4 Hormonios ovarianos e transtornos neuropsiquiatricos
Os hormoénios femininos se caracterizam como a principal fonte de estrogeno e

progesterona durante a vida sexual e reprodutiva das mulheres. A cascata bioldgica

para sua producdo, tem inicio no metabolismo do colesterol, passando pela
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transformacao e conjugacdo em seus metabdlitos ativos ate chegar em sua forma
final: O estradiol (Coldsammler et al., 2018). Sua secrecdo corresponde ao eixo
neuroendocrino hipotalamo-hipéfise-ovariano, e suas flutuacdes de concentracéo
regulam dessa forma o ciclo menstrual nas mulheres e o ciclo estral nos mamiferos e
pequenos roedores (Marques et al., 2016).

Com funcbes bem elucidadas na literatura os hormoénios ovarianos atuam
principalmente na regulacédo da funcao reprodutiva e sexual das mulheres, contudo

eles participam da manutencéo e regulacao de outras funcdes biolégicas como
manutencéo da elasticidade da epiderme, dilatacdo dos vasos sanguineos e influencia
no controle da pressao arterial, assim como na atuacao frente as fungdes cerebrais
(Ramos-Ortolaza et al., 2017). Frente o funcionamento do SNC, o estradiol exerce
efeitos neuroprotetores capazes de influenciar a plasticidade sinaptica, estimular a
sobrevivéncia neuronal, modular marcadores sinapticos e trafico de
neurotransmissores relacionados a cognicdo do mesmo que tem participacdo das
respostas comportamentais relacionadas a depresséao e ansiedade (Villa et al., 2016).

As flutuagcbes nas concentracfes de estrégeno, jA sdo descritos na literatura
como fatores influenciadores nas modulac¢des das respostas comportamentais, tanto
em humanos, quanto em modelos experimentais (Horts et al., 2012). Areas
encefalicas como o hipocampo e amigdala exibem uma alta expressao de receptores
de estrogénio, que dessa forma respondem as flutuacdes de concentracdo regulados,
pelo ciclo menstrual/estral (Leeners et al., 2017).

Nosso grupo de pesquisa, vem investigando a participacdo dos hormdnios
ovarianos na génese de transtornos psiquiatricos como a ansiedade e depressao.
Campos et al., 2018 em seu estudo demostrou que a reducao de hormonios ovarianos
induzidas pela restricdo alimentar, foi capaz de modular respostas defensivas
comportamentais relacionadas a ansiedade, promovendo um estado ansiogénico nas
ratas, ja a administracdo de estradiol no Nucleo Dorsal da Rafe (NDR) foi capaz de
atenuar esse efeito nas ratas submetidas a restricdo alimentar. Do mesmo modo ainda
em nosso grupo de pesquisa, Campos et al., 2019 demostrou que a privacao hormonal
cirurgica induzida pela ovarioctemia foi capaz de induzir repostas defensivas
comportamentais do tipo ansiedade assim como déficits cognitivos.

Alguns fatores sexo/dependente tem influéncias sobre a génese dos
transtornos neuropsiquiatricos. As flutuacées hormonais, contribuem para que a

prevaléncia desses transtornos seja maior nas mulheres, prioritariamente em
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mulheres durante os periodos reprodutivos sugerindo que niveis elevados e ciclicos
dos hormoénios sexuais poderiam predispor as mulheres em idade reprodutiva a
desenvolver transtornos mentais (Krolick et al., 2018). Além disso grandes quedas de
estrogénio durante os periodos da menopausa ou poés-parto também sugerem um
aumento da propenséao para o desenvolvimento de transtornos mentais. Desta forma
constata-se que a influéncia dos horménios pode atuar de forma bidirecional,
dependente de concentracéo (Leeners et al., 2017)

Mesmo possuindo uma alta taxa de incidéncia clinica frente aos transtornos
neuropsiquiatricos nas mulheres, em modelos experimentais ainda pouco se sabe
sobre 0os mecanismos inerentes as alteracbes comportamentais em fémeas. Dado,
tanto a uma expressao genética e epigenética diferenciada entre machos e fémeas
(cromossomos XY e XX), 0 que impacta de maneira importante a expressao génica
dos sistemas bioldgicos, na literatura ja sdo descritas alteracfes frente as funcdes e
modulacgdes principalmente relacionados ao SNC (Morrew et al., 2012; Donner, Lowry;
2013).0s circuitos serotoninérgicos ja sao elucidados como um fator que é
diferenciado em machos e fémeas, uma vez que 0s neurbnios desses circuitos
possuem alta abundéancia de receptores de estrogénio, fazendo que esse sistema seja
susceptivel as flutuagdes hormonais. Desde modo acredita-se que as fémeas
apresentem respostas de vulnerabilidade ao stress, e ao panico de forma diferente
aos machos (Donner, Lowry; 2013).

Outras mudancas morfofisiolégicas também ja sdo elucidadas na literatura,
como as medidas do metabolismo serotoninérgico, que sado maiores nas fémeas que
nos machos, ja que esse metabolismo é influenciado pelo estrégeno, uma vez que
esse hormoénio participa do metabolismo da serotonina através da modulacdo da
expressao da enzima triptofano hidroxilase (Tph2) (Krolick et al., 2018; Morrew et al.,
2012). Circuitos neurais além de responderem as diferencas hormonais, podem
responder a concentracdo central e periférica dos neuroesterdides (moléculas
guimicas oriundas do metabolismo do colesterol) um dos neuroesterdides que
recentemente vem sendo estudado na literatura e a Allopregnanolona.

Dados da literatura demostraram que elevados niveis de alopregnanolona
estdo associados ao aumento na ingestao de alimentos, na preferéncia por alimentos
ricos em energia assim como no processo de progressdo da obesidade evidenciado
pelo aumento do peso corporal (Scule, Nothderfter; 2014;Pibiri et al., 2008; Holmberg

wt al., 2018. Wu, Burnham; 2018). Desde modo acredita-se que 0s niveis de
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allopregnanolona estejam elevados em individuos obesos, e que esses niveis aliados

as flutuagbes hormonais participem efetivamente das respostas comportamentais.

1.5 Tratamento dietoterapico para a obesidade

Frente ao impacto fisioldgico e social da obesidade, inimeros estudos buscam
tratamentos que visem reduzir ou minimizar suas consequéncias deletérias. Em
relacdo a farmacoterapia, inUmeros sdo os farmacos que buscam de certa forma
impactar alguma via relacionada a inducéo ou a progressao da obesidade, como os
anorexigenos, redutores de peso, eliminadores de gordura ou até mesmo 0S
antidepressivos (Bessesem, Van Gaal; 2018). Contudo, a farmacoterapia da
obesidade ndo deve englobar apenas aspectos bioldgicos, e sim ser baseada na
mudanca do estilo de vida aliada a adocao de hébitos alimentares saudaveis. Nesse
aspecto tratamento dietoterapicos ndo farmacologicos, tem ganhado relevancia para
0 seu tratamento, uma vez que além de apresentarem beneficios concisos a sua
sintomatologia e alteracbes, apresentam menor potencial de provocar efeitos
colaterais quando comparados a farmacos alvos que ja sdo utilizados para o
tratamento dessa patologia.

Nesse contexto o uso de fibras, pode ser um 6timo alvo dietoterdpico para o
tratamento da obesidade. A ingestédo de fibras alimentares vem sendo estudada ao
longo dos anos, sendo que suas propriedades promovem uma série de beneficios aos
sistemas bioldgicos. A OMS recomenda a ingestao de 27 a 40 g de fibra ao dia, essas
gue podem ser dirigiveis ou ndo pelo organismo humano (Gupta el al., 2019).Nesse
sentido a inulina se caracteriza como uma forte candidata para a deplecdo das
consequéncias deletérias relacionadas a obesidade (Shoaib et al., 2016). Classificada
como uma fibra ndo dirigivel, fermentavel e rica em agucar, da classe dos fruto-
oligossacarideos, a inulina é encontrada em produtos de origem vegetal como nas
raizes da chicoria, alcachofra, aspargos, alho-pord, cebola, banana, trigo e alho.
Possui em sua estrutura de 1 a 70 unidades de frutose quem podem estar ligadas a
uma molécula terminal de sacarose (Dos Reis et al.,, 2015; Shoaib et al., 2016).
Apresenta em sua composicdo quimica, uma configuracdo de 3 carbono anomérico
ligado a 2 monémeros de frutose, fazendo que essas moléculas se tornem resistentes

a hidrdlise por enzimas digestivas no trato gastrointestinal como mostra a figura 3.
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Figura 3: Composi¢éo quimica da Inulina.
Fonte: Adapatacdo de Reis et al., 2015.

Devido a sua composicao e estrutura quimica, a inulina quando ingerida néo
sofre hidrolise pela porcdo superior do Trato Gastrointestinal (TGI) superior, fazendo
gue ndo ocorra a digestdo. Deste modo, ela percorre o TGl onde no colén sofre
fermentacdo bacteriana pela microflora instestinal, principalmente pelas
Bifidobactérias, onde assume a funcdo de prébiotico (composto alimentar com
propriedades de aumentar a producdo bacteriana). A maioria dos beneficios da
ingestao de inulina, estéo relacionadas ao seu papel fermentavel e probidtico. Seus
benéficos se relacionam com reducdo do perfil lipidico e glicémico (papel
hipocolesterolémico e hipoglicémico) efeitos na constipacéo e frequéncia das fezes,
modulacdo da microbiota intestinal através de seu efeito bifidogénico (aumento de
Bifidobactérias), reducéo do risco de doencas gastrointestinais, aumento da absorgéo
do calcio, magnésio e ferro, aumento da producéo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) como o acetato, propionato e butirato assim como sua atuacéo na reducéo
do peso através da reducao do tecido adiposo (acéo na lipogénese e lipdlise) (Mistry
et al.,, 2018; Mensink et al., 2015; Shoaib et al.,, 2016; Fan; Cao; Zhang, 2016).

Inimeros sao os beneficios da administracédo de inulina para os sistemas biolégicos,
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contudo frente a seu papel em relacéo as alteracdes comportamentais, pouco se sabe
sobre seu efeito.

Em nosso grupo de pesquisa, Abreu et al., 2016 e Noronha et al., 2018 e 2019,
demostram que um protocolo nutricional com uma DH por nove semanas foi capaz de
induzir obesidade em ratos Wistar, exercer efeito sobre o0s parametros
termoregulatérios, alterar os parametros cardiovasculares (PAM e FC) frente ao
estresse emocional, além de alterar as respostas defensivas comportamentais
relacionadas a ansiedade possivelmente por mecanismos relacionados ao
comprometimento GABAérgico no HDM. Diante do exposto, nosso intuito com esse
trabalho foi investigar se o consumo de DH por nove semanas também € capaz de
impactar o ganho de peso e induzir obesidade em fémeas a nivel de interferir nas
respostas defensivas comportamentais de ratas Wistar induzidas a obesidade. E se o

tratamento dietoterapico com inulina modifica essas alteracdes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Avaliar o impacto do consumo de DH associado ao tratamento dietoterapico
com inulina, sobre as alteracbes metabodlicas, hormonais e respostas

defensivas comportamentais de ratas Wistar induzidas a obesidade.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a eficiéncia do protocolo nutricional (DH-45%/9 semanas) na inducéo
de obesidade em ratas;

e Avaliar se o consumo de DH associada ao tratamento dietoterapico como
inulina modifica os indices de massa gorda e de consumo alimentar de ratas

Wistar induzidas a obesidade;

e Avaliar a influéncia da obesidade induzida pela DH, associada ao tratamento
dietoterapico com inulina sobre os parametros metabdlicos e perfil lipidico dos

animais;

e Avaliar o desbalanco redox hepatico de ratas induzidas a obesidade e

submetidas ao tratamento dietoterapico com inulina;

e Avaliar se as ratas induzidas a obesidade, em comparacédo as ratas controles,
apresentam alteracbes comportamentais no teste do labirinto em T-elevado

(LTE), caixa claro/escuro (CE) e campo aberto (CA);

e Avaliar se a obesidade impacta o estado hormonal e atua sobre as respostas

defensivas comportamentais;

e Avaliar se o tratamento dietoterdpico com inulina modifica as respostas

defensivas comportamentais.
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3 HIPOTESE

Investigar se o consumo de DH por nove semanas € capaz de impactar o ganho
de peso e induzir obesidade em fémeas a nivel de interferir nas respostas defensivas
comportamentais de ratas Wistar induzidas a obesidade. E se o tratamento

dietoterapico com inulina modifica essas alteracdes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Modelo Animal

Neste estudo foram utilizadas 50 ratas da linhagem Wistar provenientes do
Centro de Ciéncia Animal (CCA) da Universidade Federal de Ouro Preto. Os
procedimentos realizados nos animais utilizados neste estudo, tiveram aprovacao do
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o protocolo n° 8744280818 assim
como seguiram as diretrizes da Lei Arouca (n° 11.794). Os animais foram adquiridos
com idade média entre 4 a 6 semanas, pesando aproximadamente de 90+£110g e
permaneceram alojados em caixas acrilicas (41cm de comprimento X 34 de largura X
17 de altura) no biotério de manutencédo do Laboratério de Fisiologia Cardiovascular
(LFC). A oferta de dieta, seja ela a dieta controle (DC; Nuvilab®) ou a dieta hiperlipidica
(DH) e agua, foi ofertada livremente para todos os grupos experimentais durante todo
o protocolo experimental. Os animais permaneceram em temperatura controlada (23

+ 1° C), sob o ciclo claro/escuro de 12 horas.

