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RESUMO

A obesidade € um problema de saude publica mundial e seus numeros vem crescendo
a cada ano. Dentre suas principais causas estao o consumo de dietas inadequadas,
principalmente contendo alto teor caldrico, lipidico e ricas em agucares. Dentre as
principais consequéncias dessa doenga estdo as desregulagdes metabdlicas como
aumento da massa corporal, tecido adiposo, colesterol, triglicerideos, resisténcia a
insulina, podendo levar ao Diabetes Mellitus. Além do mais, alteragdes no
comportamento como aumento do comportamento tipo-ansioso e tipo-depressivo,
bem como prejuizos na memoria sado associados ao consumo desse tipo de dieta por
roedores e humanos. O comportamento alimentar € regulado por diversos sinais
periféricos e centrais, sendo principalmente dividido em regulagdo homeostatica e
hedbdnica. Nesse sentido, o sistema endocanabinoide participa dessas regulagdes.
Nos ultimos anos esta sendo estudado a ativacao do receptor CB2 na diminuigao do
consumo alimentar e assim atenuacgao dos efeitos causados por dietas hipercaléricas
no metabolismo e comportamento. O 6leo essencial de Cordia verbenacea possui
compostos com capacidade de atuar nesse receptor. Os objetivos desse trabalho
foram: analisar os efeitos da suplementacdo com o 6leo essencial de Cordia
verbenacea nos animais submetidos ao consumo crbénico de dieta hiperlipidica
associada com frutose (HFFD) apds 60 dias; avaliar a composi¢cao do 6leo essencial
quanto a dados de bioinformatica, e analisar se o tratamento com o dleo possui
propriedades reforcadoras ou aversivas per se. Nos resultados, o consumo de HFFD
foi capaz de elevar o tecido adiposo, colesterol plasmatico e insultar o metabolismo
glicémico, sem diferengas quanto ao comportamento tipo-ansioso, tipo-depressivo,
locomogao ou memoaria de trabalho dos animais. No tratamento com o 6leo essencial
de Cordia verbenacea, de maneira geral, ele ndo foi capaz de reverter os efeitos do
consumo de HFFD, todavia houve uma melhora na tolerancia a glicose durante a
performance do Teste de Tolerancia a Glicose (GTT). Em sua avaliagdo quando a
bioinformatica, 4 dos 9 compostos presentes no 6leo possuem alguma probabilidade
de atividade no receptor CB2, todavia se encontram em baixos percentuais no 6leo e
alguns possuem uma biodisponibilidade via oral mais baixa, podendo afetar sua
absorcao, e assim seus efeitos. Por fim constatou-se que o tratamento provocou efeito
aversivo aos animais no teste de Preferéncia Condicionada ao Lugar (PCL). De
maneira geral, o tratamento com o oleo essencial de Cordia verbenacea nao parece
ser benéfico, pois ndo reverteu os efeitos da dieta e promoveu alguns efeitos
adversos. Entretanto, seus efeitos quanto a glicemia deve ser mais bem elucidado.

Palavras-chave: obesidade; dieta hiperlipidica; comportamento alimentar; sistema
endocanabinoide; Cordia verbenacea.



ABSTRACT

Obesity is a global public health problem, and its numbers are growing every year.
Among its main causes are the consumption of inadequate diets, mainly containing
high calories, lipids and rich in sugars. Among the main consequences of this disease
are metabolic dysregulations such as increased body mass, adipose tissue,
cholesterol, triglycerides, insulin resistance, which can lead to Diabetes Mellitus.
Furthermore, changes in behavior such as increased anxiety-like and depressive-like
behavior, as well as memory impairments are associated with the consumption of this
type of diet by rodents and humans. Eating behavior is regulated by several peripheral
and central signals, being mainly divided into homeostatic and hedonic regulation. In
this sense, the endocannabinoid system participates in these regulations. In recent
years, the activation of the CB2 receptor in reducing food consumption and thus
attenuating the effects caused by high-calorie diets on metabolism and behavior has
been studied. Cordia verbenacea essential oil has compounds capable of acting on
this receptor. The objectives of this work were: to analyze the effects of
supplementation with Cordia verbenacea essential oil in animals subjected to chronic
consumption of a high-fat diet associated with fructose (HFFD) after 60 days; evaluate
the composition of the essential oil based on bioinformatics data, and analyze whether
the treatment with the oil has reinforcing or aversive properties per se. In the results,
the consumption of HFFD was capable of increasing adipose tissue, plasma
cholesterol and insulting glycemic metabolism, with no differences regarding the
animals' anxiety-like, depressive-like behavior, locomotion or working memory. In
treatment with Cordia verbenacea essential oil, in general, it was not able to reverse
the effects of HFFD consumption, however there was an improvement in the glucose
tolerance during the performance of the Glucose Tolerance Test (GTT). In his
bioinformatics assessment, 4 of the 9 compounds present in the oil have some
probability of activity at the CB2 receptor, however they are found in low percentages
in the oil, and some have a lower oral bioavailability, which may affect their absorption,
and thus their effects. Finally, it was found that the treatment caused an aversive effect
on the animals in the Conditioned Place Preference test. In general, treatment with
Cordia verbenacea essential oil does not appear to be beneficial, as it did not reverse
the effects of the diet and promoted some adverse effects. However, its effects on
glycemia need to be better elucidated.

Keywords: obesity; high-fat diet; eating behavior; endocannabinoid system; Cordia
verbenacea.
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1 INTRODUGAO

A obesidade é um problema de saude publica mundial € os numeros de
individuos com essa doencga vém crescendo a cada ano. Sua principal caracteristica
€ 0 aumento da massa corporal, majoritariamente em forma de tecido adiposo. Dentre
os fatores associados ao desenvolvimento da obesidade esta a presenga de um
ambiente obesogénico, levando a um balango energético positivo, principalmente
pelo consumo de alimentos com alta densidade calorica, ricos em gorduras e

acucares, e pelo aumento do sedentarismo (OMS, 2021).

O comportamento alimentar, isto &, as acdes vinculadas ao ato de comer, séo
reguladas por intermédio de uma relagao bidirecional entre o Sistema Nervoso Central
(SNC) com componentes periféricos (Schwartz; Zeltser, 2013). Esse comportamento
€ controlado por dois mecanismos: o homeostatico e o hedénico (Berthoud; Minzberg;
Morrison, 2017; Lee; Dixon, 2017). O primeiro se refere a regulagdo da ingestao
alimentar por meio da agdo de hormdnios que induzem ou inibem o comportamento
alimentar, regulados a nivel central pelo hipotalamo. Ja o segundo mecanismo de
controle se refere ao prazer e ao incentivo motivacional ao comer, regulado por vias
de recompensa, que liberam o neurotransmissor dopamina frente a uma recompensa,
como alimentos ricos em gorduras e agucar (Giel et al., 2022; Morton; Meek; Schwartz,
2014). Desregulagdes no sistema de recompensa podem levar a um consumo
excessivo de alimentos palataveis, podendo se sobrepor a regulagdo homeostatica,

isto é, levando um individuo ja saciado a comer.

Nesse sentido, com o aumento do consumo alimentar, e assim, do consumo
caldrico, o organismo estoca esse excesso de energia como tecido adiposo (Gregor;
Hotamisligil, 2011). Esse aumento esta ligado com diversos prejuizos metabdlicos
como insultos no metabolismo da glicose e lipidico, aumentando a incidéncia de
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) e doengas cardiovasculares. Além do mais, a
obesidade e o consumo dessas dietas vém sendo associados a depressao e a
doencgas neurodegenerativas como o Alzheimer (De Felice; Gongalves; Ferreira, 2022;
Luppino; et al., 2010; Mazon et al., 2017).

Devido as magnitudes das complicagdes causadas pelo excesso de ingesta

alimentar, investigar modos para limitar e reduzir o excesso de tecido adiposo € um
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dos maiores desafios na area da saude atualmente (Mdlller et al., 2022). Nesse
sentido, o estudo e a busca por maneiras para controlar a ingesta alimentar pode ser

uma oportunidade terapéutica para esses pacientes.
1.1 OBESIDADE E DIETAS OBESOGENICAS

A obesidade é uma doencga crbénica caracterizada por acumulo excessivo de
tecido adiposo, classificada por meio do calculo de indice de Massa Corporal (IMC)".
E considerada um dos principais fatores de risco ao desenvolvimento de Doencas
Crbnicas Nao Transmissiveis (DCNTSs), e.g., diabetes e doengas cardiovasculares
(OMS, 2021), além de desordens psiquiatricas, como a depressao (Luppino; et al.,
2010). A Associagdo Médica Americana (AMA - American Medical Association)
reconheceu a obesidade como doenga apenas em 2013, cerca de 10 anos atras,
entretanto as taxas de sobrepeso e obesidade vém crescendo ao longo das ultimas

décadas.

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), entre os anos de 1975 e
2016, a prevaléncia de obesidade no mundo triplicou, sendo que em criangas e
adolescentes de 5 a 19 anos aumentou mais de quatro vezes, de 4% para 18% em
todo o mundo. Em 2016, 39% dos adultos entre a populagdo mundial estavam com
sobrepeso e 16% com obesidade (OMS, 2021). Ja no Brasil, de acordo com a
Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e Protegdo para Doengas Crdnicas por
Inquérito Telefénico (Vigitel), os numeros dessa sairam de 11,8% em 2006 para 22,4%
em 2021, tendo frequéncias semelhantes quando comparado os numeros entre
homens (22%) e mulheres (22,6%). Quando comparado os valores de pessoas com
excesso de peso no Brasil no mesmo ano de 2021, isto é, valores de IMC maiores ou
iguais a 25 kg/m?, os valores chegam em 57,2% para populagéo geral adulta das 27
capitais brasileiras, sendo 59,9% para homens e 55,0% para mulheres. Apesar dos
valores semelhantes para ambos os sexos, nas mulheres os percentuais de excesso
de peso caem conforme aumenta o nivel de escolaridade e nos indices de obesidade

0 mesmo acontece para ambos os sexos (Brasil, 2022).

" IMC= Massa (kg) + Altura (m)2. IMC 225 até 29,9kg/m2 (sobrepeso)
e IMC >30,0kg/m2 (obesidade).
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Em Floriandpolis, capital do Estado de Santa Catarina, neste mesmo ano
56,9% dos adultos apresentavam excesso de peso, sendo 20,2% com obesidade
(Brasil, 2022). Quando avaliado as diferengas entre os sexos, 59,5% dos homens
adultos e 54,5% das mulheres acima de 18 anos apresentavam excesso de peso,
sendo 214% e 19,2% os indices de obesidade para homens e mulheres,

respectivamente (Brasil, 2022).

Com os crescentes numeros da doenga em todo o mundo, a Federacao
Mundial da Obesidade (do inglés World Obesity Federation) estima que em 2035 mais
de 4 bilhdes de individuos ou mais da metade da populagao (51%) acima de 5 anos
de idade tera um IMC maior que 25kg/m?, isto €, vivera com sobrepeso ou obesidade.
Desses, quase 2 bilhdes ou 24% sera de IMC maior de 30 kg/m?, caracterizando
obesidade (World Obesity Federation, 2023).

De forma geral, os fatores associados ao desenvolvimento da obesidade estao
na presencga de um ambiente obesogénico, levando a um balango energético positivo,
onde a ingestao calorica é maior que o gasto energético. Isto se da principalmente
pelo aumento no consumo de alimentos de alta densidade caldrica, ricos em gorduras
e acgucares, e pela diminuicdo da atividade fisica (OMS, 2021). Essas mudangas nos
padroes alimentares e de atividade fisica sao consequéncias decorrentes
principalmente das mudancas de estilo de vida nas ultimas décadas. O ser humano
passou a se movimentar menos com as mudangas nas formas de trabalho, no
transporte e com a urbanizagdo. Além disso, ocorreu a introdu¢céo e o aumento do
consumo de alimentos processados e ultraprocessados, onde seu consumo esta
amplamente associado com o surgimento da doencga (Bluher, 2019; OMS, 2021).
Devido a sua alta durabilidade nas prateleiras, esses produtos alimenticios séo
encontrados muitas vezes com mais facil acesso geografico e financeiro, além de
serem amplamente divulgados através do marketing e de embalagens atrativas para

o consumidor, seja ele adulto ou infantil (Bliher, 2019).

Nesse sentido, os fatores que podem contribuir para a prevengao e diminui¢ao
das taxas de obesidade e sobrepeso estdo na construgdo de um ambiente mais
favoravel, levando a um menor consumo de dietas hipercaldricas e aumento do gasto
energético (OMS, 2021).
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Entretanto, a etiologia da doenga € muito mais complexa. Ha diversos fatores
que regulam a balanga do consumo e gasto energético para que ela possa estar em
equilibrio. Dentre eles existem fatores sociais e ambientais, que incluem cultura
alimentar, politicas publicas, sistema econémico, transporte, local e turno de trabalho,
televisdo e midias sociais, jogos eletrénicos, uso de drogas, poluigdo sonora, estresse,
marketing de alimentos, disponibilidade e acesso aos alimentos, entre outros. Por
outro lado, existem diversos outros fatores que influenciam na biologia do individuo.
S&o eles: genética, epigenética, uso de medicamentos, inflamacao, relégios internos,
sono, microbiota intestinal, tecido adiposo marrom, quantidade e distribuicao de tecido
adiposo branco, dor, sarcopenia, resisténcia a insulina, sinais periféricos para o
Sistema Nervoso Central (SNC), circuitos neurais de regulagcado de fome e saciedade,
doencgas psiquiatricas, circuitos neurais de recompensa, etc. (Bluher, 2019).

Com um consumo maior de alimentos do que de gasto energético, o excesso
de nutrientes passa a ser estocado como triglicerideos e acidos graxos através da sua
sintese pela lipogénese no tecido adiposo (Barakat; Almeida, 2021; Jin et al., 2023).
Para esse armazenamento, ocorre uma hipertrofia das células, ou seja, um aumento
em seus tamanhos para estocar triacilglicerdis, e hiperplasia, aumentando o niumero
de células adiposas nesse tecido, levando ao aumento da massa corporal do individuo
por aumento do seu tecido adiposo (Barakat; Almeida, 2021; Jin et al., 2023; Langin,
2021).

Esse aumento do tecido adiposo e outros fatores como excesso de nutrientes
na corrente sanguinea estdo ligados com processos inflamatérios em diferentes
orgaos, decorrentes da obesidade, como no tecido adiposo, figados, pancreas,
cérebro e possivelmente no musculo (Gregor; Hotamisligil, 2011). Por exemplo, o
excesso de nutrientes circulantes, seja por uma dieta rica em gordura ou carboidratos,
contribui para estimular uma resposta inflamatéria, aumentando a expressdo de
mediadores inflamatérios, a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
ativagao do fator nuclear kB (NF-kB), fator de transcricdo que regula genes envolvidos
em respostas imunes e inflamatérias (Gregor; Hotamisligil, 2011; Jin et al., 2023; Liu,
Ting et al., 2017). Sendo que esse aumento pode se dar dentro de algumas horas
apos a ingestdo de uma refeicdo com excesso de gordura e carboidratos (Aljada et
al., 2004).
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No tecido adiposo, a ativagao intracelular das cinases c-Jun N-terminal (JNK)
e da proteina cinase de IKB (IKK) por mediadores inflamatérios devido ao excesso
de nutrientes, pode contribuir para a fosforilagdo no substrato do receptor de insulina
1 (IRS-1) no nivel da serina, levando a uma inibicdo da cascata de insulina (Gregor;
Hotamisligil, 2011). Além do mais, outras cinases como a dependente de RNA (PKR),
quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e proteina alvo da rapamicina em
mamiferos (MTORC) podem levar a essa fosforilagdo inibitéria do IRS-1 (Gregor;
Hotamisligil, 2011). Como consequéncia, havera mais glicose circulante, pois com
esse prejuizo na sinalizagao da insulina, os transportadores de glicose (GLUTSs) néo
serao translocados a membrana celular (Barakat; Almeida, 2021; Jin et al., 2023). Sem
a translocacdo dos GLUTs havera um prejuizo na entrada de glicose nessas células.
Ao final, esse excesso de glicose pode retroalimentar o ciclo, levando a uma maior
resposta inflamatdria, maior resisténcia a insulina, e assim exacerbar ainda mais a
inflamacéao (Gregor; Hotamisligil, 2011). Essas cinases inflamatérias também ativam
vias que aumentam a transcri¢gao de citocinas pro-inflamatorias, como NF-kB e fatores
reguladores de Interferon (IRFs). A cinase PKR, por exemplo, também pode levar a
prejuizos na sintese anabdlica. Isso acontece, pois, sua ativagao fosforila e assim
inibe o fator de iniciagao eucaridtica 2 (elF2-alfa), que é responsavel por mediar a
ligacdo entre o RNA transportador com o ribossomo, acontecimento crucial para a

transcrigdo de proteinas (Gregor; Hotamisligil, 2011).

Outro mecanismo que contribui para a resisténcia a insulina € a transcricdo
promovida através de uma via a partir da sinalizagao de interleucinas como a IL-6, do
supressor da sinalizagéo de citocina (SOCS), que esta envolvido na degradacgéo do
IRS-1 (Gregor; Hotamisligil, 2011). Além disso, na obesidade ocorre infiltracdo de
macrofagos no tecido adiposo branco, fator que contribui para a resisténcia a insulina

sistémica (Gregor; Hotamisligil, 2011).

Além da inflamacgéo periférica, dietas ricas em gordura e a obesidade levam a
inflamag&o no SNC. A sinalizagdo de hormdnios como insulina e leptina no hipotalamo
sao essenciais para o controle de sinais de fome e saciedade. Com o consumo crénico
de dietas hiperlipidicas (HFD, do inglés high fat diet) e assim positivagao do balango
energético corporal, ocorre 0 aumento do tecido adiposo, e assim, ativagao de vias de
cinases inflamatdrias, aumentando a liberacéo de citocinas pro-inflamatérias levando

a resisténcia a leptina e a insulina de forma central (De Souza et al., 2005). Como
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consequéncia, ocorre uma diminuigdo nos sinais de saciedade, podendo levar ao
aumento do consumo alimentar, exacerbando ainda mais o ganho de peso (Gregor;
Hotamisligil, 2011). Também, sinais de inflamag&o podem levar a ativagéo de vias de
apoptose. Nesse sentido foi demonstrado por Moraes e colaboradores que o consumo
cronico de HFD pode levar a apoptose em neurdnios hipotalamicos (Moraes et al.,
2009).

Outra mudancga importante com o consumo de dietas hipercaldricas e ganho
de peso, é a diminui¢cao do tecido adiposo marrom. Apesar do home, esse tecido tem
fungdes antagbnicas ao tecido adiposo branco que armazena o excesso de nutrientes
em formato de gordura. Nas células do tecido adiposo marrom, ha uma grande
presencga de mitocondrias para dissipar energia através da produc¢do de calor, isto &,
gastam energia. Entretanto, a presenga e a funcionalidade desse tecido s&o
indiretamente proporcional a idade e ao IMC (Morrison, 2016; Saely; Geiger; Drexel,
2011; Schulz; Tseng, 2013).

Por outro lado, quando analisamos a obesidade e o consumo crénico de HFD
em questdes comportamentais e cognitivas, encontramos que estdo intimamente
associadas com a comportamentos do tipo depressivo (Tsai et al., 2022). Em 2010,
uma revisao sistematica com meta-analise conduzida por Luppino e colaboradores,
associou pessoas com sobrepeso e obesidade a um risco maior para o
desenvolvimento de depressao (Luppino et al., 2010). Além da depressao, com as
alteracbes metabdlicas, inflamacdo e mudangas em sinalizagbes que a obesidade e
esse padrao alimentar tém, essa doenca também tem sido associada como fator de
risco para doengas neurodegenerativas como o Alzheimer e doenga de Parkinson (De

Felice; Gongalves; Ferreira, 2022; Mazon et al., 2017).

Ainda, a obesidade também €& associada com disfun¢gdes cognitivas como
prejuizos na tomada de decisdo, controle inibitério, processo de aprendizado e
memoria de trabalho e atencdo. Por outro lado, estd associada a respostas
aumentadas a sinais e pistas de comida em regides cerebrais envolvidas com

recompensa e motivagdo e emocgdes e memoria (Li et al., 2023).
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1.2 TRANSTORNOS ALIMENTARES

Além da obesidade, outras doencas estdo ligadas a desregulagbes no
comportamento alimentar, exemplo s&o os transtornos alimentares (TAs), doencgas
psiquiatricas caracterizadas por perturbagdes na alimentacdo. Os TAs séao
diagnosticados e descritos conforme o Manual Estatistico Diagndstico V (DSM- V -
TR). Dentre os transtornos existentes, o Transtorno de Compulséo Alimentar (TCA) é
mais frequentemente associado a obesidade (American Psychiatric Association, 2023;
Udo; Grilo, 2018).

O TCA é caracterizado por episédios de compulsdo alimentar tendo dois
aspectos essenciais: 1) ingestao, em um periodo determinado, de uma quantidade de
alimentos maior do que a maioria dos individuos consumiria sob as mesmas
circunstancias, e 2) uma sensagao de perda de controle sobre a ingestao durante o
episoédio (American Psychiatric Association, 2023; Giel et al., 2022). Além do mais, é
associado com trés ou mais dos seguintes critérios: 1) comer muito mais rapido que o
normal; 2) comer até se sentir desconfortavelmente cheio; 3) comer grandes
quantidades de alimento na auséncia da fome fisica; 4) comer sozinho por vergonha;
e 5) sentir desgostoso de si mesmo; deprimido ou muito culpado em seguida

(American Psychiatric Association, 2023).