4.2 Delineamento Experimental

Ratas Wistar fémeas de aproximadamente 4 a 6 semanas, foram
randomicamente divididos de acordo com seu protocolo nutricional e o tratamento
dietoterapico. Dando origem aos grupos: Fémea Controle/Veiculo (PBS), Fémea
Obesa/ Veiculo (PBS); Fémea Controle/Inulina e Fémea Obesa/lnulina. As fémeas
foram submetidas ao protocolo nutricional de 63 dias e a partir do dia 35 do protocolo
nutricional, iniciou-se o tratamento com veiculo (PBS) ou inulina (860mg/ml/kg) via
gavagem orogastrica. Os animais tiveram mensuragcdo do peso e do consumo
alimentar semanalmente. Ao fim do protocolo nutricional no dia 63, os animais foram
submetidos ao processo de habituacdo ao experimentador e posteriormente foi
realizado a bateria de testes comportamentais, seguido de avaliacdo do ciclo estral e

eutanasia. A figura ilustra o cronograma seguido no estudo.
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Figura 4: Delineamento experimental do estudo.

Fonte: Figura criada utilizando a plataforma Mind the Graph (www.mindthegraph.com).

4.3 Dietas

Os animais foram randomicamente divididos de acordo com seu protocolo
nutricional. Neste estudo foram utilizadas duas dietas distintas. A DH (45% de lipideo
kcal/g), desenvolvida pelo Laboratério de Fisiologia Cardiovasculare produzida de
forma comercial pela empresa PragSolucdes - Biociéncias, Comeércio & Servicos Ltda
com base na formula D12451 do laboratério Research Diets, Inc., sendo o total de
calorias da sua composicédo equivalentes a 481 kcal/100g (Abreu et al., 2014; de
Noronha et al., 2019). Ja a DC (11% de lipideo kcal/g) trata-se da ragcdo comercial
para biotério NUVILAB®, apresentando em sua composicdo um total de 348

kcal/100g. A composicao quimica das dietas utilizadas se encontra na tabela abaixo:
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Tabela 1: Composicao quimica das dietas utilizadas nos protocolos nutricionais dos animais.

DH* (45% g/Kg Kcallg DC** (11% a/Kg Kcallg

Lipideo) Lipideo)
Colina 2.5 0 Proteina 220 880
Mix de Vitaminas? 10 0 Celulose 80 0
Mix de Vitaminas? 35 0 Lipideos 40 360
Celulose 50 0 Carboidratos 560 2240
Maltodextrina 115 460 Vitaminas e 50 0

Minerais

Amido 127.5 510 Umidade 50 0
Sacarose 200 800 - - -
Caseina 220 880 - - -
Banha 200 1800 - - -
Oleo de Soja 40 360 - - -
Total 1000 4810 1000 3480

*Dieta hiperlipidica (PRAG Solucdes Comércio e Servicos em Biociéncias®; DH 45% gordura kcal/kg;
baseado na féormula D12451; Research Diets, Inc.); **Dieta controle (NUVILAB CR1-NUVITAL®; dieta
padrdo 11% gordura kcal/kg). 1Mistura de minerais (9g/Kg de mistura): Na Cl — 139,3 / Kl — 0,79 /
MgS04.7H20 — 57,3 / CaCO3 - 381,4 / MnSO4.H20 - 4,01 / FeS04.7H20 — 27,0 / ZnSO4.7H20 -
0,548 / CuS04.5H20 - 0,477 / CoCl2.6H20 - 0.023 / KH2PO4 — 389,0. 2Mistura de vitaminas (g/Kg
de mistura): Acetato de retinol — 0,6 / Colecalciferol — 0,005 / Acido p-aminobenzdico — 10,00 / I-Inositol
— 10,00 / Niacina — 4,00 / Pantotenato de célcio — 4,00 / Riboflavina — 0,80/ Tiamina HCI — 0,50 /
Piridoxina HCI — 0,50 / Acido félico — 0,20 / Biotina — 0,04 / Vitamina B12 — 0,003 / Sacarose — Q.s.p.
1000. / Colina — 200,0 / Tocoferol — 6,7.

4.4 Tratamento

O tratamento com inulina (Inulin Fructo-Oligosaccharides (FOS); Comfort Click,
United Kingdom) foi realizado do dia 42 a 63 do protocolo nutricional via gavagem
orogastrica (nos grupos FCI e FOI). A inulina foi utilizada na dosagem de 860mg/kg/ml
diluida em PBS (Romo-Araiza, 2018; Milla et al. 2017) conforme dosagens ja descritas
na literatura. A composic¢ao nutricional do composto utilizado compreende a cada 5 g
de composto uma maior parte de fibras: 4,5 K/cal e menor de carboidratos: 0.4 K/cal.
O veiculo se constitui de PBS (salina tamponada com fosfato; pH7,2): a solugéo foi
preparada a partir da diluicdo de 8,18g de NaCl P.A (SIGMA-ALDRICH, USA), 1,98¢g
de Na2HPO4.7H20 P.A. (Vetec Quimica Fina — SIGMA-ALDRICH, Brasil) e 0,269 de



33

NaH2P0O4.H20 P.A. (Vetec Quimica Fina — SIGMA-ALDRICH, Brasil) em agua ultra-
purificada (Milli — Q®) g.s.p. 1000mL. O pH (Sensoglass, Sensores Analiticos —
Modelo SC02) da solucédo foi ajustado para 7,2 com solucbes de HCl e NaOH,
conforme necessidade. A solucéo foi esterilizada por autoclavagdo a 120°C e 1,0
Kg/cm2 durante 20 minutos, conforme protocolo em vigor no Laboratorio de Fisiologia

Cardiovascular.

4.5 Modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipidica (DH)

Para verificar a eficacia da DH (45% de lipideo), em induzir obesidade em
fémeas, neste trabalho foi mensurado o peso corporal final dos animais, assim como
seu ganho de peso semanal e ganho de peso geral. Apés o fim do protocolo
comportamental, os animais de todos 0s grupos experimentais foram submetidos a
dissecacao do tecido adiposo abdominal (TAB), parametrial, retroperitoneal e inguinal.
Os valores expressos desses tecidos, representam um indice importante para
avaliacdo da obesidade neste trabalho. Analises comparativas entre 0os animais que
receberam as diferentes dietas (DC e DH), assim como 0s grupos tratados com o
tratamento dietoterapico com inulina (DCI e DHI) foram propostas através do calculo
do indice de adiposidade (IA) dos animais [obtido pela férmula MG (massa gorda) x
100/PCF (peso corporal final)] previamente estabelecido por nosso grupo de pesquisa
(Abreu et al., 2014; de Noronha et al., 2019).

4.6 Eutanasia e coleta de material biolégico

Apos o fim do protocolo comportamental (realizado no dia 69) os animais foram
anestesiados por via inalatéria com Isoflurano (BioChimico Industria Farmacéutica
LTDA, Lote.1.00063.022, Rio de Janeiro), apds a confirmacdo da auséncia de reflexos
nociceptivos os animais foram rapidamente ajustados a guilhotina e decapitados. O
sangue, tecido adiposo, figado, ovario e encéfalos foram coletados para posteriores
analises. Entre cada eutanasia, todos os equipamentos utilizados foram limpos com

alcool 70% a fim de eliminar residuos de sangue.
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4.7 Avaliacao do ciclo estral e estratificagao do ciclo estral

Por se tratar de um trabalho realizado com fémeas, neste estudo as ratas foram
submetidas a avaliagcdo do ciclo estral via coleta de secrecdo vaginal conforme
protocolo ja descrito (Heykants & Mahabir, 2015). Nessa andlise as células que
revestem a vagina das ratas correspondem aos diferentes niveis de hormonios
circulantes e, portanto, estdo diretamente relacionados ao estado dos o6rgaos
reprodutivos, potencial de ovulacdo e acasalamento (ref.). A identificacdo dos
diferentes tipos celulares e sua propor¢cao nas amostras coletadas se correlacionam
aos quatro periodos hormonais da rata sendo estes: proesto, estro, metaestro e
diestro.

Para a determinacao do ciclo estral, os animais foram segurados através do
dorso e com o auxilio de uma pipeta, foi inserida uma ponteira plastica estéril no
orificio vaginal das ratas com 20 pL de PBS, onde foi possivel a coleta de secrecéo
vaginal. A secrecdo coletada, foi depositada em uma lamina de microscopia
submetida ao protocolo de coloracdo via panotipo rapido (Instant Prov,New Prov
Produtos para laboratério, Lote:1319/ 10287910055,Parana) de acordo com
instrucdes do fabricante, a fim de facilitar a visualizacdo das células no microscopio
em uma objetiva de 40X. ApGs a identificacao e classificacdo do ciclo estral, as fémeas
foram estratificadas em duas fases de estado hormonal: alto horménio (ratas que se
apresentavam na fase estral proesto ou estro, onde ha alto indice circulante de
estradiol e progesterona) e baixo horménio (ratas que se apresentavam na fase estral
metaestro ou diestro, onde ha baixo indice circulante de estradiol e progesterona.
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Figura 5: Fotomicrografia das Laminas referente as fases do ciclo estral dos animais. A) estro, B)
proestro,C) diestro,D) metaestro. Laminas de secre¢éo vaginal, coradas com panotipo rapido, avaliadas
em microscopio 6tico com aumento de 40 X.

4.8 Testes Comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados em uma sala especifica, com
controle de luminosidade (200 lux), ruido (60db) e temperatura (23+ 1 °C). Em relacao
a alta luminosidade utilizada neste trabalho (200 lux) Phoebe et al., (2014),
demostraram em seu estudo que a intensidade da luz ndo afeta a capacidade
exploratdria dos animais testados no LTE. Os animais foram ambientalizados na sala
onde foram realizados os testes, 30 min antes do inicio dos procedimentos. Para
realizacdo dos testes comportamentais, 0os animais foram previamente submetidos ao
manuseio pelo experimentador durante 2 dias consecutivos antes da realizacdo dos
testes, por 5 minutos, realizando assim o processo de habituagéo (Figura XX). Todos
0s aparatos foram limpos com alcool 20% a cada troca de animal, para eliminacao de

estimulos olfatorios.
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Figura 6: Desenho esquematico do modo de manuseio do animal pelo experimentador durante os testes
comportamentais

Fonte: Figura criada utilizando a plataforma Mind the Graph (www.mindthegraph.com).

4.8.1 Labirinto em T-elevado (LTE)

Descrito inicialmente por Graeff em 1994, o LTE € composto por trés bracos
de iguais dimensdes (50cm de comprimento x 12cm de largura), sendo o braco
fechado circundado por paredes de 40 cm de altura e perpendicular a dois bracos
abertos, estes circundados por uma protecado acrilica de 1 cm de altura nas bordas,
para evitar quedas dos animais durante o experimento. Os bragos ficam elevados
cerca de 50 cm do chéo, favorecendo um ambiente aversivo aos animais. O animal
guando inserido no braco fechado ndo observa o braco aberto do aparato, fazendo
gue o comportamento exploratorio seja ativado. No entanto, o braco aberto parece ser
uma experiéncia aversiva aos animais, ja que os roedores possuem um medo inato a
altura e a ambientes abertos. Deste modo o LTE, busca investigar alteragcdes nos
comportamentos defensivos relacionados com a esquiva inibitéria (comportamento do
tipo ansiedade) e fuga (comportamento do tipo panico).

A exposigao consecutiva, nas esquivas, busca avaliar o comportamento do tipo
ansiedade assim como exercer uma funcéo de aprendizado nos animais, uma vez que
se espera que o animal aumente seu tempo de laténcia entre as esquivas, e procure
a evitar a inibicho se colocado repetidamente dentro do braco fechado.

Contralateralmente, quando o animal € colocado no final de um dos bracos abertos
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ele pode se mover rapidamente em direcdo ao braco fechado, presumivelmente
realizando uma resposta de fuga do ambiente no qual pra ele representa aversividade,
caracterizando desde modo a avaliagdo do comportamento do tipo panico.

Os animais passaram pelo processo de pré-exposicdo no aparato no dia
anterior ao dia do teste, onde foram expostos ao braco aberto do aparato durante 30
minutos, possuindo livre acesso de exploragéo ao braco aberto. O teste padrao no
LTE foi realizado a partir de trés exposi¢coes (esquivas) consecutivas ao brago
fechado, seguida por trés exposicdes (tentativas) ao braco aberto do aparato, com
tempo maximo para cada tentativa de 300s. Cada esquiva/tentativa foi cronometrada

e os dados foram tabulados para analises posteriores

A B

50 cm

Figura 7: Desenho esquematico do aparato LTE. A) Visao superior do aparato LTE. B) Visao lateral do

aparato LTE.
Fonte: Figura criada utilizando a plataforma Mind the Graph (www.mindthegraph.com).

4.8.2 Caixa Claro/Escuro

A caixa claro/escuro utilizada nos testes foi feita de acordo como o descrito por
Crawley and Goodwin, 1980. O aparato é composto por uma caixa que possui dois
compartimentos de acrilico, um feito com material transparente (claro) e outro feito
com material preto e opaco (escuro). Os dois compartimentos sdo conectados por
uma pequena abertura de cerca de 10 cm, permitindo que os animais transitem entre

ambos os lados.
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O teste da caixa claro/escuro baseia-se na investigacdo do comportamento
inato de aversao dos roedores a areas iluminadas, e na capacidade espontanea de
exploracéo de roedores em reposta a estressores leves (ambiente novo e iluminagao).
Uma situacdo natural de conflito ocorre quando o animal é exposto ao ambiente nao-
familiar ou a novos objetos, tal conflito ocorre principalmente pela tendéncia natural &
exploracdo dos roedores e a tendéncia inicial de evitar locais ndo familiares (neofobia).
A atividade exploratéria de roedores na caixa claro/escuro reflete um efeito combinado
dessas duas tendéncias, além disso, 0 aumento nas transi¢cdes entre ambos os lados
e 0 aumento do tempo de permanéncia na parte clara do aparato sugere indices de
atividade ansiolitica (Bourin and Hascoet, 2003).

Nesse experimento os animais foram inseridos individualmente na CCE, na
parte escura da caixa. ApOs este periodo, 0os animais tiveram livre acesso para
explorar a caixa por 300 segundos. O tempo que o animal gastou em cada um dos
compartimentos foi anotado, assim como o0 niumero de vezes que o animal atravessou

de um lado para o outro com as quatro patas foi analisado.

|

Figura 8: Desenho esquematico do aparato claro escuro.

Fonte: Figura criada utilizando a plataforma Mind the Graph (www.mindthegraph.com

4.8.3 Campo Aberto

O teste do Campo Aberto foi utilizado para analisar a atividade locomotora dos
animais. O aparato se apresenta de maneira geral como uma caixa quadrada (60cm
L x 40 cm A x 60 cm P) com paredes e fundo escuros, subdividido em centro e
periferia, através de quadrantes. Neste teste o animal foi inserido no centro do aparato
com livre exploracdo e a mensuragao de quantos quadrantes foram percorridos em

um tempo maximo de 300 segundos.
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Figura 9: Desenho esquematico do aparato campo aberto.

Fonte: Figura criada utilizando a plataforma Mind the Graph (www.mindthegraph.com).

4.9 Ensaios Bioldgicos

4.9.1 Andlise de ions

Uma aliquota de 200 uL de sangue foi coletada diretamente do coracdo dos
animais, e analisada imediatamente no gasdmetro (Nova Biomedical, Waltham,

Massa, EUA) para a avaliacdo dos ions metabdlicos.

4.9.2 Analise do perfil lipidico

A concentracdo de colesterol total e triglicérides no plasma sanguineo dos
animais foi determinada via método enzimético colorimétrico através do uso de kits
comerciais especificos (Bioclin®, Quibasa). Para realizacdo das dosagens, pipetou-
se 10 pL de amostra e posteriormente 1mL do reagente disponivel no kit em tubos de
polipropileno, a seguir as amostras foram colocadas em banho maria em uma
temperatura de 37°C por 10 minutos e posteriormente realizou-se a leitura em

espectrofotbmetro como um comprimento de onda de 500 nm.
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4.9.3 Anélise do desbalanc¢o redox hepético

Proteinas Totais

A analise de proteinas foi realizada no sobrenadante do homogeneizado
hepatico de acordo com o método de Lowry et al. (1951). O principio do método
baseia-se na reducdo do reagente de Folin Ciocalteau, ao reagir com aminoacidos
aromaticos, catalisada por ions cobre, em meio alcalino, formando uma coloracéo
azul. Para a realizacdo da dosagem, foram adicionados 10 pyL de amostra ou padrao
em tubos de polipropileno, e completados para 100 uL com agua destilada. O branco,
usado para zerar o espectrofotdmetro, foi feito apenas com 100 pL de agua destilada.
Posteriormente adicionou-se 1 mL do reagente C em todos os tubos (incluindo branco
e padrdes). A mistur foi agitada no vortex e mantida a temperatura ambiente por 15
minutos. Em seguida foi adicionado em cada tubo 100 pL do reagente D. O volume
foi misturado e incubado a temperatura ambiente, no escuro, por 30 minutos. Em
seguida, realizou-se a leitura em espectrofotbmetro a 660nm. Apds a analise de
regressdo linear dos pontos com concentracdo conhecida de albumina, foi
determinada a equacéo da reta e esta foi utilizada para determinar a concentracao de

proteinas no homogenato hepatico.

Atividade da Superéxido Dismutase

A atividade de superéxido dismutase (SOD) foi mensurada no homogeneizado
tecidual hepatico através do meétodo descrito por Marklund e Marklund (1974). O
método se baseia na capacidade da SOD em inibir a auto-oxidacdo do reagente
pirogalol. Os reagentes de trabalho utilizados foram: fosfato de potassio monobasico
(KH2POA4), fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4), Pirogalol e MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2H] - 2,5- difenilterazolio) e Dimetilsulféxido (DMSO). Para a realizacao
da dosagem, fragmentos de 100 mg de tecido hepatico foram homogeneizados com
500uL tampéo fosfato (pH 7,0), em seguida, centrifugados por 10 minutos a 12000
rpm a 4°C. O sobrenadante obtido apos a centrifugacéo foi pipetado em placa de 96
pocos seguido a adicdo dos reagentes e suas respectivas concentracdes de acordo

com protocolo vigente do laboratério.
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A placa foi incubada por 5 minutos a 37°C, logo ap6s 150 uL de DMSO foram
adicionados para parar a reacdo. Posteriormente a placa foi lida em espectrofotémetro
de placas a 570nm. Apés a leitura da placa o valor de absorbancia foi convertido em
unidade de SOD pela subtragdo do valor de absorbancia da amostra pelo valor do
branco, seguido pela diviséo desse valor pelo encontrado na subtracdo do padréo pelo

branco. O resultado foi representado em U/mg de proteina.

Atividade da Catalase

A atividade de Catalase (CAT) foi mensurada através do método descrito por
Aebi (1984) a partir do decréscimo de H202 a uma absorbancia de 240 nm. O método
€ baseado na decomposi¢do enzimatica do H202 em um intervalo de 60 segundos
por espectrofotometria. Para a preparacdo das amostras 100 mg do tecido hepético
foram homogeneizados com 1 mL de tampéo fosfato 0,1M (pH 7,2) em seguida, as
amostras foram centrifugadas por 10 min a 10000 x g a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e utilizado como amostra biolégica. Inicialmente foram utilizados os seguintes
reagentes para o preparo do tampao fosfato: cloreto de sédio (NaCl), fosfato de sddio
dibasico (Na2HPO4) e fosfato de potassio monobasico (KH2PO4), os sais foram
diluidos em &gua destilada e mantidos na geladeira. No momento da andlise foi
utilizado 25 mL de tampao, que foram misturados com 40 pL de peroxido de
hidrogénio. Apds o preparo dos reagentes foi iniciada a leitura em espectrofotdmetro.
O tampao com o peroxido foi aliquotado juntamente com cada amostras em cubeta
de quartzo (970 pL e 30 yL, respectivamente) e lidos a 240 nm durante 60 segundos,
com registros a cada 10 segundos. A atividade da catalase foi determinada pela
diminuic&o da absorbancia a 240nm, de acordo com a Lei de Lambert Beer, onde 1 U
equivale a 1ymol de hidrolise de H202 por minuto, por mL.

Anélise de substancias reativas ao Acido Tiobarbitarico (TBARS)

O ensaio para a analise de peroxidacéo lipidica foi realizado através do método
descrito por Buege e Aust (1978). Esse método se baseia na capacidade do acido
tiobarbiturico (TBA) se ligar a lipideos oxidados. Para a realizagéo da anélise, 200 uL
do homogeneizado tecidual hepatico, adicionado de 300 pL de solucdo tampéo (KPE)
foram pipetados em tubo criogénico. Posteriormente 250 puL de solucdo de acido
tricloroacético (TCA 28% p/v dissolvido em acido cloridrico), 250 uL de TBA 1%
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dissolvido em &cido acético 1:1 e 125 pL de bultil hidroxitolueno (BHT) 5 Mm dissolvido
em etanol foram adicionados. Em seguida, o tubo foi levado ao voértex e colocado em
banho-maria a 95°C por 15 minutos. Apos serem resfriadas em banho de gelo por 5
minutos, o material foi centrifugado por 10 minutos a 13000 rpm. O sobrenadante foi
lido em espectrofotdmetro a 535 nm. A concentragdo de TBARS foi determinada
utilizando o coeficiente de extingdo molar ((= 1,56 x 105 L x mol-1 x cm -1), seguindo

a lei de Lambert Beer.

Proteina Carbonilada

Para a determinacdo de proteina carbonilada foi utilizado um protocolo
adaptado do método descrito por Reznick e Packer (1994). 500 pL do homogeneizado
hepéatico foi transferido para tubos de polipropileno e adicionados 500 pL de TCA 10%,
misturou-se no voértex e em seguida as amostras foram centrifugadas por 10 minutos
a 5000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi misturado com 500 pL
de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). As amostras foram mantidas em temperatura
ambiente e no escuro, por uma hora e a cada 15 minutos eram misturadas no vértex.
Ao final do periodo foi acrescentado 500 pL de TCA e as amostras foram novamente
centrifugadas por 10 minutos a 5000 rpm.

O sobrenadante foi descartado e 1 mL da mistura de etanol/acetato de etila
(1:1) foi adicionado aos tubos e misturados no vértex e novamente centrifugados, essa
etapa da reacéo foi repetida por duas vezes. Apés a segunda lavagem com a solucao
de etanol/acetato de etila 0 sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1 mL de
Dodecil sulfato de sédio (SDS) 6% misturou-se no vortex e centrifugou-se a 10000
rpm por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram lidos no espectrofotometro a 370

nm.
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5. ANALISES ESTATISTICAS

Comparacdes estatisticas e graficos foram gerados a partir dos pacotes
estatisticos GraphPad Prism (versdo 6.01, GraphPad Inc., La Jolla, CA, USA). Para
as analises dos dados da confirmacdo da inducdo de obesidade, metabdlicos, do
status redox hepético e das alteracdes comportamentais testadas na CCE e no CA,
analises ANOVA de dois fatores foram realizadas considerando a dieta (DC ou DH) e
o tratamento (veiculo ou inulina) como variaveis, seguidas de pos teste de Fisher’s
(LSD). Para as andlises dos dados comportamentais no LTE, analises ANOVA de
medidas repetias foram realizadas, considerando as esquivas e as tentativas de cada
animal, seguidas de pos teste de Fisher’s (LSD). Os valores foram expressos como
média £ EPM, e analisadas por meio de ANOVA dois fatore seguido de pos teste
Fisher’s LSD, com p < 0.05.
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6 RESULTADOS

5.1 O consumo de dieta hiperlipidica por nove semanas é eficiente em induzir
obesidade em ratas Wistar, e o tratamento dietoterapico com inulina contem a

progressao do aumento de massa gorda.