Na fisiopatologia desse transtorno alimentar, parece haver uma desregulagao
nos niveis de peptideos hormonais que controlam o comportamento alimentar, tendo
uma maior resisténcia na sinalizacdo da saciedade podendo levar a um consumo
descontrolado de alimentos (Giel et al., 2022; Yu et al., 2021). Além do mais, ha um
aumento da atividade de regides cerebrais envolvidas no desejo e impulso por
alimentos mais palataveis, como os ricos em gordura e agucares. As alteragdes
nesses circuitos conhecidos como vias mesolimbicas, parecem ser as alteragcdes mais
consistentes com os sintomas e diagndéstico de TCA (Bulik et al., 2022; Donnelly et al.,
2018; Giel et al., 2022).

Dados indicam que a prevaléncia geral ao longo da vida de TCA seja de 1,1-
1,9% (Agh et al., 2015) e que ela acomete ambos os sexos, sendo mais prevalente
em mulheres jovens (Brownley et al., 2017). Apesar de ser frequentemente associado

a obesidade, um grande numero de pessoas com TCA nao possuem obesidade, e a
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maioria das pessoas com obesidade ndao possuem TCA (Ziauddeen; Farooqi;
Fletcher, 2012). Quando analisado os indices de TCA entre pacientes com obesidade
que procuraram por intervengdes cirurgicas (cirurgia bariatrica) a prevaléncia da
doenga chegou a 17%, sendo o segundo transtorno psiquiatrico mais comum na

obesidade, ficando atras apenas da depressao com 19% (Dawes et al., 2016).

Embora a obesidade e o TCA existam de forma independente, ambas as
doengas possuem em sua fisiopatologia alteragdes nos sistemas e vias que controlam

o comportamento alimentar no SNC (Giel et al., 2022; Morton; Meek; Schwartz, 2014).
1.3 COMPORTAMENTO ALIMENTAR

A ingestao alimentar é essencial para a sobrevivéncia humana e faz parte do
comportamento alimentar, sendo esse um comportamento motivado. Seu controle se
da por processos motores, sensoriais, neuroendocrinos e cognitivos, que dependem
da relacdo entre estimulos ambientais externos e internos, como sinais
neuroenddcrinos relacionados a disponibilidade de nutrientes. Esses controles visam
garantir que a quantidade ingerida de nutrientes corresponda com a energia requerida
para manter a homeostase energética do corpo. Essas sinalizagdes ocorrem de forma

bidirecional entre a periferia do corpo e o SNC (Schwartz; Zeltser, 2013)

Entretanto, o comportamento alimentar é realizado por meio da integracéao de
dois mecanismos: o homeostatico e o hedbnico. O primeiro se refere ao consumo
alimentar necessario para manter as funcdes metabdlicas e o peso corporal do
individuo. Ja no comportamento hedénico, se refere ao comportamento alimentar
guiado pela percepgéao sensorial de prazer (Berthoud; Munzberg; Morrison, 2017; Lee;
Dixon, 2017).

1.3.1 Comportamento Alimentar Homeostatico

A regulacdo homeostatica do comportamento alimentar se da por meio da agao
de horménios que induzem ou inibem o comportamento alimentar, regulados a nivel
central pelo hipotalamo (Morton; Meek; Schwartz, 2014). O hipotalamo € uma regiéao
do cérebro que possui cerca de 4 gramas, sendo simétrico em cada um dos
hemisférios do cérebro, separados pelo terceiro ventriculo (Pop; Crivii; Opincariu,

2016). E considerado uma estrutura de ligacdo entre o sistema nervoso e o sistema
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endocrino, pois sua principal fungdo € manter a homeostase do corpo, como
temperatura corporal, hidratagdo, ritmo circadiano, reproducdo, € neste caso, a
alimentagcdo do individuo (Pop; Crivii; Opincariu, 2016). Essa regulacdo da
alimentacao é feita com base em niveis de horménios, peptideos gastrointestinais e
nutrientes na corrente sanguinea, que serao identificados por regides do hipotalamo,
principalmente no nucleo arqueado, apds atravessarem a barreira hematoencefalica

(BHE) de forma passiva.

Essa regulacdo pode ser de curto ou de longo prazo. A regulagdo de longo
prazo se refere a regulagcdo do balango e dos estoques energéticos corporais,
principalmente pelos niveis de leptina circulantes na corrente sanguinea. Ja a
regulagcédo de curto prazo se refere a regulagcdo com base nos niveis de nutrientes e
de sinais gastrointestinais de saciedade para regular a ingestao alimentar e o gasto
energético (Morton; Meek; Schwartz, 2014).

A leptina € um hormonio liberado pelos adipdécitos, que sao as células do tecido
adiposo e circula pelo corpo de forma proporcional aos niveis de gordura estocados
pelo corpo, provocando um feedback negativo. Isto €, quanto maiores e em maior
quantidade o numero de adipdcitos, mais leptina sera liberada e vice-versa. Niveis
plasmaticos maiores de leptina levam a uma diminuigdo do comportamento alimentar,
enquanto niveis menores podem estimular o comportamento alimentar (Morton; Meek;
Schwartz, 2014).

A leptina tera sua acdo em receptores LepR, que consistem em receptores do
tipo tirosina quinase, no nucleo arqueado do hipotalamo. Quanto maior sua
quantidade, mais ira estimular os neurdnios pro-opiomelanocortina/transcrigao
regulada pela cocaina e anfetamina POMC/Cart no nucleo arqueado do hipotalamo.
Esses neurbnios liberam a-MSH que age ativando os receptores de melanocortina
(MC4) no hipotalamo lateral, inibindo o comportamento alimentar. Os neurdnios
POMC/Cart também irdo atuar no nucleo paraventricular (NPV) estimulando a
liberagcdo do Hormonio Liberador de Tireotrofina (TRH) e corticotrofina (CRH) que
atuam na hipofise para liberar o Horménio Estimulador da Tireoide (TSH) e o
Horménio Adrenocorticotrofico (ACTH). Esses, por sua vez, agem na tireoide e nas
glandulas suprarrenais aumentando a taxa metabdlica (TM) do organismo. Além do

mais, a liberagdo desses neurotransmissores ativa neurénios do tronco encefalico e
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os neurbnios pré-ganglionares do sistema nervoso simpatico, provocando uma
resposta visceromotora aumentando o ténus simpatico, que também aumenta a TM,
e uma resposta somatomotora diminuindo o comportamento alimentar (Morton; Meek;
Schwartz, 2014).

Por outro lado, em caso de diminuicdo dos niveis de leptina, e
consequentemente menor agao nos receptores do nucleo arqueado, a populagao de
neurénios referida como AgRP/NPY serdo ativados, eles co-expressam
neuropeptideo Y (NPY), AgRP e GABA (Morton; Meek; Schwartz, 2014). Esses
neurotransmissores vao inibir os neurdnios do nucleo paraventricular, que controlam
a liberacdo de TSH e ACTH pela hipéfise. Além do mais, a liberagao de GABA pelos
neurénios AgRP tem o intuito de inibir os neurénios POMC, aqueles que tinham a
funcdo de cessar o comportamento alimentar (Cowley et al., 2001). Nesse sentido,
também ha a liberacdo do neuropeptideo AgRP que atua com um efeito antagbnico
ao a-MSH no receptor MC4 do hipotalamo lateral. Ele inibe o receptor, contribuindo
para estimular o comportamento alimentar. Nessa regido do hipotalamo lateral,
também ha outros dois peptideos: Horménio Concentrador de Melanina (MCH) e
orexina/hipocretina. A orexina € um neuropeptideo crucial para manter o estado de
vigilia no corpo, mas que também esta envolvido do controle do comportamento
alimentar. Esses neurdnios sao diretamente inibidos pelos niveis de leptina e glicose
e estimulados pela grelina (Sakurai, 2014). A orexina inibe neurdnios glicoreceptores
no hipotalamo ventromedial e excitam neurénios NPY no nucleo arqueado e MCH no
hipotalamo lateral, levando ao estimulo do comportamento alimentar. Além do mais,
estd ligada a um aumento na atividade locomotora e assim, aumento do gasto

energético, o que poderiam em partes prevenir ganho de peso (Sakurai, 2014).

Em compensacgéo, na regulacdo de curto prazo do comportamento alimentar,
ou seja, a regulagao que ocorre entre as refei¢cdes, sinalizagdes periféricas sinalizam
para o hipotalamo fome ou saciedade, e esse por sua vez estimula ou inibe o
comportamento alimentar. A fome é sinalizada pela diminuicdo dos sinais de
saciedade e pela liberagao de grelina. A grelina € um horménio liberado pelas células
estomacais na auséncia de alimentos no estdbmago, que tera sua agao em seus
receptores GHS-R também no nucleo arqueado do hipotalamo, estimulando os
neurénios AgRP e NPY, que estimula o comportamento alimentar, aumentando a
frequéncia das refei¢cdes (Cowley et al., 2003).
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Por outro lado, em uma situacdo de consumo alimentar, a saciedade é
sinalizada por meio de sinais provindos principalmente do trato gastrointestinal (TGl),
como o estdmago (principalmente por sinais sensoriais), intestino (principalmente por
sinais quimicos), pancreas (principalmente pelos niveis de insulina) (Tso; Liu, 2006).
O estbmago, apesar de conseguir identificar nutrientes presentes na refeicdo, gera
sinais para promover a cessagao da ingestao alimentar através da distensao gastrica.
Isso ocorre, pois, a parede do estdbmago é repleta de mecanorreceptores que captam
variagdes na tensdo, comprimento e volume desse 6rgéo e sinalizam, através de vias
aferentes do nervo vago (décimo par dos nervos cranianos) até o nucleo do tracto
solitario no SNC, onde ira processar esse sinal de saciedade para promover o término
da refeicao (Morton; Meek; Schwartz, 2014; Tso; Liu, 2006).

Além disso, em resposta a digestdo de alimentos, ocorre a liberagdo de
peptideos gastrointestinais como a colecistocinina (CCK), Peptideo YY (PYY) e do
peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) que podem desencadear a inibicao do

comportamento alimentar (Morton; Meek; Schwartz, 2014).