O consumo alimentar dos animais foi medido durante todo protocolo nutricional
(9 semanas), do dia 0 ao dia 35, os animais receberam apenas a dieta controle (DC;
11% de gordura) ou dieta hiperlipidica (DH; 45% de gordura). Em relacdo ao consumo
de racdo e ao consumo calérico ndo obtivemos diferenca significativas entre os
grupos. Apoés o inicio do tratamento com inulina (do dia 42 ao dia 63), o teste ANOVA
de dois fatores identificou uma diferenca significativa entre a dieta [F (3, 32) = 35,52; p
< 0.0001] e os tratamentos (veiculo e a inulina) [F (3, 32) = 48,62; p < 0.0001]. O pos
teste de Fisher LSD mostrou que os animais que receberam DH e foram tratados com
veiculo apresentaram um aumento significativo (p<0,05) do consumo alimentar de
racao e do consumo em kcal em relacdo aos animais que receberam dieta controle e
veiculo.O tratamento com inulina aumentou significativamente (p < 0.0001) o consumo
de racdo e consumo em kcal dos animais controle em relacdo aos demais grupos,
contudo o aumento significativo (p<0,05) se manteve no consumo de kcal apenas nas
medidas 49 e 63. A inulina ndo impactou o consumo alimentar dos animais que

receberam DH.
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Figura 10: Efeito da DH e do tratamento com inulina sobre o consumo alimentar e calérico por semana
nos animais induzidos a obesidade. A) Consumo de racdo/semana; fémea controle (n=24) e fémea
obesa (n=26). B) Consumo de racdo/semana; fémea controle PBS (n=12); fémea obesa PBS (n=14);
fémea controle inulina (n=12) e fémea obesa inulina (nN=12). a- Diferenca estatistica entre os
tratamentos dietéticos das fémeas controle (FC) vs. fémea obesa (FO), c- Diferenca estatistica entre
0s grupos tratados com veiculo ou inulina; fémea controle (FC) vs. fémea controle inulina (FCI) e b-
Diferenca significativa entre ambos tratamentos e grupos grupos. C) Consumo em kcal/dia, fémea
controle (n=24) e fémea obesa (n=26). D) Consumo em kcal/dia. Valores expressos em média = EPM,
considerando o nivel de significAncia p<0,05. Analise feita por ANOVA de dois fatores, seguida por pés-
teste de Fisher LSD.

Os animais obtidos apresentavam peso inicial similar, e foram distribuidos entre
0s grupos experimentais de forma randomica. Apos o dia 35 os animais foram
submetidos ao tratamento com veiculo (PBS) ou inulina até o final do protocolo
dietético no dia 63. O teste ANOVA de dois fatores mostrou diferenca significativa
entre a dieta [F (1, 288) = 29,50; p <0.0001], o tempo de protocolo nutricional [F (s, 288) =
651,9, p <0.0001] assim como na interacdo entre a dieta X o tempo de protocolo

nutricional [F (1, 288) = 29,50; p <0.0001].0 pés teste de Fisher LSD, evidenciou que 0s
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animais que receberam a DH apresentaram um aumento significativo no ganho de
peso (p< 0,0001) ponderal do dia 21 ao dia 35 do protocolo nutricional (Figura 11).

Em relacdo ao ganho de peso a partir do inicio do tratamento seja este com
veiculo (PBS) ou inulina, o teste ANOVA de dois fatores demostrou uma diferenca
significativa entre a dieta [F (3, 184) = 12,65, p <0.0001] e o tratamento [F (3, 184) = 15,16,
p <0.0001]. O pos teste de Fisher mostrou que os animais que receberam DH e veiculo
(PBS) apresentaram aumento significativo no ganho de peso nas semanas 42,54 e 63
(p=0.0428; 0.0119 e 0.0310) em relacédo aos animais que também receberam veiculo
(PBS) e associado a DC . O tratamento com inulina ndo impactou o ganho de peso
dos animais que receberam DH, contudo os animais que receberam DH e inulina
tiveram um aumento significativo do ganho de peso do dia 42 ao dia 54 (p=0.0021;
0.0090 e 0.0087) quando comparados aos animais que receberam dieta controle e
também inulina como tratamento (Figura 11).

ApGs o protocolo nutricional de nove semanas, o teste ANOVA de dois fatores
evidenciou uma diferencga significativa no peso final dos animais [F (1, 46)= 7,130; p
<0.0104]. O pos teste de Fisher mostrou que os animais que receberam DH/PBS
apresentaram um aumento significativo do peso final (p=0.0372) em comparagao aos
animais que receberam a DC/PBS. No entanto os animais que foram submetidos ao
tratamento com inulina a partir do dia 35 do protocolo nutricional ndo apresentaram
diferenca significativa em relacdo ao peso final. Nao houve diferenca estatistica entre

0s animais que receberam DC/PBS e DCl/inulina (Figura 11).
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Figura 11: Efeito do consumo de DH/inulina sobre o ganho ponderal e peso final dos animais. A) Peso
Final dos animais submetidos ao protocolo nutricional e ao tratamento dietético com inulina. * Diferenca
estatistica entre os grupos Fémea Controle PBS (n=12) e Fémea Obesa PBS (n=14), ANOVA de dois
fatores, com pés teste de Fisher LSD B) Ganho de peso dos animais do dia 0 ao dia 35, a- Diferenca
estatistica entre os grupos: FEmea Controle (n=24) e Fémea Obesa (n=26). C) Ganho de peso ponderal
dos animais apos inicio do tratamento com Veiculo (PBS) ou inulina, a- Diferenca estatistica entre os
grupos: Fémea Controle PBS e Obesa PBS e c- Diferenca estatistica entre os grupos Fémea Obesa
Inulina e Fémea Controle Inulina, (ANOVA medidas repetidas, poés-teste de Fisher); FEmea Controle
PBS (n=12); Fémea Obesa PBS (n=14); Fémea Controle Inulina (n=12) e Fémea Obesa Inulina (n=12).
Valores expressos em média + EPM, considerando o nivel de significancia p<0,05. Andlise feita por
ANOVA medidas repetidas, seguida por pds-teste de Fisher LSD.

Apos o fim do protocolo nutricional de 63 dias, os animais que receberam DH e
PBS apresentaram um aumento significativo do ganho de peso (p=0.009), dos tecidos
abdominais brancos [TAB; retroperitoneal, parametrial e inguinal (p < 0.0001)] e do
indice de adiposidade (p=0.0013) quando comparados aos animais que receberam
dieta controle e PBS. Os animais que receberam DH/inulina apresentaram um
decréscimo significativo dos TAB (parametrial p= 0.0056 e inguinal p= 0.0005), e do
indice de adiposidade (p=0.0057) quando comparados aos animais que receberam

DH/PBS. O tratamento com inulina também foi capaz de reduzir significativamente o
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indice de adiposidade (p=0.0111) dos animais que receberam DC quanto comparados

aos animais que receberam DC/PBS (Tabela 3).

Parametros

FC
(n=12)

FO
(n=14)

FCI
(n=12)

FOI
(n=12)

ANOVA de
dois

fatores

Ganho de Peso

133 +4,23

1579+
6,502

138,5 +3.49

147,5+4,51

[F (1, 46) =
11,36,
p=0.0015]

TAB- Retroperitoneal

2.64 +0,20

2.88 +0.272

1.43+0,10

2.79+0.18

[F (1, 46) =
51,03, p
<0.0001]

TAB- Parametrial

1,75+0,17

5,99 +1.05%

1.58 £0.11

3.50 +0,29°

[F (1, 46) =
24,98, p
<0.0001]

TAB- Inguinal

0.63 +0,06

1.53 +0.17°

0.68 +0.05

0.89 +0.11°

[F (1, 46) =
20,57, p
<0.0001]

Indice de Adiposidade™

2,64 £0,20

3,99 +£0,432

1,57 £0.072

2.85 +0,20°

F (1, 46) =
21,66, p
<0.0001]

Tabela 2: Efeito do consumo de DH e do tratamento com inulina sobre os tecidos abdominais brancos
dos animais induzidos a obesidade. a- Diferenca significativa entre os grupos Fémea Controle (FC)
(n=12) vs. Fémea Obesa (FO) (n=14), a- Diferenca significativa entre os grupos Fémea Controle (FC)
vs. Fémea Controle Inulina (FCI) (n=12) e b- Diferenca significativa entre os grupos Fémea Obesa (FO)
vs. Fémea Obesa Inulina (FOI) (n=12). Valores expressos em média + EPM, considerando o nivel de
significancia p<0,05. Analise feita por ANOVA de dois fatores, seguida por pos-teste de Fisher LSD.

** Massa gorda (parametrial + retroperitoneal + inguinal) (g) + peso corporal final (g) x 100
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5.2 O consumo de dieta hiperlipidica associada ao tratamento dietoterapico com

inulina induz alteragdes metabdlicas e lipidicas em ratas induzidas a obesidade

A obesidade em ratas que receberam tratamento com veiculo (DH/PBS)
aumentou significativamente (p<0,05) a concentracdo sanguinea do ion calcio
(Ca**;), e uma reducdo também de forma significativa (p<0,05) dos niveis de Na+, Cl,
Mg e bilirrubina quando comparadas as ratas controle tratadas com veiculo (CD/PBS).
O tratamento com inulina em ratas controle foi capaz de aumentar de forma
significativa (p<0,05) os valores de Ca++, bilirrubina e de reduzir os niveis de Na, Cl
e gquando comparadas as ratas controle que receberam o veiculo como tratamento.
Em relagdo as ratas obesas tratadas com inulina, observou-se uma redugao
significativa (p<0,05) de Na+ e o aumento dos valores de Mg como descrito na tabela
3

ANOVA
Parametr FC FO FCI FOI Unidade de dois
0s (n=12) (n=12) (n=11) (n=12) Fatores
Na + 147,3 + 137,7 + 138,7 + 132,8+ mmol/l  [F(1,43)=
0,01 0,532 0,422 0,69° pzlf(? ’(?(’)1]
K 4,49 + 4,85 + 4,88 + 5,40 + mmol/l  [F(1,43) =
0,21 0,11 0,09 0,28 0,1773,
p=0.017]
Cl 109,2 + 106,8 + 106,7 + 107,4 + mmol/l  [F(1,41)=
0,98 0,512 0,202 0,48 pzsdi?o?’dz]
Ca++ 1,12+ 1,31+ 1,39+ 1,35+ mmol/I [F(1,43)=
0,07 0,03° 0,018 0,01 020.000]
Mg 0,53 + 0,42 + 0,52 + 0,49 + mmol/l  [F(1,43) =
14,25,
0,01 0,212 0,02 0,02° p=0.0005]
Bilirrubina 10,53 + 4,16 + 6,74 + 5,78 + mg/d [F(1,43)=
0,49 0,672 0,652 0,93 fg.’ggéf]

Tabela 3. Efeito da obesidade e do tratamento com inulina sobre os pardmetros metabdlicos de ratas
wistar. a- Diferenca significativa entre os grupos Fémea Controle (FC) (n=12) vs. FEémea Obesa (FO)
(n=14), a- Diferenca significativa entre os grupos Fémea Controle (FC) vs. Fémea Controle Inulina (FCI)
(n=12) e b- Diferenca significativa entre os grupos Fémea Obesa (FO) vs. Fémea Obesa Inulina (FOI)
(n=12). Valores expressos em média + EPM, considerando o nivel de significancia p<0,05. Analise feita
por ANOVA de dois fatores, seguida por pos-teste de Fisher LSD. Na+ (Sodio), K (potassio), Cl (cloreto),
Ca++ (calcio), Mg (magnésio).
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O quadro de obesidade instalado pelo consumo de DH por 63 dias, foi capaz
de alterar o perfil lipidico das ratas. O teste ANOVA de dois fatores indicou um
diferenca na interacdo entre dieta X tratamento colesterol total [F (1, 39) = 6,410;
p=0.0155] e no valor de triglicérides entre a dieta [F (1, 35) = 17,05,p=0.0002], o
tratamento [F (1, 35 = 9,820; p=0.0035] e a interagéo entre a dieta X tratamento [F (,
35 = 17,23; p=0.0002]. O pos teste de Fisher demostrou que os animais induzidos a
obesidade apresentaram uma reducéo significativa do colesterol total (p = 0.043) e do
nivel de triglicérides (p < 0.0001) quando comparados aos animais que receberam
DC. O tratamento com inulina ndo modificou esse parametro nas ratas obesas, mas
nas ratas controle foi capaz reduzir os valores de colesterol total (p=0.014) e
triglicérides (p < 0.0001) (Figura 12).

Colesterol Total Triglicérides
254 300+
204 T
a 2004
3 — =
=1 o a
= 101 © 100 o
5
0 T T 0 T T
FC FO FCl FoI FC FoO FCl

Figura 12: Efeito do consumo de DH isolada e em associa¢édo ao tratamento com inulina sobre o perfil
lipidico dos animais. A) colesterol total, *Diferenca significativa entre os grupos Fémea Controle (FC)
vs. Fémea Obesa (FO), # Diferenca significativa entre os grupos Fémea Controle (FC) vs. Fémea
Controle Inulina (FCI). FC n= 11; FO n=12; FCI n=12 e FOI n= 8. B) Triglicérides, * Diferenca
significativa entre os grupos Fémea Controle (FC) vs. Fémea Obesa (FO), # Diferenca significativa
entre os grupos Fémea Controle (FC) vs. FEmea Controle Inulina (FCI). FC n=8; FO n=13; FCI n=9 e
FOI n=9. Valores expressos em média + EPM considerando p < 0.05. Analise feita por ANOVA de dois
fatores, seguida por pos-teste de Fisher LSD.
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5.3 O consumo de dieta hiperlipidica atua sobre os niveis de SOD e de CAT em

tecido hepatico em ratas induzidas obesidade.

Apés a extracdo do tecido hepético dos animais, foi realizada a analise
bioquimica do sistema antioxidante através da mensuracao da atividade das enzimas
SOD e CAT. Em relacédo a CAT, o teste ANOVA de dois fatores demonstrou diferenca
significativa em relagéo a dieta [F (1, 38) = 64,54, p= <0.0001] e ao tratamento [F (1, 3s)
= 10,75, p=0.0022] dos animais estudados. O pos teste de Fisher evidenciou uma
reducdo significativa (p= <0.0001) da atividade da CAT nas fémeas obesas que
receberam veiculo como tratamento assim como dos animais controle que receberam
inulina como tratamento (p=0.0148). O tratamento com inulina nas fémeas obesas
também reduziu de forma significativa (p=0.0449), os niveis da atividade da CAT
(Figura 13).

Frente aos paramentos de dano hepéatico mensurados (TBARS e Proteina
Carbonilada) o teste ANOVA de dois fatores observou apenas uma diferenca
significativa em relagédo a dieta [ F (1, 44) = 4,725, p=0.0352] nos niveis de proteina
carbonilada, contudo o pos teste de Fisher ndo foi capaz de evidenciar diferenca
significativa nos grupos experimentais. Em relacdo aos niveis de TBARS nédo se
obteve diferenca significativa em nenhuma das variaveis estudadas (Figura 13).
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Figura 13: Andlise da atividade de enzimas do sistema antioxidante e produtos de peroxidacao lipidica
e proteica no figado. A) Analise da atividade da enzima SOD, a- Diferenca significativa entre os grupos
Fémea Controle (n=10) vs. Fémea Obesa (n=11) e b- Diferenca significativa entre os grupos Fémea
Obesa (n=11) vs. Fémea Obesa Inulina (n=12). FEémea Controle Inulina (n=12). Analise da atividade da
enzima CAT, a- Diferenca estatistica entre os grupo Fémea Controle (n=10) e Fémea Obesa (n=10) e
entre os grupos Fémea Controle e Fémea Controle Inulina (n=10), b- Diferenca estatistica entre os
grupos Fémea Obesa e Fémea Obesa Inulina (n=12).C) Analise da Proteina Carbonilada. D) Andlise
da concentragédo de TBARS. Valores expressos em média + EPM considerando p < 0.05. Analise feita
por ANOVA de dois fatores, seguida por pds-teste de Fisher LSD. Abreviacdes: SOD: Superoxido
Dismutase, CAT: Catalase e TBARS: Substancias reativas ao acido tiobarbitirico

5.4 Influéncia da obesidade induzida pela dieta hiperlipidica e do estado
hormonal sobre as respostas defensivas comportamentais do tipo ansiedade e

panico testadas no Labirinto em T elevado

Os animais foram submetidos ao teste comportamental LTE, onde a analise
ANOVA de medidas repetidas identificou uma diferenca significativa referente as
esquivas dentro dos grupos [F (2, 48) = 8,641; p= 0,0006], indicando uma aprendizagem

ao longo das tentativas. O p0s teste de Fisher's LSD mostrou uma diferenca
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significativa no aumento do tempo entre as esquivas dos animais FC, evidenciado
entre a LB vs. E2 (p=0,0002) e entre a E1 vs. E2 (p=0.0025) Nao houve diferenca
entre as esquivas dos animais obesos, o que pode indicar alteracdo da aprendizagem
ao longo das tentativas. Em relacdo a andlises entre os grupos, foi identificado
reducdo significativa do tempo de laténcia dos animais obesos na E2 quando
comparados aos animais E2- FC vs. E2- FO (p=0,0429), sugerindo que 0s animais
obesos: 1) ndo aprenderam a esquivas do braco fechado, e 2) a dieta hiperlipidica em
fémeas induz respostas ansioliticas. (Figura 14)

Em relacdo ao comportamento de fuga, o teste ANOVA de medidas repetidas
mostrou proximidade da diferenca estatistica quanto ao tempo de fuga dentro dos
grupos [F 2,48 = 3,112 p= P = 0,0536], contudo o pas teste de Fisher LSD demonstrou
uma diferenca significativa no aumento do tempo de laténcia dos animais obesos entre
F1 vs. F3 (p=0.0368), o que refor¢ca o papel ansiolitico da DH em fémeas (Figura 14).
N&o foram encontradas diferencas estatisticas entre a interacéo dieta X tentativas.

150 200 - .

[ Fémea Controle
Fémea Obesa

b 150 b |

100 1

1001
=]

50 4
Jem 1R 1 ﬁ |
LB E1 F1 F2 F3

E2

Laténcia (s)
Laténcia (s)

Figura 14: Labirinto em T elevado. A) Tempo gasto pelos animais em sair do brago fechado em trés
exposicdes. B) Tempo gasto pelos animais em sair do braco aberto em trés tentativas. a-Diferenca
significativa entre os grupos Fémea Controle (n=12) (FC) vs. Fémea Obesa (n=14) (FO), b- Diferenca
significativa entre as tentativas dentro do préprio grupo. Valores expressos em média £ EPM, nivel de
significancia p<0,05. Dados analisados via ANOVA medidas repetidas, pés-teste de Fisher. LB (Linha
de Base); E1 (Esquiva 1); E2 (Esquiva 2); F1 (Fuga 1); F2 (Fuga 2) e F3 (Fuga 3).

Para investigar o papel dos hormbnios sexuais de fémeas no diferentes
comportamentos fisiol6gicos gerados pelo LTE, realizou-se estratificagdo dos animais,
seguindo os paramentos de estado hormonal, os resultados referentes aos animais
gue se encontravam no estado hormonal alto hormonio (que engloba as fases do ciclo
estral proestro e estro), ndo apresentaram nenhuma diferenga significativa entre a
dieta e 0 estado hormonal no teste ANOVA de medidas repetidas [ F= (2,12) = 2.119;

p= 0.1629]. Em relacdo ao comportamento de fuga também n&o se identificou
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nenhuma diferenca significativa referente a dieta e o estado hormonal dos animais no
teste ANOVA medidas repetidas (Figura 15).

Ja em relacéo aos resultados referentes aos animais que se encontravam em
baixo hormdnio (fase do ciclo estral metaestro e diestro) no dia do teste, o teste
ANOVA de medidas repetidas demostrou uma diferenga significativa entre as
esquivas [F (2, 32) = 6,676; p=0.0038] dos animais FC- baixo hormonio e FO-baixo
hormonio. O pos teste de Fisher mostrou um aumento significativo do tempo de
laténcia dos animais controle entre as esquivas, e 0 poOs teste indicou diferenca entre
LB vs. E2 (p=0.0067) e E1 vs. E2. (p=0.0150). Nao houve diferenca significativa entre
as esquivas dos animais FC-BH X FO-BH (Figura 15).

No comportamento de fuga, as fémeas que se encontravam em baixo hormonio
no dia do teste, apresentaram diferenca significativa no teste ANOVA medidas
repetidas referente as tentativas [F (2, 32) = 10,36; p=0.0003]. O pés teste de Fisher
evidenciou uma diferenca significativa entre as tentativas tanto das FC-BH (F1 vs. F3
(p=0.0251) e F2 vs. F3 (p=0.0454)) quanto das FO-BH (F1 vs. F2 p=0.0155) e F1 vs
F3 (p=0.0002)). N&ao foram encontradas diferencas significativas em relagcéo a dieta,

o estado ou hormonal ou a interacdo de ambos (Figura 15).
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Figura 15: Labirinto em T elevado. A) Tempo gasto pelos animais em sair do braco fechado em trés
exposicdes e tempo gasto pelos animais em sair do braco aberto em trés tentativas em animais em alto
estado hormonal no dia do teste Fémea Controle- Alto Horménio (n=4) (FC-AH) vs. Fémea Obesa- Alto
Hormonio (n=4) (FO-BH), # Diferenca significativa entre as tentativas dentro do préprio grupo. B) Tempo
gasto pelos animais em sair do braco fechado em trés exposi¢cdes e Tempo gasto pelos animais em
sair do braco aberto em trés tentativas em animais em Baixo estado hormonal no dia do teste. b e ¢
Diferenca significativa entre as tentativas dentro do préprio grupo. Fémea Controle- Baixo Hormdnio
(n=8) (FC-BH) e Fémea Obesa-Baixo Hormonio (n=10) (FO-BH). Valores expressos em média + EPM,
considerando o nivel de significAncia p<0,05. Analise feita por ANOVA de medidas repetidas, seguida
por pOs-teste de Fisher LSD. Abreviacdes: LB (Linha de Base); E1 (Esquiva 1); E2 (Esquiva 2); F1
(Fuga 1); F2 (Fuga 2) e F3 (Fuga 3)



55

5.5 Efeito do tratamento com inulina sobre as respostas defensivas
comportamentais do tipo ansiedade e panico e atividade locomotora de ratas

induzidas a obesidade

O tratamento com inulina foi capaz de exercer efeito sobre as respostas
defensivas comportamentais dos animais, o teste ANOVA medidas repetidas mostrou
uma diferenca significativa em relacdo as esquivas [F (2, 40) = 4,723; p=0.0144] dos
animais controle. Deste modo o pos teste de Fisher evidenciou um aumento da
laténcia entre as tentativas dos animais controle que receberam veiculo como
tratamento LB vs. E2 (p=0.0078) e E1 vs. E2 (p=0.03150) (Figura 16). O teste ANOVA
de medidas repetidas ndo mostrou diferenca significativa entre o tratamento, ou entre
a interacdo tratamento X esquivas. Em relacdo ao comportamento de fuga dos
animais nao foi encontrada nenhuma significancia entre as variaveis.

O teste ANOVA de medidas repetidas ndo foi capaz de evidenciar uma
diferenca significativa nos animais obesos que receberam tratamento com inulina em
relacdo as esquivas, ao tratamento ou a interacdo esquivas X tratamento. Ja em
relacdo ao comportamento do tipo fuga, o teste de anova medidas repetidas
demostrou uma diferenca significativa referentes as tentativas [F (2, 48 = 5,812;
p=0.0055] entre as fémeas obesas-veiculo e obesa-inulina. O pos teste de Fisher
mostrou uma diferencga significativa no aumento do tempo de laténcia desses animais
entre as tentativas, Fémea Obesa- FO (F1 vs. F3, p=0.0184) e Fémea Obesa Inulina-
FOI (F1 vs. F3, p=0.0242) (Figura 16).
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Figura 16: Efeito do tratamento com inulina em ratas induzidas a obesidade. A) Tempo gasto pelos
animais em sair do braco fechado em trés exposicdes; B) Tempo gasto pelos animais em sair do brago
aberto em trés tentativas. Fémea Controle (n=12) e Fémea Controle Inulina (n=10). b- Diferenga
significativa entre as esquivas dentro do proprio grupo. C) Tempo gasto pelos animais em sair do braco
fechado em trés exposicdes,.c- Diferenca significativa entre os grupos Fémea Obesa (n=14) e Fémea
Obesa Inulina (n=12) B). Tempo gasto pelos animais em sair do bra¢o aberto em trés tentativas. Valores
expressos em média £+ EPM * ou # nivel de significancia p<0,05. Dados analisados via ANOVA de
medidas repetidas, pds-teste de Fisher. Abreviacdes: LB (Linha de Base); E1 (Esquiva 1); E2 (Esquiva
2); F1 (Fuga 1); F2 (Fuga 2) e F3 (Fuga 3).