A CCK, por exemplo, € liberada pelas células | do intestino delgado, com a
presenca de refei¢cdes ricas em proteinas e gorduras. Com sua liberagdo ativa o
receptor CCK-A, que é expresso em sua maioria no TGI, para acionar o eixo intestino-
cérebro-figado e assim, diminuir o consumo alimentar apds o processamento deste
sinal também no nucleo do tracto solitario (Tso; Liu, 2006) e diminuir a produgao de
glicose hepatica (Lam, 2010). Em 1984, West e colaboradores demonstraram que o
CCK esta ligado ao tamanho das refeicbes consumidas, apds a realizagdo de um
estudo contendo a administracdo desse peptideo em ratos durante alguns dias.
Todavia, apesar de diminuir o tamanho da refeicdo quando em maior presenca, ele
nao influencia no controle de peso ja que as refeigdes se tornam mais frequentes e o

valor caldrico total ndo é alterado (West; Fey; Woods, 1984).

O GLP-1 é produzido pelas células L no intestino delgado em sua parte mais
distal e sua liberagdo se da pelo estimulo de nutrientes ingeridos, especialmente
gorduras e carboidratos. Esse peptideo participa no efeito do “freio ileal” para diminuir
0 esvaziamento gastrico e a motilidade do intestino. Além disso, o GLP-1 tem funcéo
de aumentar a liberacdo de insulina dependente de glicose, inibir a secrecao de

glucagon e aumenta o crescimento de células B pancreaticas, responsaveis pela
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producao de insulina no pancreas. Com essas fungdes, promove um aumento na

saciedade e diminuicdo na ingestao alimentar (Drucker, 2006; Tso; Liu, 2006).

Outro peptideo do TGl que desempenha um papel na sinalizacdo da saciedade,
e consequentemente na diminui¢do da ingesta alimentar, € o PPY. Ele é produzido
pelas células L do intestino delgado, que em sua maioria expressam também o GLP-
1. E secretado de forma proporcional as calorias ingeridas, sendo mais estimulado
pela ingestéo de lipidios, seguido por carboidratos e proteinas (Degen et al., 2005).
Assim como o GLP-1, tem a fungao de retardar o esvaziamento gastrico, de modo a
contribuir com o “freio ileal” (Pironi et al., 1993). Também, através da sua circulagéao,
consegue inibir os neurdnios AGQRP/NPY no nucleo arqueado do hipotalamo, através
do receptor Y2, um receptor auto inibitorio pré-sinaptico desses neurénios (Small et
al., 2002; Tso; Liu, 2006).

Nesse sentido, durante e apés uma refeicdo também ocorre aumento dos
niveis de insulina circulantes na corrente sanguinea. A insulina € um horménio
produzido e liberado pelas células B do pancreas, principalmente devido ao aumento
de glicose circulante. Assim como a leptina, circula em quantidades proporcionais a
gordura corporal, tendo um papel no sistema de controle de feedback negativo da
adiposidade, porém possui um efeito alimentar quantitativamente menor que a leptina
(Bagdade; Bierman; Porte, 1967; Morton; Meek; Schwartz, 2014). Da mesma forma
que a leptina, tem sua acao no nucleo arqueado do hipotalamo, inibindo os neurdnios
AgRP/NPY e estimulando os neurénios POMC/Cart para inibicdo do comportamento
alimentar (Morton; Meek; Schwartz, 2014).

Em corroboracao a isso, estudos demonstram que uma administracio central
de insulina diretamente no cérebro reduz a ingestdo alimentar e a massa corporal
(Halaas et al., 1997; L. Arthur Campfield, Francoise J. Smith, Yves Guisez, Rene
Devos, 1995), enquanto que um prejuizo na sinalizagdo neuronal da leptina promove

hiperfagia e ganho de peso (Lee et al., 1996; Zhang et al., 1994).

Embora exista essa diferenciagdo entre controle de longo e curto prazo, essa
sinalizagdo do controle do comportamento alimentar ocorre de forma integrada, onde
a regulagao da alimentacao entre cada refeicdo € ajustada conforme as mudancas

dos niveis de adiposidade corporal (Morton; Meek; Schwartz, 2014). Dessa forma, a
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leptina consegue aumentar a capacidade de sinais de saciedade, como o CCK,
oriundos do intestino apds a ingestao de alimentos. No mesmo sentido, quando se
tem uma redugao da acao da leptina, por exemplo apds perda de massa corporal em
forma de tecido adiposo, tem-se uma reducdo das respostas de saciedade. Isso
acontece tanto pela sinalizacdo da leptina no hipotalamo, quanto pela entrada direta
de leptina no NTS, onde os sinais de saciedade chegam para serem processados e

terminarem a refeicdo (Morton; Meek; Schwartz, 2014).

Entretanto, apesar dos controles homeostaticos para manter o equilibrio entre
a ingestao e o gasto energético do corpo, a ingestao alimentar também ¢ influenciada
e controlada de acordo com o valor hedénico de cada alimento (Morton; Meek;
Schwartz, 2014).

1.3.2 Comportamento Alimentar Hedénico

O comportamento alimentar heddnico se refere ao prazer e ao incentivo
motivacional ao comer. Esse sistema pode levar ao consumo alimentar mesmo em
individuos ja saciados, sobrepondo-se ao controle homeostatico da ingesta alimentar
(Berthoud; Miinzberg; Morrison, 2017). E regulado no SNC em vias que incluem
majoritariamente neurénios dopaminérgicos mesolimbicos na area tegmental ventral
(VTA, do inglés ventral tegmental area) que se projetam para o nucleo accumbens
(NAc) e outras areas do prosencéfalo (Giel et al., 2022; Morton; Meek; Schwartz,
2014). A acao da dopamina nessas regides, conhecida como via de recompensa
cerebral, leva a sensacédo de prazer e, através de conexdes entre este circuito e
estruturas relacionadas a formacdo de memorias, desenvolvem-se respostas

reforgcadoras e formagao de habitos (Tomazi et al., 2017).

Esse mecanismo de controle hedbdnico envolve aprendizado a partir de
experiéncias com alimentos, normalmente hiper palataveis, ricos em gorduras e
agucares, que podem agir como recompensas nesse sistema. A recompensa pode
ser discriminada em trés componentes dissociaveis: gostar (impacto heddnico), querer
(saliéncia motivacional) e aprendizado (associagdes preditivas) (Berridge; Robinson;
Aldridge, 2009).

O gostar de um alimento ¢é diferente de querer ou desejar. Alimentos como os

doces podem provocar expressdes faciais positivas de “gostar’, como movimentos
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com a lingua e “lamber os labios” ao contrario de alimentos como os de gosto amargo
que podem provocar expressdes faciais negativas (Berridge; Robinson; Aldridge,
2009). As reagbes de gostar ou ndo gostar sdo controladas por circuitos neurais de
acordo com o valor e impacto heddnico de um alimento, que pode ser influenciada por
fatores como a fome e saciedade e experiéncias prévias de aprendizado que levam a
uma preferéncia ou aversao a certos alimentos (Berridge; Robinson; Aldridge, 2009).
Alguns sistemas neuroquimicos estdo envolvidos nas reag¢des do “gostar”, como o
sistema de neurotransmissores opioide, endocanabinocide e GABA-
benzodiazepinicos, principalmente em regides limbicas como no NAc (Pecifa;
Berridge, 2005; Smith; Berridge, 2005).

O querer se refere a saliéncia de incentivo, uma motivagdo que promove a
aproximagao com a recompensa, como o0 consumo de determinado alimento. Apesar
de normalmente desejarmos algo que gostamos, sao termos dissociaveis no ponto de
vista psicolégico e biolégico (Berridge; Robinson; Aldridge, 2009). E mediada por
sistemas neuronais subcorticais que incluem projecdes dopaminérgicas
mesolimbicas, ndo necessitando expectativas cognitivas elaboradas e tem seu foco

em estimulos relacionados a recompensa (Berridge; Robinson; Aldridge, 2009).

Também, o desejo pode se referir a estimulos ndo condicionados ou a
estimulos condicionados pavlovianos, isto €, um estimulo ndo condicionado que foi
emparelhado com o recebimento de uma recompensa, levando a um processo de
aprendizado. Nesse caso, o estimulo ndo condicionado quando emparelhado com
uma recompensa, € atribuido com uma saliéncia de incentivo através de mecanismos
limbicos. Dessa forma, pode agir como uma pista para motivar o individuo a buscar

pela recompensa (Robinson; Berridge, 2003).

Um experimento foi realizado com o objetivo de analisar a ativagdo de
neurénios dopaminérgicos em macacos quando ofertados uma quantidade de suco
(recompensa) logo apdés acender uma luz (pista). Nos resultados, constatou-se que
apdés os animais aprenderem que a luz precedia o recebimento da recompensa
(pareamento), os neurénios dopaminérgicos se ativavam com a luz, antes mesmo de
receber a recompensa. Ao contrario do que aconteceu antes de haver o aprendizado
de que a luz precedia o recebimento do suco, onde os neurbnios dopaminérgicos se

ativaram apenas no recebimento da recompensa (Schultz, 2002).
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Nesse mesmo estudo, os autores também demonstraram a capacidade dos
neurénios dopaminérgicos sinalizarem erros na “predicao da recompensa” conforme
a recompensa saia ou ndo como esperado. Eles verificaram que quando o animal ndo
recebia a recompensa apdés acender a luz, os neurbnios dopaminérgicos se
desativaram. Nesse mesmo sentido, quando a recompensa foi melhor do que o
esperado pelo animal, houve um aumento na ativagao desses neurdnios. Por outro
lado, quando a recompensa saia como esperado, nao havia alteragcdo na atividade
dopaminérgica (Schultz, 2002).

Assim, a liberacdo de dopamina no NAc medeia os aspectos motivacionais da
ingestdo alimentar, especialmente o desejo de comer alimentos que sé&o
hedonicamente desejaveis, sendo fundamental para o desenvolvimento de
comportamentos de busca por dicas ou pistas relacionadas a recompensa que as
antecedem. Essas associacbes sao adquiridas através do pareamento dessas
sugestdes (como o cheiro da comida) ao estimulo recompensador (comida). Com o

tempo, essas pistas especificas desencadeiam respostas antecipatorias a

Q)

recompensa. Isto €, ha uma liberacdo de dopamina com as dicas associadas

recompensa, levando o individuo desejar e buscar a recompensa (Schultz, 2010).

Dessa forma, desregulagcbes no sistema de recompensa podem levar a um
consumo excessivo de alimentos palataveis, podendo se sobrepor a regulagéo
homeostatica, isto €, levando um individuo ja saciado a comer (Berthoud; Munzberg;
Morrison, 2017; Giel et al., 2022; Nora D. Volkow, Gene-Jack Wang, Dardo Tomasi,
2013).