No aparato da Caixa Claro escuro, o teste ANOVA de dois fatores ndo mostrou
nenhuma diferenca significativa entre as variaveis estudadas referente ao tempo de
permanéncia dos animais no compartimento claro , [F (1, 43) = 2,307; p= 0.1361; F (1, 43
=0,1666; p=0.6851; F (1,43) = 1,690; p=0.2006] Em relagdo ao numero de entradas no
compartimento claro pelos animais, o teste ANOVA de dois fatores mostrou uma
diferenca entre o numero de entradas na parte clara referentes a dieta [F (1, 44) = 26,10,
p <0.0001] e também referente a interagdo dieta X tratamento [F (1, 44y = 12,01,
p=0.0012]. O pos teste de Fisher evidenciou um aumento significativo do nimero de
entradas (p=0.0265) das fémeas controle tratadas com inulina quando comparadas
as fémeas controle tratadas com veiculo, ja em relacdo aos animais obesos 0 poés
teste evidenciou uma reducao significativa do niumero de entradas (p=0.0106) das
fémeas obesas tratadas com inulina quando comparadas as fémeas obesas que
receberam veiculo como tratamento (Figura 18). Esses dados reforcam a ideia de que

o estado hormonal influencia as respostas defensivas comportamentais.
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Figura 17: Animais submetidos a Caixa Claro Escuro. A) Tempo de permanéncia dos animais no
compartimento claro. B) Numero de entradas dos animais no compartimento claro. a- Diferenca
estatistica entre os grupos Fémea Controle (n=12) e Fémea Controle Inulina (n=10); Valores expressos
em édia + EPM b-Diferenca estatistica entre os grupos Fémea Obesa (n=14) e FEémea Obesa Inulina
(n=12). nivel de significancia p<0,05. Dados analisados via ANOVA de dois fatores, pds-teste de Fisher.

Em relacao a atividade locomotora dos animais testados no aparato do campo
aberto, teste ANOVA de dois fatores mostrou uma diferenca significativa na interacao
dieta X tratamento [F (1, 44) = 5,569, p=0.0228] entre 0 numero de quadrantes
percorridos e as variaveis estudadas. Os pos teste de Fisher evidenciou uma reducéo
significativa (p=0.0103) entre 0 niumero de quadrantes percorridos entre as Fémeas
Obesa Inulina quando comparadas as FEmeas Controle Inulina (Figura 19). Em nosso
entendimento, o efeito locomotor reduzido nas fémeas inulinas tem relacdo ao menor
estresse gerado por um ambiente novo e consequente reducéo da exploracdo, e ndo

na capacidade de deambular adequadamente.
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Figura 18: Animais submetidos ao campo aberto. c- Diferenca significativa entre os grupos Fémea
Obesa Inulina (n=12) e Fémea Controle Inulina (n=10). Fémea Controle (n=12), Fémea Obesa (n=14).
Valores expressos em Média £+ EPM. * nivel de significAncia p<0,05. Dados analisados via ANOVA de

dois fatores, pos-teste de Fischer.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo demostrou que o consumo de DH (45% gordura) por nove
semanas foi capaz de induzir obesidade em ratas Wistar através do aumento do peso
final, do ganho de peso ponderal, aumento dos TAB (parametrial, retroperitoneal e
inguinal) e do indice de adiposidade. O tratamento com inulina foi capaz de conter o
aumento de massa gorda e de reduzir o indice de adiposidade em ambos os grupos.
O consumo de DH associado ao tratamento com inulina foi capaz de alterar os
parametros metabalicos, lipidicos e o desbalanco redox hepatico, mas ndo modificou

o ciclo estral das ratas. Constatamos ainda que a obesidade foi capaz de exercer
influéncia sobre as repostas defensivas comportamentais do tipo ansiedade
(promovendo um possivel efeito ansiolitico, evidenciado pela diminuicdo do tempo de
laténcia da esquiva 2) e panico (aumentando o tempo de laténcia entre as tentativas,
evidenciando um padrdo panicolitico),assim como prejudicar o aprendizado de ratas
testadas no LTE. O estado hormonal também foi evidenciado como um modulador
das respostas comportamentais, porém o quadro de obesidade nédo foi capaz de
modificar o ciclo estral das ratas, assim como o tratamento dietoterdpico com inulina.
Em nosso trabalho, foi realizado um protocolo nutricional previamente
padronizado e replicado pelo nosso grupo de pesquisa (Abreu et al., 2014; Noronha
et al., 2018; Noronha et al., 2019), contudo esse trabalho se configura como o primeiro
do nosso grupo a aplicar o mesmo protocolo ja padronizado em machos, em fémeas.
Dados do nosso grupo, evidenciaram que nosso protocolo nutricional (DH- 45% de
gordura como fonte principal a banha de porco) de forma cronica (durante 9 semanas)
foi eficiente em induzir obesidade em ratos da linhagem Wistar, através do aumento
dos tecidos adiposos abdominais assim como do indice de adiposidade. Tais dados
foram replicados nas fémeas, mostrando que este protocolo nutricional apresenta um
padrao de replicabilidade independente do género dos animais.

Estudos com diferentes protocolos nutricionais mostraram a eficiéncia do
consumo de uma DH em induzir obesidade em ratas. Nossos achados corroboram
com os dados da literatura, onde Thomsom et al., 2020 mostrou em seu estudo que o
consumo de DH (23%-colesterol) por 5 semanas foi eficiente em induzir obesidade
em ratas da linhagem Wistar, em consonancia Wang et al., 2019 também demostrou
gue o consumo de DH (32%-gema de ovo) por 5 semanas € capaz de aumentar a

massa gorda e assim promover a inducdo de obesidade em ratas. Mostrando mais
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proximidade ao nosso protocolo Sivanatham et al., 2015 evidenciou em seu estudo
gue o consumo prolongado (10 semanas) de DH (60%- banha de porco) € capaz de
aumentar o ganho de peso ponderal dos animais a partir da quinta semana de
protocolo nutricional, assim como é eficiente na indugédo de obesidade. Dornelas et
al., 2018 e Boldarine et al., 2019 demostram em seus estudos que o consumo de DH
(45%- banha de porco) por 10 semanas foi eficiente na hiperplasia do tecido adiposo
e aumento do consumo alimentar em ratas Wistar, do mesmo modo que a eficiéncia
na indugéo da obesidade também foi comprovada.

O percentual de gordura de uma DH pode variar de 30 a 70%, sendo que dados
da literatura demostram maior eficiéncia na inducdo de obesidade em dietas que
apresentam um percentual maior que 30% (Hariri, Tibault; 2010). O consumo
exacerbado de alimentos com alta densidade cal6rica e com alto teor de gordura, tem
relacdo direta com a instalacdo e progressdo da obesidade, tanto em humanos,
guanto em roedores (George et al., 1990). Estudos populacionais na China, EUA e
Canada mostraram que existe uma correlacéo direta entre 0 aumento do consumo de
gordura e o aumento da adiposidade (Turkey, Kano, 1992). J& em modelos
experimentais diversos estudos demostram a eficiéncia de dietas ricas em gorduras
na inducédo da obesidade através do aumento de massa gorda (Arika et al., 2019;
Muthu et al., 2019).

Frente ao percentual de gordura presente no nosso protocolo nutricional (45%
de gordura), este se equipara ao padrao de dietas humanas americanas e europeias
(Lissner et al., 1997). Percentuais de gordura em torno de 40 a 50% de gordura, além
de mimetizar padrées alimentares humanos, possuem alta eficiéncia em induzir
obesidade em roedores. Speakman, 2019 relata que formulacbes com alto teor de
gordura (acima de 60%) apresentam uma distor¢éo referente a proporcéao lipidica nas
dietas humanas, do mesmo modo que a utilizacdo dessas dietas em modelos
experimentais, ndo demostram contetdo potencialmente relevante para estudos
fisiol6gicos, como aqueles que utilizam percentuais préximos ao de 45%. (Speakman,
2019)

Nosso protocolo dietético se constitui de uma dieta hiperlipidica que possui uma
propor¢cdo aumentada de gordura saturada, tendo origem de uma fonte animal: a
banha de porco, o restante do protocolo se constitui de 20% de proteinas e 35% de
carboidratos. A gordura saturada, € descrita na literatura como a fonte de gordura mais

nociva ao organismo, tendo alto potencial para o aumento da massa gorda, aumento



61

do colesterol plasmatico e inducéo da obesidade (Frankenberg et al., 2015). Nao se
limitando ao fator “ganho de peso”, a obesidade é considerada fator de risco para
inimeras doencas como a diabetes tipo 2 (Saxton et al., 2019; Sarparanta, Garcia-
Marcia, 2017), hipertensao (Kotsis,2010), doencas coronarianas (Williams, Greene,
Kimbro; 2020), sindrome metabdlica (Engin, 2017), transtornos neuropsiquiatricos,
incluindo nestes a ansiedade (Gomes et al., 2019) e a depressao (Jantararatnota et
al., 2017), alteracdes na microbiota intestinal (Dao, Clement. 2018) assim como
alteracdes em hormdnios sexuais como 0 estrogénio e a progesterona (Broughton,
Moley; 2017; Leduc-Gaudet et al.,2018). Neste sentido, nossos resultados convergem
para melhor esclarecer como a obesidade induzida por 9 semanas potencialmente
desencadeia alteracdes importantes ao organismo, como as descritas na sindrome
metabdlica, onde existe instalacdo do aumento de massa gorda, alteracdo do perfil
metabdlico e lipidico. Salientamos também a importancia de se estudar esses
parametros e alteracdes, no contexto do dimorfismo sexual, demostrando achados
tanto em machos, quanto em feméas.

Buscando conter determinadas consequéncias deletérias da obesidade, em
nosso estudo propusemos utilizar um tratamento dietoterapico com o prebiotico
inulina. A inulina se constitui como umas das fibras alimentares mais estudadas da
literatura (Fan; Cao; Zhang, 2016). Alguns de seus beneficios ja séo
comprovadamente descritos e elucidados para a saude humana: como seu papel na
reducédo de peso, papel na reducéo da glicemia e modulacdo da microbiota intestinal,
reducdo do tecido adiposo e homeostase do perfil lipidico. (Liu et al., 2017; Hiel et al.,
2019; Fan; Cao; Zhang, 2016). Neste estudo o tratamento com inulina foi capaz de
reduzir a massa gorda e o indice de adiposidade dos animais, assim como influenciar
seu consumo alimentar.

Nossos resultados corroboram Sing et al., 2017 e 2018,que em seus estudos,
foi demonstrado que o tratamento com inulina durante o protocolo nutricional com uma
DH, era capaz de reduzir o peso e a massa gorda dos animais, assim como atuar
sobre os indices plasmaticos de insulina e leptina de ratos obesos. Zou et al., 2018
também demostrou em seu trabalho, que uma suplementacéo com inulina foi capaz
de reduzir a massa gorda, ganho de peso ponderal, glicemia, atuar sobre a disbiose
intestinal, além de atenuar a sindrome metabdlica através da reducéo de mediadores

pro inflamatérios em ratos induzidos a obesidade.
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Contrariamente do esperado, partindo do ponto que o tratamento com inulina
atua sobre a acdo dos hormdnios relacionados a saciedade, em nosso trabalho o
tratamento com inulina aumentou de forma significativa o consumo alimentar dos
animais que receberam DC. Guo et al., 2018 demostrou que o tratamento com inulina
provocou o aumento do consumo alimentar de roedores, induzidos ou ndo a
obesidade, sugerindo que esse aumento do consumo alimentar esta relacionado com
a via de producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) como propionato e
butirato, esses que atuam na reducado do processo inflamatdrio intestinal ocasionado
pela obesidade. Acreditamos que a producdo de AGCC também atuou frente ao
consumo alimentar dos animais controle, mesmo sem a constatacido de um processo
inflamatoério. Desde modo em nosso modelo de obesidade em fémeas, o tratamento
com inulina demostrou possuir efetividade frente as alteragbes decorrentes dessa
condicao, mostrando que essa fibra também age de forma independente do género
dos animais.