Todavia esse sistema de controle heddnico atua em conjunto com a regulagao
homeostatica, que tem o poder de modular a percepcdo de recompensa de um
alimento, como seu valor hedonico e a motivagéo de ir atras da comida (Morton; Meek;
Schwartz, 2014). Os neurdnios da area lateral do hipotalamo também se projetam
para a regidao mesolimbica. Assim, quando ha uma perda de peso por exemplo, e
consequentemente uma diminuigdo nos niveis plasmaticos de insulina e leptina e um
aumento da grelina, ocorre um aumento nas propriedades recompensadoras dos
alimentos e desta forma, na motivagao para comer. Por outro lado, caso ocorra um
aumento da massa corporal, e assim dos niveis circulantes de leptina e insulina,

acontecera uma diminuicdo nas propriedades recompensadoras dos alimentos e um
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aumento da resposta dos sinais de saciedade para que o peso retorne ao “normal” e

o corpo mantenha sua homeostase energética (Morton; Meek; Schwartz, 2014).

Isso acontece devido a expressao de receptores para leptina e grelina em
neurénios dopaminérgicos do VTA. A grelina, por exemplo, aumenta a taxa de
disparos desses neurbnios dopaminérgicos aumentando os niveis de dopamina no
NAc e induz Preferéncia Condicionada ao Lugar (PCL) em ratos condicionados com
injecdo de grelina na performance desse teste (Jerlhag, 2008; Jerlhag et al., 2006;
Quarta et al., 2009). King e colaboradores demonstraram que a administracdo de
grelina no VTA de roedores aumentou o consumo alimentar de ragdo de forma
dependente da dose levando ao aumento da massa corporal dos animais, e que esse
efeito era abolido quando administrado antagonistas de grelina. Além do mais, quando
administrado grelina em animais com restricdo alimentar, eles trabalharam mais por
comida quando comparado com grupos que receberam salina ou antagonista de
grelina (King et al.,, 2011). Esses dados demonstram que a grelina aumenta a
motivagéo e ingestdo alimentar através da sua agdo em receptores presentes na via

de recompensa.

Por outro lado, neurdnios dopaminérgicos do VTA também co-expressam em
sua maioria receptores para leptina (LepR) (Figlewicz et al., 2003; Hommel et al.,
2006). Ao contrario da grelina, sua agao nessa regidao despolariza neurbnios
dopaminérgicos diminuindo seus disparos. Por exemplo, a administragdo central de
leptina diminui 0 consumo alimentar enquanto animais knockdown de receptor LepR
no VTA leva a aumento do consumo alimentar, atividade locomotora e aumenta a
sensibilidade para alimentos palataveis (Hommel et al., 2006). Em outro estudo, a
administragao central de leptina também diminuiu a autoadministragdo de sacarose
em ratos, todavia animais alimentados com HFD foram resistentes a esses efeitos,

sugerindo uma resisténcia central a sinalizacéo da leptina (Figlewicz et al., 2006).

Além do mais, a orexina, neuropeptideo importante para a regulagédo do
comportamento alimentar homeostatico, também tem um papel na recompensa e no
comportamento alimentar hedénico. Com a sinalizag&o da grelina nos neurdnios que
expressam orexina no nucleo arqueado do hipotalamo, ocorre uma excitacdo desses
neurdnios. Com isso, pode levar a um aumento da motivagao pela busca por comida

especialmente por alimentos palataveis. Isso acontece, pois, 0s neurdénios
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orexinérgicos também tem projecdes excitatorias para os neurdnios dopaminérgicos
do VTA, que expressam receptores de orexina (OX1R e OX2R). Com a sinalizagao
da orexina nesses receptores, ela consegue aumentar a atividade desses neurénios
dopaminérgicos apoiando comportamentos motivados como a ingestao alimentar
(Sakurai, 2014).

Juntos, esses fatos demonstram uma relacdo entre a regulagdo do
comportamento alimentar homeostatico com o hedénico. Entretanto, outro sistema
atua em ambas as formas de controle do comportamento alimentar para diminuir ou

aumentar a ingestao alimentar.
1.3.3 Sistema Endocanabinoide e Comportamento Alimentar

Além dos horménios como leptina, grelina, insulina e dos peptideos YY, CCK,
NPY, AgRP e do sistema dopaminérgico, os endocanabinoides também estdo
envolvidos na regulagao da ingestdo de alimentos e em seus efeitos reforcadores

(Konstantakopoulos, 2018).

O sistema endocanabinoide (eCB) participa na regulagdo central do
comportamento  alimentar, pois o0s endocanabinoides interagem com
neurotransmissores classicos em neurdnios que controlam o metabolismo energético
e o comportamento alimentar (Horn et al., 2018). Além do mais, esse sistema é
conhecido por ser ativado em situagdes que envolvem jejum alimentar para promover
o consumo alimentar (Pagotto et al., 2006). Esse sistema & formado por dois
receptores acoplados a proteina G: o CB1 e o CB2, sendo o primeiro mais expresso
no SNC, principalmente em regides conhecidas por participarem da via de
recompensa, adicao e fungdes cognitivas como hipocampo, cértex pré-frontal (CPF),
NAc, VTA, amigdala, cértex cingulado, hipotalamo lateral, entre outros (Glass;
Dragunow; Faull, 1997; Wang et al., 2003). Ja o segundo, por outro lado, € encontrado
principalmente em células imunes periféricas, porém também € expresso em
neurdnios, células de glia e células endoteliais em regides do SNC, como na via de
recompensa. Entretanto, a nivel central o CB2 nao é tdo amplamente expresso como
os receptores CB1 (Atwood; MacKie, 2010; Cota et al., 2003; Di Marzo et al., 2001;
Gong et al., 2006; NUNEZ et al., 2004; Rossi et al., 2018; Xi et al., 2012).
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Os canabinoides enddgenos, isto €, canabinoides produzidos pelo organismo,
sdo os ligantes desses receptores constituidos por acidos graxos poli-insaturados. Os
principais sdo a anandamida (AEA) e 2-araquidonilglicerol (2-AG). Por essa
caracteristica lipidica, ndo sdo armazenados em vesiculas e precisam ser produzidos
conforme a demanda, através da clivagem de precursores e sao liberados por meio
de mecanismos dependentes de calcio (Parsons; Hurd, 2015). Ambos canabinoides
exercem papel como agonistas dos receptores CB1 e CB2. Entretanto, podem ter
diferentes niveis de afinidade pelo receptor e eficacia como agonista. A AEA, por
exemplo, possui mais afinidade com o receptor CB1 em comparagao com o receptor
CB2, todavia exibe uma baixa eficacia como agonista em ambos. Ja o 2-AG possui
afinidade igual nos dois tipos de receptores, e tem uma atividade agonista maior que
AEA (Parsons; Hurd, 2015).

Além dos receptores canabinoides, os endocanabinoides também interagem
com outros alvos, como um canal ibnico localizado em terminais nervosos pos-
sinapticos, conhecido como receptor Potencial Transitério de Vaniloide tipo-1
(TRPV1), cuja ativagao pelos endocanabinoides leva a despolarizagdo dos neurdnios
(Louis-gray; Tupal; Premkumar, 2022). Outro alvo sdo os receptores Ativados por
Proliferador de Peroxissoma (PPAR), especialmente subtipo PPAR-a, expresso
principalmente no figado, rins, musculos e coragao. Estédo ligados a manutencao da
homeostase energética e regulam alguns aspectos do metabolismo lipidico pela
estimulacéo da expressao de alguns genes (Escher; Wahli, 2000; Wu et al., 2014).

De maneira geral, os endocanabinoides atuam como neuromoduladores
retrogrados. Sao liberados por neurdnios pos-sinapticos despolarizados para agir nos
receptores canabinoides que em sua maioria estdo em neurbnios pré-sinapticos
(atuacdo paracrina) ou no proprio neurénio (atuagao autocria) (Godoy-Matos et al.,
2006). Com isso, essa ativagao diminui a excitabilidade de neurdnios reduzindo a
liberagao de neurotransmissores excitatérios e inibitdrios e neuropeptideos (Di Marzo;
Ligresti; Cristino, 2009; Godoy-Matos et al., 2006; Wilson; Nicoll, 2001).

Devido a ampla localizagdo dos receptores canabinoides no SNC e sua
presenca em diferentes tipos de neurbnios, como neurbnios GABAérgicos,
glutamatérgicos e dopaminérgicos, o efeito da ativacdo desses receptores vai

depender da localizacdo dos receptores ativados. Devido a isso, as respostas
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desencadeadas podem ter efeitos diferentes e até antagdnicos (Bellocchio et al.,
2010). Por exemplo, um estudo foi realizado utilizando mutagdo genética com
deplecédo total para o gene de receptores CB1 (CB1 -/-) ou apenas em diferentes
neurénios (GABAérgicos, Glutamatérgicos ou ambos). Eles verificaram que quando
havia a deplecgao total dos receptores CB1 (CB1 -/-) no animal, o consumo alimentar
foi menor comparado com animais que nao tinham mutagdo genética. Quando a
deplegédo aconteceu apenas em neurdnios glutamatérgicos, os animais tiveram um
fendtipo similar, porém quando a depleg¢ao era em neurénios GABAérgicos os animais
demonstraram hiperfagia. Entretanto, quando a deple¢ao ocorreu em ambos os tipos
de neurénios, GABA e glutamatérgicos, as duas mutagdes parecem compensar uma
a outra, ndo alterando o comportamento alimentar dos animais. Esses resultados
mostram que apesar da ativagcdo de receptores CB1, a transmissdo de vias
GABAérgicas e glutamatérgicas dependentes de CB1 possuem efeitos antagdnicos

no comportamento alimentar (Bellocchio et al., 2010).

Assim, pelo papel que os endocanabinoides desempenham no controle e
balang¢o energético do corpo, pela capacidade desse sistema ser ativado no jejum e
por ser produzido sob demanda, os niveis de endocanabinoides mudam em relacao
ao status energético do corpo. Isto é, aumentam em situagao de jejum e diminuem
conforme se alimenta (Gatta-Cherifi; Cota, 2016; Pagotto et al., 2006; Parsons; Hurd,
2015).

No hipotalamo, regido de grande importéncia no controle homeostatico do
comportamento alimentar, o receptor CB1 € amplamente expresso nos axbénios em
todos os seus nucleos, como o NPV, hipotalamo lateral, nucleo arqueado, entre outros
(Di Marzo; Ligresti; Cristino, 2009). Horménios como a leptina interagem com os
endocanabinoides, regulando-os de forma negativa através dos receptores pos-
sinapticos de leptina, inibindo a sintese dos endocanabinoides por diminuir a
concentragdo de calcio intracelular (Di Marzo; Ligresti; Cristino, 2009). Com isso,
também diminui a ativacdo dos neurdnios orexigenos dependentes de CB1, que
liberam MCH pelo hipotalamo lateral, para promover comportamento alimentar (Di
Marzo et al., 2001; Jo et al., 2005).

Além do mais, quando ha algum prejuizo na sinalizagao da leptina, como em

casos de obesidade, ocorre um aumento nos niveis de endocanabinoides, 0 que
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contribui para a hiperfagia levando a um quadro de obesidade ou ao agravamento da
doenca (Di Marzo et al., 2001). Isso se da em parte pela desinibigdo da liberagao de
MCH por meio de uma inibigdo retrograda do GABA através dos receptores CB1,
levando ao estimulo do comportamento alimentar (Di Marzo; Ligresti; Cristino, 2009;
Jo et al., 2005).

Por outro lado, o efeito orexigénico da agédo da grelina no hipotalamo se da
através da sinalizagdo canabinoides. A sinalizagdo da grelina também aumenta os
niveis de endocanabinoides no hipotalamo e inibe os neurénios anorexigenos do NPV
do hipotalamo. Entretanto, quando ha um prejuizo na sinalizagdo endocanabinoide, a
grelina ndo é capaz de promover seus efeitos orexigenos, demonstrando que é
necessario a presenga desse sistema para promover o estimulo do comportamento

alimentar através desse hormonio (Kola et al., 2008).

Na via de recompensa, o sistema eCB também desempenha um papel
regulador, por meio da ativacdo dos receptores canabinoides que modulam a
atividade dos neurdnios dopaminérgicos envolvidos nas respostas relacionadas a
recompensa (Maldonado; Valverde; Berrendero, 2006). O uso, por exemplo, de
canabinoides sintéticos agonistas do receptor CB1 aumenta a fungéo de recompensa
do cérebro e a producdo de efeitos de recompensa no teste de preferéncia
condicionada ao lugar (PCL) (Vlachou; Panagis, 2014). Assim, a ativacdo dos
receptores CB1 no NAc, leva a um aumento do efeito da dopamina na via da
recompensa, podendo aumentar o consumo alimentar (Konstantakopoulos, 2018).
Além do mais, os endocanabinoides parecem ter um papel no aumento da
sensibilidade ao sabor doce via CB1, pois a administragao exégena de 2-AG e AEA
aumentaram a resposta celular ao doce e o uso de antagonistas CB1 bloquearam o
efeito (Tarragon; Moreno, 2018).

Nesse sentido, foi demonstrado que o padrao dietético também influencia nos
niveis de canabinoides enddgenos. Dietas ricas em Omega-6 &cido graxo
poliinsaturado (PUFA, do inglés polyunsaturated fatty acids) e pobres em 6mega-3
PUFA aumentam os niveis de AEA e 2-AG no cérebro. E que a suplementagao cronica
de acido docosahexaendico (DHA) e acido eicosapentaenoico (EPA) diminuem os
niveis plasmaticos de AEA (Berge et al., 2013; Berger et al., 2001; Watanabe; Doshi;

Hamazaki, 2003). Isso é especialmente relevante, pois a razdo émega 6/ dmega 3 &
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elevada no padrdo de dieta ocidental conhecido como rico em agucares € em
gorduras. Outro estudo demonstrou em roedores que um padrédo alimentar mais
“ocidental”, utilizando HFD e sacarose de forma crénica também elevou os niveis
plasmaticos de 2-AG e AEA, consumo alimentar e ganho de peso. Entretanto, quando
administrado de forma periférica um agonista do receptor CB1, esses efeitos da dieta

eram suprimidos (Argueta; Dipatrizio, 2017).

Devido a essas fungdes do receptor CB1, ele comecou a ser estudado como
alvo farmacologico para tratamento da obesidade, por meio do uso de antagonistas
ou agonistas inversos desse receptor. Com isso poderia ter um papel terapéutico no
tratamento dessa doencga e de transtornos alimentares com desregulagcdo na via de
recompensa. Estudos utilizando tratamentos com bloqueadores deste receptor
demonstraram efeitos positivos na diminui¢do do apetite e peso corporal, como foi o
caso do farmaco antiobesidade Rimonabanto (Després; Golay; Sjostrom, 2005; Van
Gaal et al.,, 2005). Entretanto, apesar desse efeito promissor, efeitos adversos
psiquiatricos foram relatados, como aumento de ansiedade e intengdo de suicidio de
pacientes que utilizavam o farmaco, assim ele foi retirado do mercado em 2008 (Di
Marzo; Després, 2009).

Sob outra perspectiva, a ativacdo dos receptores CB2, em neurbnios
dopaminérgicos da VTA, modulam negativamente a liberagdo de dopamina no NAc,
diminuindo a excitabilidade desses neurdnios (Ma et al., 2019). Essa ativacao levaria
a uma reducdo do consumo de substancias que agem como recompensas, COmo
drogas e alimentos, suprimindo os comportamentos reforcadores (Canseco-Alba et
al., 2019; Liu, Qing-rong et al., 2017; Onaivi et al., 2008; Xi et al., 2012; Zhang et al.,
2014, 2015, 2017). Por exemplo, um estudo utilizando camundongos mutantes
geneticamente para superexpressar o receptor CB2, demonstrou que esses animais
com uma quantidade maior de receptores CB2 tiveram um consumo menor de cocaina
e resposta motora menor quando comparado aos animais sem mutagdo genética
(Aracil-Fernandez et al.,, 2012). Nesse sentido, Canseco-Alba e colaboradores
mostraram que um pré-tratamento com agonista do receptor CB2 bloqueou o efeito
da preferéncia condicionada ao lugar provocada por cocaina e nicotina em

comparagao a animais sem tratamento (Canseco-Alba et al., 2019).
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Ja no contexto da alimentacgao, tem se estudado a estimulagao do receptor CB2
para promover efeitos antiobesidade, como a reducéo da ingestao de alimentos e o
ganho de peso sem impacto no humor ou desencadeando efeitos psicoticos adversos
como relatados no uso de antagonistas CB1 (Rossi et al., 2018).

Além da alimentagao, o sistema eCB tem efeitos na termogénese, no peso
corporal e no metabolismo lipidico e glicolitico por estar envolvido no processo de
transformacdo de células adiposas brancas em células adiposas marrons (Rossi,
2018). Apesar do receptor CB1 ser majoritariamente expresso no SNC, ele também é
expresso de forma mais periférica, tendo evidéncias do impacto da sua ativacao de
forma negativa na termogénese. Em corroboragédo, estudos utilizando agonista
inverso ou antagonista com distribuicdo mais periférica do receptor CB1, foram
capazes de aumentar a troca de tecido adiposo branco para marrom (Akbas et al.,
2009; Bellocchio et al., 2008; Gary-Bobo et al., 2006).

Por outro lado, os receptores CB2 também parecem estar envolvidos na
homeostase energética (Verty et al., 2015). A administracdo de antagonista deste
receptor parece aumentar adipocinas inflamatodrias, estoque de gordura e diminuigao
da transformacéo de tecido adiposo branco em marrom. Porém o uso de agonista CB2
parece reverter esses efeitos obesogénico, aumentando a geragao de calor e o gasto
energético através do tecido adiposo marrom (Rossi et al., 2016). Em outro estudo,
verificou-se os efeitos do uso de crénico de agonista CB2 em animais que foram
induzidos a obesidade por meio da dieta. A ativagado desse receptor atenuou o ganho
de peso, diminuiu o consumo alimentar, aumentou marcadores de lipdlise e melhorou
a resposta inflamatdria, aumentando a producéo da citocina anti-inflamatéria IL-10 e
diminuindo TNF-a. Além do mais, reduziu niveis plasmaticos de insulina, triglicerideos
e transaminase oxalacética (TGO), melhorou o metabolismo da glicose no teste de
tolerancia a glicose (GTT, do inglés Glucose Tolerance Test) e reduziu o tamanho de
células adiposas (Verty et al., 2015). Ja quando avaliado a questdo de humor desses
animais, o tratamento crbénico nao teve efeito no comportamento tipo-depressivo

avaliado pelo teste de nado forgcado (Verty et al., 2015).

Assim, quando comparado aos receptores CB1, os receptores CB2 parecem
ter vantagens se tratando de alvo terapéutico, pois os estudos indicam ser alvo

promissor na descoberta de novos tratamentos para disturbios envolvendo
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desregulagao na via de recompensa como compuls&do alimentar e a obesidade sem

provocar efeitos adversos no SNC (Rossi et al., 2018).
1.4 CORDIA VERBENACEA

A Cordia verbenacea € uma planta medicinal nativa brasileira popularmente
conhecida como Erva Baleeira que pode ser encontrada ao longo da costa sudeste
do Brasil, que pertence a familia das Boraginaceas. As partes aéreas dessa planta
vém sendo utilizadas pela medicina popular como extratos, decocgdes e infusdes para
efeitos anti-inflamatérios, analgésicos, reumaticos, cicatrizagdo de feridas e outros
(Martim; Maranho; Costa-Casagrande, 2021; Sertié et al., 2005). Além do mais,
estudos utilizando o 6leo essencial da Cordia verbenacea demonstraram efeitos anti-
inflamatorios, antialérgicos, antibacteriano e cicatrizante (Fernandes et al., 2007,
Martim; Maranho; Costa-Casagrande, 2021; Passos et al., 2007; Pimentel et al.,
2012).

Esses efeitos sao relatados principalmente pela composi¢ao do éleo essencial
por terpenos como o cariofileno, alfa-humuleno, alfa copaeno, beta-sesquifelandreno
e outros. Alguns destes também vém sendo estudados isoladamente, como no caso
do alfa-pineno e cariofileno que sao aprovados pela FDA (Food and Drug
Administration) dos Estados Unidos como aditivos alimentares. Estudos com alfa-
pineno demonstraram efeitos anti-inflamatério, antifungico, antibacteriano, antiviral,

contra células tumorais, neuroprotetor e outros (Allenspach; Steuer, 2021).

No caso do cariofileno, ja foi demonstrado seu potencial na diminuigdo do
estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial (Ullah et al., 2021), na redugdo de
citocinas inflamatdorias como IL-1, IL-6 e TNF-a especialmente em doencas
caracterizadas pela inflamacédo e estresse oxidativo, como doencas metabdlicas e
neurodegenerativas (Scandiffio et al., 2020), com propriedades anticancer e
analgésica (FIDYT et al., 2016), potencial neuroprotetor (Machado et al., 2018),
potencial terapéutico no diabetes (Hashiesh et al., 2020) e na diminuicdo da saliéncia

motivacional por alimento palatavel (Barbosa et al., 2023).

Além do mais, estudos com cariofileno demonstram efeito protetor da sua
suplementagao em roedores na dislipidemia e inflamacgao cardiovascular induzidas

por HFD (Niegawa et al., 2018; Youssef; ElI-Fayoumi; Mahmoud, 2019), na redugao
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da resisténcia a insulina em modelo de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) induzidos
através de dieta hiperlipidica e frutose (HFFD, do inglés, high fat and fructose diet )
(Mani et al.,, 2021) e na protegdo contra mudangas comportamentais induzidas
também por dieta, como prejuizos comportamentais frente a um estresse agudo
inescapavel, comportamento anedodnico, de autocuidado e déficit de memoria
(Youssef; EI-Fayoumi; Mahmoud, 2019).