O quadro de obesidade esta intrinsicamente relacionado a quadros de
desordens metabdlicas. A expanséo do tecido adiposo na obesidade, faz com que
esse tecido tenha maior ativacdo de sua funcdo enddcrina e atue na producéo
exacerbada de substancias bioativas como os hormonios e as citocinas (Umano et al.,
2019). A hiperplasia e hipertrofia dos adipdcitos, ocasionam a expansao do tecido
adiposo, o que leva a um aumento do estresse celular, contribuindo para um quadro
de hipdxia desse tecido, promovendo deste modo a inflamacdo (Baak, Marimaan;
2019). O quadro de inflamacéao, decorrente da hipdxia tecidual, promove a invasao de
células imunes no tecido, o que ativa as vias de sinaliza¢do envolvidas na producéo
de citocinas proinflamatérias como TNF, IL-16 e II-1B, levando continuamente a um
guadro de inflamacgé&o cronica, sistémica e de baixo grau (Umano et al., 2019).

O quadro de inflamacéo de baixo grau causado pela obesidade € uma das vias
mais estudadas para explicar as desordens metabdlicas, inerentes ou ndo ao quadro
de sindrome metabolica. Neste trabalho avaliamos alguns ions metabdlicos nas ratas
induzidas a obesidade. A obesidade em ratas foi capaz de aumentar
significativamente os niveis de calcio, e reduzir os niveis de sodio, cloreto, glicose,
magnésio e bilirrubina. O tratamento com inulina também foi capaz de modificar o
status biolégicos de alguns ions metabdlicos como a reducdo de Na+ e o niveis
plasmaticos de Mg. Contudo, cabe observar que o tratamento com inulina em ratas
controle, alterou os niveis de Ca+, bilirrubina e glicose mostrando os beneficios desse
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composto em individuos sem nenhuma patologia de base, uma vez que a inulina
aumenta absorgao de nutrientes como Ca+ e Mg pelo TGI.

Dados do nosso grupo de pesquisa, demostraram que ratos submetidos a
obesidade induzida pela dieta hiperlipidica (45%), apresentam menor quantidade de
agua corporal quando comparados a animais controle (Abreu et al., 2016), desde
modo acreditamos que esse fator pode ter contribuido para o desequilibrio eletrolitico
do sédio, uma vez que esse ion se caracteriza como uma molécula osmoticamente
ativa. Em relacdo ao nivel de glicose reduzido nas ratas obesas, acreditamos que esse
possa ser explicado pela composi¢ao do nosso protocolo, uma vez que a formulagéo
da nossa dieta possui menor quantidade de carboidrato, quando comparada a dieta
controle (DC: 56%; DH: 35%), fazendo com que a nossa dieta ndo tenha alta eficiéncia
para atuar como uma dieta hiperglicémica. Contudo nossos achados corroboram com
os descritos por Pain et al., 2020 e Silva et al., 2019 onde foi observado niveis de
glicemia reduzidos em roedores submetidos a obesidade induzida pela DH.

O total de bilirrubina de ratas induzidas a obesidade também foi avaliado, a
bilirrubina se caracterizada como uma molécula resultante da quebra dos glébulos
vermelhos, € metabolizada no figado e seu excesso é excretado na urina e nas fezes
(Hinds, Steck. 2018). A bilirrubina pode ser utilizada como um biomarcador para
funcdo hepatica, uma vez que o figado participa do seu metabolismo, conjugacéo e
excrecdo (Hinds, Steck. 2018). Véarios modelos de obesidade induzida pela dieta
ocasionam danos hepaticos, neste trabalho encontramos uma redugdo do nivel de
bilirrubina em ratas induzidas a obesidade, o0 que sugere sinais de sobrecarga
hepatica, podendo evoluir para futuros danos hepaticos. Nosso achado, corrobora o
de Thompson et al., 2020 que também demostrou niveis reduzidos de billirubuina em
ratas submetidas a uma DH.

O perfil lipidico das ratas tambéem foi avaliado, e ratas induzidas a obesidade
apresentaram um menor nivel de colesterol total quando comparadas as ratas
controle. Ja o tratamento com inulina, foi capaz de reduzir o colesterol total de ratas
controle, porém sem surtir efeito em ratas alimentadas com DH. Na literatura ja
descritos os efeitos da inulina, sobre a homeostase lipidica, uma vez que sua
composicéo se trata de um carboidrato complexo néo dirigivel e tem relagdo com o
processo esterificagdo do colesterol (Reis et al., 2016; Mortensen et al., 2002). Shao
et al., 2019 demonstrou que o tratamento com inulina é eficiente em reduzir o

colesterol de roedores induzidos ou nao a obesidade. Contudo, Mistry et al., 2018
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demostrou que o tratamento com inulina ndo incidiu alteragdes nos parametros
lipidicos de roedores selvagens, ja Paim et al., 2020 e Silva et al., 2019 assim como
nosso estudo, ndo encontraram em seus estudos com DH, alteracbes nos niveis
plasmaticos de colesterol. Muniz et al., 2019, demonstrou em seu estudo que uma DH
(com gordura saturada/ banha de porco) ndo foi capaz de alterar o colesterol
plasmatico dos animais, contudo quando a mesma dieta quando acrescida de 1% de
colesterol, foi capaz de induzir um quadro de dislipidemia nos animais, demonstrando
alteracdo em todos os parametros lipidicos Em um estudo com mulheres jovens, foi
demonstrado que um consumo de uma dieta rica em gordura e baixa em carboidrato
(protocolo semelhante ao desse estudo) ndo foi capaz de atuar no aumento
significativo do perfil lipidico dos individuos (Colesterol total, LDL, HDL e TGL), e sim
de atuar reduzindo a expressao génica de genes relacionados ao transporte de
colesterol, producédo de massa gorda e remodelamento do tecido adiposo. (Retterstol
et al., 2018) Em consonancia aos nossos resultados, estudos mostram que 0 consumo
de uma DH, é capaz de suprimir os receptores celulares para a fracdo do colesterol
LDL, reduzindo dessa forma sua incorporacdo a corrente sanguinea e reduzindo o
colesterol total a nivel plasmatico, o que parece ser revertido com a ingestao de fibras
alimentares como a aveia e a inulina (Zarate et al., 2016). Nesse contexto,
acreditamos que esse mecanismo esteve presente nos animais que receberam DH
assim como nos que receberam DH+inulina.

Nossos resultados convergem para o0 entendimento dos mecanismos
relacionados a reducao do colesterol plasmatico pela ingestédo de fibras alimentares.
O consumo de fibras, prioritariamente as nao digeriveis esta relacionado com a
reducédo do colesterol por trés mecanismos complementares |) Reducdo da absorcéo
de colesterol na presenca de fibras, uma vez que o consumo de fibras promove a
formacdo da gelificacdo das paredes intestinais, o que dificultaria a absor¢cdo do
colesterol ingerido para a corrente sanguinea. Il) Aumento da excrecdo de acidos
biliares, uma vez que a via de producao do colesterol se relaciona com a producgao da
bile (emulsificante enddégeno para as gorduras ingeridas de forma dietética). Ao que
tudo indica, o consumo de fibras, impede a reabsorcdo de acidos biliares o que
consequentemente leva a sua maior excrecdo. Nesse cenario, com a maior excre¢ao
dos &cidos biliares uma maior produgéo de colesterol hepatico € produzida para que
haja a formacé&o da bile e ndo sua destinacdo a circulagdo sanguinea. Outra hipotese

€ a geracdo de um balanco homeostatico entre o colesterol plasmatico e o hepatico,
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onde ha uma reducéo dos niveis de colesterol plasmatico em vista da maior producao
hepética dessa molécula. 1) Influéncia dos AGCC na sintese do colesterol, via
mecanismo de inibicdo da sua sintese.

Outro parametro avaliado em nosso estudo, foi o nivel plasmatico de
triglicérides. O nivel de triglicérides foi menor em ratas obesas quando comparadas
as ratas controle. Sugerimos, que o resultado desse parametro seja reflexo da
composicdo da dieta, uma vez que a baixa porcentagem de carboidratos na DH nao
tenha eficiéncia para elevar os niveis plasmaticos de triglicérides, uma vez que essas
moléculas sao resultantes da quebra de carboidratos, principalmente de carboidratos
simples. Nossos achados corroboram com os de Mendez et al., 2020, Paim et al.,
2020 e Silva et al., 2019 que também encontram valores de plasmaticos menores em
roedores submetidos a DH quando comparados aos que consumiram DC. J4 em ratas
controle o tratamento com inulina foi capaz de reduzir esse indice, mostrando
novamente os beneficios da inulina em individuos saudaveis.

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) se relaciona com o
qguadro de inflamacao crbnica e de baixo de grau observado na obesidade. Acredita-
se que as vias intracelulares ativadas para inducdo de inflamacé&o sdo adjacentes as

vias que ativam a oxidacao e o estresse celular, através de mecanismos de
oxirreducdo (Khan, Yasmeen; 2006). Deste modo, o quadro de obesidade se
relacionada com a producao exacerbada de EROS, essa que esta relacionada com o
dano celular e tecidual, ocasionado dessa forma prejuizos aos sistemas biolégicos
(McMurray et al., 2016). Nesse trabalho avaliamos o impacto da DH no desbalanco
redox hepatico, os resultados obtidos demostraram que o sistema antioxidante dos
animais submetidos a obesidade apresentou alteracdes em enzimas com atividades
antioxidantes: a SOD e a catalase. Observamos um aumento da atividade de SOD
acompanhada da reducéo da atividade de catalase em ratas submetidas a obesidade.

A SOD é umas das primeiras enzimas antioxidantes ativadas para a remog¢ao
de EROS, seguidas das demais enzimas do sistema antioxidante: catalase e
glutationa (McMurray et al., 2016). Sugerimos com esse achado, que o quadro de
obesidade induziu a formagéo de EROS, evidenciado pelo aumento da atividade da
SOD hepdtica. Consequentemente com o aumento da atividade de SOD, houve um
desbalanco no sistema antioxidante evidenciado pela menor atividade da catalase em
ratas induzidas a obesidade. Nesse contexto, o consumo de dietas ricas em lipideos

e a instalacdo de um quadro de obesidade se relacionam com mecanismos de
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producdo de EROS e alteracdo do metabolismo do oxigénio através de vias
relacionadas a oxidacé&o mitocondrial, peroxidacao dos acidos graxos assim como do
consumo excessivo de oxigénio (Khan, Yasmeen; 2006). Nossos resultados
corroboram com os de Thompson et al.,, 2020, e De Souza et al., 2018 que
apresentaram em seus trabalhos niveis aumentados de SOD e reduzidos de CAT em
figado, rins e pulmdes de roedores submetidos a obesidade induzida pela DH, ja Liu
et al., 2019, Dharavatha et al., 2019, Echeverria et al., 2018 e Ahmad et al., 2020
demostraram em seus estudos, que ratos alimentados com uma DH apresentam
niveis da atividade da catalase hepética diminuidos quando comparados a animais
controle, evidenciando que a porcentagem de gordura impacta a atividade hepatica
dessa enzima.

Em relacdo ao tratamento com inulina, este promoveu uma reversao do nivel
de atividade da enzima SOD e uma diminui¢do dos niveis de CAT em ratas induzidas
a obesidade, j& em ratas controle o tratamento foi capaz de incidir alteragBes apenas
nos niveis da atividade da CAT. Kalantari et al., 2019 em seu estudo demonstrou que
o tratamento com inulina atua sobre os niveis de atividade de SOD em um modelo de
toxicidade hepética, ja Corréa-Ferreira et al., 2017 e Liu et al;. 2015 demostraram em
seus trabalhos que o tratamento com inulina reduziu os niveis de SOD e CAT em um
modelo de injuria hepética, quando comparados aos animais controle. Esses achados
reforcam o efeito protetivo da inulina assim como seu possivel fator antioxidante sobre
0 estresse oxidativo ocasionado pelo aumento de producdo de EROS e desbalanco
do sistema antioxidante enzimético. Possivelmente a fibra solivel aumenta os niveis
antioxidantes, neutralizando dessa forma as EROS.