Em relagdo a farmacodinémica, estudos demonstram que os efeitos benéficos
da suplementagdo com cariofileno ou outros agonistas CB2, como agonistas
sintéticos, sao suprimidos quando realizado previamente tratamento com antagonista
desse receptor (e.g. AM630), sugerindo efeitos dependentes de CB2. Os efeitos
benéficos incluem: protegdo contra maleficios provocados por consumo de dietas
ricas em gordura e agucares, diminuicdo da massa corporal e tecido adiposo, menor
consumo alimentar (mesmo apds periodos de jejum), melhora do metabolismo
glicidico e inibicdo das propriedades reforgadoras e motivacionais induzidas por
alimento palatavel, e protecdo contra comportamento ansiogénico, tipo-depressivo e
prejuizos na memoria causados por HFFD (Barbosa et al., 2023; Hashiesh et al., 2020;
Verty et al., 2015; Youssef; EI-Fayoumi; Mahmoud, 2019).

Através de uma ferramenta web, SwissTargetPrediction, online desde 2014,
que visa prever os alvos proteicos mais provaveis de pequenas moléculas, onde as
previsdes sao baseadas no principio da similaridade, por meio de triagem reversa, os
compostos presentes do 6leo essencial de Cordia verbenacea podem ser analisados
quanto seus alvos proteicos (Daina; Michielin; Zoete, 2019). Assim, nota-se que
alguns compostos possuem atividade no receptor CB2 como o cariofileno, alfa-pineno,

alfa-copaeno e beta-sesquifelandreno, sem afinidade pelo receptor CB1.

Por essas caracteristicas, o 6leo essencial de Cordia verbenacea, parece ser
um candidato em potencial como alvo terapéutico para condigcdes que envolvam
desregulagdes na via de recompensa e na ingesta alimentar, como obesidade e TCA.
Esse efeito se daria principalmente através de uma modulagdo do sistema
endocanabinoide pela composicédo de 6leo com terpenos que possuem afinidade pelo
receptor CB2. Dessa forma, a hipotese desse estudo € que o 6leo de Cordia
verbenacea apresenta efeitos na diminuicdo do consumo alimentar crénico de dieta

hiperlipidica e frutose, amenizando seus efeitos metabdlicos e comportamentais.
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2  JUSTIFICATIVA

A obesidade € uma doencga crbnica grave que atinge milhares de pessoas em
todo o mundo. Por outro lado, devido as magnitudes epidemiologicas e as
consequéncias da obesidade, ha a necessidade de buscar tratamentos
farmacoldgicos eficazes. O sistema eCB atua na regulagao de processos fisiologicos
como ingesta alimentar e termogénese. Farmacos com alvo nos receptores CB1 foram
desenvolvidos, porém apesar de efeitos metabdlicos promissores, foram retirados do
mercado apos efeitos psicoldgicos adversos. Por outro lado, a ativagado do receptor

CB2 nao foi associado a esses efeitos adversos como na ativacao do receptor CB1.

O dleo essencial de Cordia verbenacea € composto de terpenos que possuem
afinidade pelo receptor CB2, sem afinidade pelo receptor CB1. Por essa caracteristica,
esse Oleo parece ser um candidato em potencial como alvo terapéutico para
condi¢des que envolvam o sistema eCB, como desregulagées no consumo alimentar

e balango energético.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do tratamento crénico com 6leo essencial de Cordia
verbenacea sobre o consumo alimentar e parametros metabdlicos e comportamentais

em camundongos expostos a dieta hiperlipidica e frutose (HFFD).
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a afinidade dos compostos presentes no 6leo essencial de Cordia
verbenacea por receptores especificos, e os possiveis efeitos adversos desses

compostos, por meio de analises de bioinformatica;

b) Avaliar os efeitos da administracao de 6leo essencial de Cordia verbenacea
sobre as alteragdes metabdlicas e comportamentais induzidas por consumo crénico
de HFFD:

- Acompanhar e mensurar a massa corporal e consumo alimentar durante

todo o protocolo;

- Avaliar locomogé&o espontanea; comportamento de autocuidado e anedonia;

comportamento frente a um estresse agudo inescapavel e memoaria de trabalho;
- Avaliar a tolerancia a glicose dos animais;
-Avaliar colesterol, triglicerideos e enzimas hepaticas TGO e TGP;
-Mensurar a massa de tecido adiposo.

c) Investigar se o Oleo essencial de Cordia Verbenacea apresenta
propriedades reforcadoras per se na tarefa de preferéncia/aversdo condicionada ao

lugar em camundongos.
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4  MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

Foram utilizados um total de 60 camundongos C57BL/6 machos e fémeas com
idade entre trés ou quatro meses no inicio dos experimentos, provenientes da coldnia
do préprio laboratério. Em consonancia com as recomendacdes do Guia Brasileiro de
Criacao e Utilizagcao de Animais para Atividades de Ensino e Pesquisa Cientifica do
CONSEA (Resolugao Normativa 13, 2013), os animais foram alojados em gaiolas
retangulares, contendo entre 2 e 3 animais por gaiola, em temperatura controlada (23
t+ 1°C), em ciclo claro escuro (12/12horas), com comida e agua ad libitum. Para
realizacdo do estudo, ele foi previamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica
para o uso de Animais (CEUA/UFSC) sob o numero 6555200323, em concordancia
com a Lei Federal 11.794 de 2008.

4.2 OLEO ESSENCIAL DE CORDIA VERBENACEA

O dleo essencial de Cordia Verbenacea utilizado nos experimentos foi
adquirido em frascos contendo 5ml do produto, da empresa Herbia, localizada em
Joinville no Estado de Santa Catarina, que comercializa 6leos essenciais e possui as
especificacbes técnicas do produto, incluindo cromatografia em percentual dos
terpenos presentes no 6leo. A descrigdo dos terpenos presentes no 6leo essencial de

Cordia Verbenacea esta apresentada no quadro 1.

Quadro 1. Descrigao dos terpenos presentes no 6leo essencial de Cordia verbenacea

Substancia Titulo % Peso Densidade Concentragao Molaridade

no 6leo | molecular comum no 6leo Mol/L
(produto)
Cariofileno 8,4 204.357 0.9052 g/cm3 76,037 g/L 0,3721mol/L
g/mol (17 °C)

Alfa-pineno 11,9 136.23 0.8592 g/cm?® 102,25 g/L 0,7505
g/mol (20°C) mol/L
Alfa-copaeno 4,9 204.35 0.939g/cm3 46,011 g/L 0,2252
g/mol mol/L
Trans-alfa- 3,1 204.35100 0.881g/cm3 27,311 g/L 0,1336
bergamoteno g/mol mol/L
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Alfa-humuleno 1,3 204.35 0.889g/mL a 11,557 g/L 0,0566
g/mol 20 °C mol/L

Ar-curcumeno 22,7 202.33 0.873g/cm3: 198,171 g/L 0,9794
g/mol mol/L

Alfa-zingibereno 8,5 204.35 0.854g/cm3. 72,59 g/L 0,3552
g/mol mol/L

Beta-bisaboleno 4,9 204.35100 0.854g/cm3 41,846 g/L 0,2048
g/mol mol/L

Beta- 18,7 204.35100 0.85g/cm3 158,95 g/L 0,7778
sesquifelandreno g/mol mol/L

Fonte: A autora apos buscas em: Pubchen; Swiss target prediction; cromatografia do éleo
fornecida no site da empresa comercializadora.

4.3 DIETAS E FRUTOSE

Para os protocolos, foram utilizadas duas dietas: 1) Rag&o padrdo para
roedores (STD, do inglés Standard) [constituida por proteinas (22%), carboidratos
(46,5%) e lipideos (4,0%), Nuvilab CR1, Nuvital; Quimtia Nutrientes, Colombo, PR,
Brasil] associada com agua filtrada; e 2) Racao Hiperlipidica (HFD) [dieta AIN 93,
high-fat purificada, constituida por proteinas (12%), carboidratos (27%) e lipideos
(61%), sendo a principal fonte lipidica proveniente de banha, Pragsolucdes, Jau, Sao
Paulo, Brasil], associada a solugao de Frutose (NEON Comercial, Suzano, SP, Brasil)

na concentracao de 10% na agua filtrada dos animais.

O valor caldrico das dietas e solucao foi calculado com base nas informacgdes
nutricionais de cada dieta seguindo os valores: 4kcal/g de proteina; 4kcal/g de
carboidrato e 9kcal/g de gordura. Dessa forma, obteve-se 3,1 kcal/g de dieta padréo

para roedores; 7,05kcal/g de HFD; 0,4kcal/ml de solugao de frutose.

Para a preparacao da solucao de frutose 10% foi realizada a pesagem de 25
gramas de frutose diluidas em agua filtrada suficiente para completar 250 ml em bal&o
volumétrico, repetindo o processo quantas vezes fosse necessario para atingir o

volume final necessario.
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4.4 DESENHOS EXPERIMENTAIS

4.4.1 Avaliagao da bioinformatica dos compostos presentes do 6leo essencial
de Cordia verbenacea, como a afinidade dos compostos por receptores e os

efeitos adversos desses compostos

A avaliagdo da bioinformatica do 6leo essencial de Cordia verbenacea foi
realizada conforme a cromatografia dos compostos do 6leo fornecidos pelo fabricante
e de dados obtidos na base de dados PubChem (Kim et al., 2016). A partir desse
dado, os compostos foram avaliados com seus principais alvos para a espécie Mus
musculus através do website SwissTargetPrediction (Daina; Michielin; Zoete, 2019).
Os compostos que foram encontrados na base de dados e que tinham alvos descritos
por ela, foram descritos em tabela com o nome dos seus principais alvos e com os

valores da probabilidade de ligagao.

Ja outros dados sobre propriedades farmacocinéticas e de toxicidade dos
compostos foram avaliados a partir do de outra ferramenta online ADMETlIab, que
permite verificar os dados de absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e
toxicidade de diferentes moléculas (Xiong et al., 2021). Foram analisados os dados
sobre distribuicdo, avaliando a probabilidade de cada terpeno presente no dleo
atravessar a Barreira Hematoencefalica (BHE). Também foi analisado os dados sobre
absorcao desses compostos, através da biodisponibilidade da via oral em humanos,

avaliando a probabilidade de uma biodisponibilidade <20% ou <30%.