O desequilibrio redox exacerbado associado a producéo excessiva de EROS,
pode ocasionar danos as células e tecidos do organismo, nesse contexto a obesidade
esta relacionado a danos proteicos e de perioxidagao lipidica em 6rgdos como 0s rins,
figado e encéfalo (Ozata et al., 2002). Nesse trabalho avaliamos danos proteicos e de
perioxidacao lipidica no figado dos animais estudados, através dos biomarcadores de
proteina carbonilada e TBARS. Os resultados obtidos ndo evidenciaram danos
hepaticos ocasionados pela producdo das EROS, sugerindo que a obesidade
desbalanceia o sistema antioxidante enzimatico sem provocar dano hepatico. Nossos
dados, corroboram com os de Mendez et al.,, 2020, que em seu estudo com ratos
induzidos a obesidade ndo encontrou diferenca estatistica nos niveis de proteina
carbonilada nem de TBARS.
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Partindo do ponto que os quadros de inflamacdo e desbalanco redox
relacionados ao quadro de obesidade conseguem impactar os sistemas biologicos,
incluindo os circuitos neurais do SNC e que diferentes substratos neurais séo
recrutados nos roedores para mediar respostas relacionadas as repostas defensivas
comportamentais e a memoria processual e espacial, buscamos investigar as
respostas defensivas comportamentais dos animais estudados. Nossos achados
demostraram que ratas induzidas a obesidade, apresentaram comprometimento do
aprendizado quando submetidas a trés esquivas consecutivas no LTE em
comparacao as ratas controle, sendo esse resultado evidenciado pelo aumento
significativo do tempo entre as esquivas das ratas controle. Dados anteriores do nosso
grupo de pesquisa, ndo demostraram essa alteracdo em ratos, demostrando que o
consumo de DH pode impactar de forma diferente o comportamento dos animais,
depende do género. Sugerimos dessa forma que o aprendizado das ratas obesas foi
prejudicado através de mecanismos neurais implicitos ao consumo de DH e instalacéo
de um quadro de obesidade.

Dados anteriores do nosso grupo de pesquisa, evidenciaram que o protocolo
nutricional de 9 semanas com uma DH em ratos machos, além de induzir obesidade
foi capaz de alterar as respostas defensivas comportamentais desses animais,
facilitando as repostas do tipo ansiedade em animais expostos ao LTE (Noronha et
al., 2018). Os resultados do nosso grupo, evidenciaram um aumento do tempo de
laténcia dos animais na esquiva 1 quando comparados aos animais controle. Dados
do nosso grupo, reforcam que as respostas defensivas comportamentais estao
relacionadas com a desregulacdo gabaérgica no HDM o que estaria facilitando as
respostas do tipo ansiedade em ratos obesos, produzindo dessa forma um possivel
efeito ansiogénico. Esses achados também foram confirmados com administracdo de
agonistas e antagonistas GABA A, o muscimol e a bicuculina. (Noronha et al., 2018,
Noronha et al., 2016). Continuamente com o avan¢go do estudo do modelo de
obesidade induzida pela DH, nosso grupo evidenciou um aumento da
neuroinflamacdo em nucleos encefalicos responsaveis pela mediacdo das respostas
defensivas comportamentais, demostrando pelo aumento das citocinas proé-
inflamatorias IL-6 no hipotalamo e na amigdala e TNF apenas na amigdala (Noronha
et al., 2019).

Neste trabalho realizado com fémeas, encontramos respostas contrarias as

observadas em machos, uma vez que os dados encontrados demostraram um
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possivel efeito ansiolitico da DH em ratas obesas expostas ao LTE. Nossos resultados
evidenciaram um menor tempo de laténcia de ratas obesas na esquiva 2 quando
comparadas as ratas controle. Outro resultado contrario nas fémeas em comparacao
ao observado nos machos, foi o das respostas relacionadas ao comportamento do
tipo panico, uma vez que os ratos obesos néo apresentaram nenhuma diferenca em
relacédo a essa medida quando expostos a 3 tentativas consecutivas no LTE, enquanto
gue as fémeas obesas apresentaram um aumento da laténcia para realizar o
comportamento do tipo fuga quando expostas ao LTE, evidenciado pela diferenca
estatistica entre a F1 e a F3, sugerindo um efeito panicolitico. Nossos achados,
convergem para o melhor entendimento de como o consumo de DH e o ambiente
obesogenico, podem atuar de maneira diferente em machos e fémeas, uma vez que
diferencas pontuais foram encontradas no mesmo protocolo nutricional e
comportamental, aplicado em machos e fémeas.

Em consonancia a esses achados, Weibke et al., 2014 demostrou que uma
dieta de cafeteria foi capaz de promover diferentes respostas comportamentais
relacionadas a ansiedade em ratos e ratas da linhagem Wistar. Nesse estudo em
qguestdo, o autor observou um aumento do estado ansiolitico em ratas expostas ao
labirinto em cruz-elevado (LCE), enquanto que nos machos foi evidenciado uma
resposta ansiogénica. Ja Sivanatham et al., 2015 mostrou um possivel efeito
ansiolitico do consumo de DH em ratas quando expostas ao LCE, mas ndo ao CE e
nem no CA, confirmando ainda o papel dos diferentes aparatos para as diferentes
formas de avaliacdo da ansiedade. Dornelas et al., 2018 demostrou em seu estudo
gue uma DH (45%) (a mesma utilizada em nosso protocolo nutricional) foi capaz de
abolir comportamentos do tipo ansiedade em ratas ovarioctomizadas submetidas ao
LCE, ja Xu et al., 2018 demonstrou que camundongos alimentados com um DH,
apresentam estado ansiolitico com 4 semanas de consumo dessa dieta, com o
desaparecimento desse efeito ao longo do protocolo nutricional de 12 semanas.

Na literatura ja € descrita que a ingestao de alimentos com alto teor de gordura
€ capaz de influenciar o comportamento (Dallman et al.,, 2005). O consumo de
alimentos palataveis e com alta densidade cal6rica é capaz de interferir na producéo
neuroendocrina de hormdnios como a serotonina e a regulagdo do eixo HPA. Jabem
et al., 2019 evidenciou que ratos alimentados com DH apresentaram uma resposta
ansiolitica quanto testados ao LCE, esses achados foram acompanhados do aumento

de serotonina hipocampal. Dados do nosso grupo de pesquisa ainda nao publicados,
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demostram um aumento da expressao génica de genes serotoninérgicos relacionados
a producdo e transporte de serotonina central e periférica em ratos induzidos a
obesidade pela DH, demonstrando que nosso protocolo nutricional além de induzir a
obesidade, é capaz de modular a producdo neuroenddcrina de horménios
relacionados as respostas comportamentais. A interagdo entre o consumo de uma
dieta rica em gordura pode ser explicada através da modulacdo do eixo HPA, com
alteracdes que alteram a funcionalidade dos parametros endocrinos, entre eles o
cortisol nos humanos e a corticosterona nos roedores. Estudos tem demonstrado que
dietas altamente cal6ricas tém um possivel efeito protetor contra o estresse,
modulando dessa forma a vulnerabilidade a repostas comportamentais. (Buwalda et
al., 2001; Pecoraro et al. al., 2004; Dallman et al., 2005). O consumo de gordura
saturada é capaz de reduzir sinais de estresse tanto em humanos, quando em
modelos experimentais. Prasad 1996, demostrou em seu estudo que ratos
alimentados com DH apresentaram reducéo da ansiedade quando expostos ao LCE,
por possivel mediacdes dos efeitos neuroquimicos e neuroenddcrinos da ingestéao de
gordura, uma vez que esse parametro altera inUmeros hormdnios entre eles a
corticosterona.

Finger et al., 2011 demostrou que o consumo de uma dieta rica em gordura foi
capaz de atenuar quadros de stress cronico em roedores, uma vez que 0s animais
alimentados com uma DH apresentaram resisténcia a ansiedade induzida por estress,
assim como a reducdo dos niveis de corticosterona. Manian, 2010 demostrou que
animais submetidos ao modelo de separacdo maternal apresentaram comportamento
do tipo ansiedade e depresséao, e que o consumo de uma DH atenuou esses indices
além de reduzir a expressdo genica hipotalamica do fator de liberacdo de
corticosterona nesses animais.Pecoraro et al., 2004 relata que a ingestdao de
alimentos ricos em gordura pode proteger contra os efeitos do estresse induzido, uma
vez que a DH altera a regulacéo do eixo HPA, possivelmente suprimindo a liberacao
de corticosterona. Sugerimos dessa forma, que o eixo HPA dos animais podem ter
sofrido alteracdes via modulacdo neuroquimica/enddcrina ocasionada pelo consumo
de DH, reduzindo dessa forma os niveis de producdo de corticosterona, o que
explicaria o possivel efeito ansiolitico encontrado em ratas obesas.

Buscando avaliar os comportamentos fisiologicos gerados nos aparatos
comportamentais e por se tratar de um trabalho realizado com fémeas, buscamos

avaliar se o estado hormonal (que corresponde a flutuacdes dos niveis de estrégeno
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e progesterona) teria influéncia nas respostas defensivas comportamentais. NosSsos
dados evidenciaram que ratas obesas em alto estado hormonal (ou seja, alto nivel de
estrogeno), tendem a se manter em um estado ansiolitico quando comparadas as
ratas controle também em alto estado hormonal, contudo demostramos esse achado
com um n abaixo do poder requerido para analises comportamentais. J& em relacédo
as ratas em baixo estado hormonal, nossas analises demostraram que nao ha
diferenciacdo entre as ratas obesas e controle no que diz respeito as respostas
defensivas comportamentais relacionadas a ansiedade. J& no que tange as respostas
comportamentais relacionadas ao comportamento do tipo péanico, tanto ratas controle
guanto ratas obesas (com baixo estado hormonal) apresentaram maior tempo de
laténcia entre as tentativas.

Frente ao tratamento com inulina esse nao exerceu impacto quando,
comparamos ratas controle e obesas que receberam esse tratamento. Ao nosso ver
o tratamento com inulina n&o foi capaz de modular as respostas defensivas
comportamentais relacionadas a ansiedade. Barrera-Bugueno et al., 2017 e Morshedi
et al., 2020 avaliaram em seus trabalhos a influéncia do tratamento com inulina sobre
alteracbes comportamentais, e constataram que o tratamento com essa fibra atua
sobre os niveis de serotonina, cortisol e BDNF podendo assim modular respostas
comportamentais relacionadas a memaria e ao estresse, ponto que néao foi visualizado
no nosso trabalho com a dose e posologia administrada.

O estado hormonal ja e descrito na literatura como um modulador das respostas
comportamentais. Flutuagbes hormonais tanto do ciclo menstrual nas mulheres,
guando do ciclo estral das ratas podem estar relacionadas com o0s transtornos
psiquiatricos incluindo nestes a ansiedade, a depresséo e os déficits cognitivos. Jaric
et al., 2019 evidenciou diferencas entre machos e fémeas testados no LCE, contudo
nao observou nenhuma diferenca em relacdo as ratas em alto ou baixo nivel de
estradiol circulante. Ou et al.,, 2019 demostrou em seu estudo diferengas no
comportamento do tipo ansiedade em ratos e ratas expostos ao LCE, os resultados
evidenciaram o maior numero de entradas e permanéncia no braco aberto do aparato
das fémeas quando comparados aos machos. Ja Scholl et al., demonstrou que ratas
independentes da fase estrogénica que se encontram (alta ou baixa) apresentam
maior tempo de permanéncia e maior numero de entradas no braco aberto do aparato

LCE quando comparadas aos ratos.
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Pentkowski et al., 2018 demostrou em seu trabalho que ratas em diferentes
fases do ciclo estral apresentaram diferentes comportamentos defensivos
incondicionados quando expostas a odor de gato, mostrando que as flutuacdes em
hormdénios ovarianos podem modular media¢des nas respostas de medo e ansiedade.
Yoest et al., 2019 mostrou em seu estudo que liberagdo de hormonios ovarianos ao
longo do ciclo estral modula a adaptacédo comportamental de ratas a estimulos sexuais
e apetitivos ja Eglan et al.,, 2019 demostrou que ratas que recebem alimentos
palatdveis apresentam diferentes respostas de vulnerabilidade ao estresse
neuroendocrino de maneira dependente do ciclo estral. Hohos et al., 2018 evidencou
gue camundongos alimentados com DH apresentam reducéo de niveis circulantes de
TSH, assim como irregularidade presentes no seu ciclo estral e alteracdo da
expressdo génica de genes relacionados a fungdo ovariana. Esses achados
confirmam que o estado hormonal pode atuar frente a respostas defensivas
comportamentais, desde modo sugerimos que o estado hormonal associado a
instalacao do quadro de obesidade exerceu modulacdes nas respostas defensivas do

tipo ansiedade e panico.
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8 CONCLUSAO

Esses resultados indicam que o consumo de uma DH (45%) por 9 semanas foi
eficiente em induzir obesidade em ratas, promover um estado ansiolitico, assim como
modular as respostas do tipo panico via estado hormonal/dependente. O tratamento
dietoterpico com a inulina na dosagem utilizada ndo exerceu mudancas sobre o

comportamento dos animais.
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