Por fim, verificou-se os compostos quanto a toxicidade. Nessa ferramenta, é
possivel verificar o risco de toxicidade para alguns parédmetros como:
hepatotoxicidade humana, toxicidade aguda oral em roedores (baixa toxicidade > 500
mg/kg; alta toxicidade < 500 mg/kg), risco carcinogénico, sensibilizacdo da pele,
irritac&o e corroséo ocular, toxicidade respiratéria e 0 maximo recomendado de dose
diaria que promove a estimativa de um limite de dose tdxica de cada composto (nesse
caso remete a probabilidade de uma dose <0,011mmol/kg de massa corporal/dia ser
téxica). Para isso, os dados sado apresentados na ferramenta por valores de
probabilidade e cores (verde, amarelo e vermelho). Os dados verdes representam

risco de até 30%, dados amarelos de 30-70% e vermelhos acima de 70%. Foram
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computados os riscos de toxicidade classificados como amarelo e vermelhos, bem

como seus valores de probabilidade.

Os dados encontrados em cada uma das ferramentas foram computados e
descritos em tabelas.

4.4.2 Avaliacao dos efeitos da administracdo de 6leo essencial de Cordia
verbenacea sobre as alteragcoes metabdlicas e comportamentais induzidas

pelo consumo crénico de dieta hiperlipidica e frutose

Nessa parte do estudo, 40 camundongos machos e fémeas foram divididos
em 4 grupos (N=10, sendo 5 machos e 5 fémeas). Dois desses grupos receberam
dieta padrdo e os outros dois receberam HFD associada com frutose 10% (HFFD).
Apds 30 dias de oferta das respectivas dietas, os animais continuaram recebendo
suas respectivas dietas, porém um grupo com dieta padrdo e outro com HFFD
receberam tratamento diario (as 8 horas da manha) de forma oral através de gavagem
com Oleo essencial de Cordia verbenacea diluido em salina na proporgao
0,0657ml/kg. Os outros dois grupos foram os controles e receberam um veiculo

(salina) no lugar do tratamento, por mesma via e volume que 0s grupos experimentais.

Um estudo piloto foi realizado para definir a dose de tratamento, utilizando
como base na dose de 50 mg/kg de cariofileno. Essa dosagem foi estudada
anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa, mostrando resultados na diminuigdo da
saliéncia motivacional para alimento palatavel (Barbosa et al., 2023). Para tal,
50mg/kg de cariofileno correspondem a 0,657ml/kg de 6leo essencial de Cordia
verbenacea de acordo com as quantificacbes de compostos apresentados pelo
fabricante. Todavia, essa dose mostrou efeitos depressores notorios nos animais,
sendo observados poucas horas apds a primeira administracdo, como por exemplo,
pela diminui¢do da locomogao espontanea na propria gaiola moradia. Ainda, um dia
apos a primeira administragao trés camundongos machos vieram a obito. Isso pode
ser justificado pela presenga de outros compostos nesse 6leo. Assim, uma dose de
0,0657 ml/kg de dleo, que corresponde a 5 mg/kg de cariofileno, foi utilizada nesse

estudo. Além disso, considerando que o 6leo de Cordia verbenacea também possui
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outros compostos com atividade no receptor CB2, uma dose menor do 6leo pode ser

utilizada a fim de avaliar o sinergismo (efeito entourage) dos compostos.

Ao final desses 60 dias de oferta de dieta (30 dias sem tratamento + 30 dias
com tratamento), todos os animais foram submetidos a testes comportamentais
(campo aberto, borrifagem de sacarose, labirinto em T, suspensao pela cauda), sendo
realizado um por dia, do menos aversivo para o mais aversivo, e o Teste de Tolerancia
a Glicose (GTT), realizado no dia posterior ao ultimo teste comportamental,
obedecendo um jejum caldrico de 6 horas, iniciado no periodo claro (7h -13h), com
agua ad libitum. Além disso, ao término desses testes, os animais ficaram novamente
em jejum de 6 horas, para serem eutanasiados para a coleta de material biologico:
sangue para avaliagao de triacilglicerois, colesterol total e enzimas hepaticas TGO e
TGP, além do tecido adiposo visceral que foi pesado. Ambas as dietas e tratamentos
foram mantidas ao longo da aplicagado dos testes até a eutanasia dos animais. O

desenho experimental dessa fase da pesquisa esta apresentado na figura 1.

60 dias de dieta Apds 60 dias*
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Figura 1. Desenho experimental da segunda etapa da pesquisa

4.4.3 Investigacdao se o O6leo essencial de Cordia Verbenacea apresenta
propriedades reforcadoras per se na tarefa de preferéncia/aversao

condicionada ao lugar em camundongos

Para investigar se o Oleo essencial de Cordia verbenacea apresenta
propriedades reforcadoras per se, foram utilizados 20 animais fémeas divididos em

dois grupos (n= 10). Somente camundongos fémeas foram utilizados nesse protocolo,
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pois 0s animais machos nao se mostraram tio responsivos a esse protocolo
empregado anteriormente em nosso laboratério. Um dos grupos recebeu salina (grupo
controle) e o outro foi condicionado ao longo do teste com o 6leo essencial de Cordia
verbenacea (Grupo experimental). Para esse objetivo os animais executaram a tarefa

de preferéncia/aversao condicionada ao lugar (PCL) que sera descrito no item 4.6.5.

4.5 ACOMPANHAMENTO DA MASSA CORPORAL E CONSUMO
CALORICO

Com o objetivo de avaliar a massa corporal dos animais, eles foram pesados
semanalmente, iniciando no primeiro dia de cada protocolo, seguindo o mesmo dia e
horario em cada semana. Para isso, foi avaliado a massa corporal com o auxilio de
uma balancga digital trés vezes em cada momento, a fim de verificar o valor mais
frequente. Os dados foram anotados e ao final o valor de Delta (massa corporal final

- massa corporal inicial) foi calculado. Os dados foram expressos em gramas.

Para o calculo do consumo cal6rico dos animais, também foi mensurado
semanalmente a quantidade de dieta e solugdo de frutose fornecida em cada
momento, e a que era encontrada, de forma a obter o montante consumido na semana
(Dieta e solugao fornecida — dieta/solugdo encontrada= consumo de dieta/solugéo).
Com o valor bruto em gramas, ele foi convertido em calorias seguindo a concentragao
caldrica de cada tipo de dieta ofertada. Quando a dieta foi associada com solugdo de
frutose, os valores caldricos de dieta e frutose foram somados. Ao final, foi calculado
o valor per capita estimado do consumo calérico semanal, dividindo o valor caldrico

semanal consumido de cada gaiola pelo numero de animais alojados na mesma.
4.6 EXPERIMENTOS COMPORTAMENTAIS
4.6.1 Campo Aberto

Este paradigma comportamental € um modelo utilizado para avaliar possiveis
efeitos na locomogdo e padrao exploratorio dos animais. Cada camundongo foi
colocado no inicio do experimento no centro de uma caixa nas proporgoes
50x50x40cm, ficando livre por 5 minutos para explorar o ambiente. Os roedores
quando em ambientes novos tendem a explorar o espago, mesmo com o estresse

provocado pelo novo ambiente. Além do mais, uma menor exploragao ao centro do
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aparato tem sido atribuida a um comportamento do tipo ansioso, o que tem como base
o uso de farmacos ansioliticos e seus efeitos nesse teste (Prut; Belzung, 2003). Assim,
para avaliar a atividade exploratoria desses animais foi contabilizado o numero total
de cruzamentos periféricos e centrais, além do tempo no centro da caixa (Prut;
Belzung, 2003). Um cruzamento foi contabilizado quando o animal cruzava de um
quadrante para o outro com as quatro patas. Os cruzamentos totais foram expressos
em valores brutos. Ja os cruzamentos centrais e os cruzamentos periféricos foram
expressos em percentual de acordo com o numero de cruzamentos totais de cada
animal. O tempo no centro foi expresso em percentual do tempo total do teste que era

5 minutos ou 300 segundos.

4.6.2 Borrifagem de Sacarose

O teste de borrifagem de sacarose, também conhecido por Splash Test, foi
utilizado para avaliar comportamento de autocuidado e anedonia, seguindo o
protocolo de Isingrini e colaboradores com modificagdes (Isingrini et al., 2010). Os
animais foram isolados 1 hora antes do inicio do teste em uma caixa de acrilico
(30x30x20cm). Apés 1 hora, foi borrifado 1ml de solugao viscosa de 10% de sacarose
no dorso do animal. Essa solugdo induz autolimpeza no animal, assim apds a
aplicacéo, foi realizado durante 5 minutos o registro do tempo de limpeza (grooming).
Os parametros analisados foram: tempo de autolimpeza e tempo até o primeiro

comportamento de autolimpeza. Ambos os dados foram expressos em segundos.

4.6.3 Labirintoem T

O protocolo aqui empregado do labirinto em T avalia a memoaria de trabalho
dos animais através do monitoramento do comportamento de alternancia esponténea
durante uma sessao unica no labirinto de T (Hughes, 2004). Para esse teste, foi
utilizado um aparato de acrilico em formato de labirinto em T. No inicio do teste, o
animal é colocado no inicio de um brago e pode se mover livremente durante 5 minutos
por todo o aparato. Foi anotado a sequéncia de entrada do animal, atribuindo uma
letra (A, B ou C) para cada brago. Para isso, o animal precisava entrar no brago com
todas as patas. Ao final foram contabilizadas as trincas completas de alternéncias (e.
g. ABC; CBA, BAC etc.) e calculado o percentual de alternancia seguindo a férmula:

[Alternéncias totais/ (numero de entrada nos bragos -2)] x 100.
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4.6.4 Suspensao pela Cauda

Este teste avalia a estratégia de enfrentamento a um estresse agudo
inevitavel (Commons et al., 2017). E tem como base a hipétese de que um animal, ao
ser submetido a uma situagdo aversiva e inescapavel, apresenta dois tipos de
comportamentos alternados: a agitagdo caracteristica da movimentagéo para fuga da
situagdo aversiva e imobilidade. Este padrao temporal de movimentagao também
pode ser chamado comportamento de busca, caracterizado por intensa atividade
motora e gasto de energia e comportamento de espera com imobilidade e menor gasto
de energia (Steru et al., 1985). Este teste comportamental € amplamente utilizado para
avaliagao de farmacos antidepressivos, no qual seu potencial foi relatado por diminuir
o tempo de imobilidade e aumentar a tentativa de escapar da situacao aversiva
(Cryan; Holmes, 2005).

Para realizagcdo do teste, os animais foram suspensos por 30cm longe de
qualquer parede/objeto por meio de fita adesiva presa aproximadamente 1 cm da
ponta da causa ao suporte em superficie plana (Steru et al., 1985). A duragao do teste
foi de 5 minutos e foi analisado o tempo para a primeira imobilidade (laténcia) e o
tempo sem qualquer movimento (imobilidade). Ambos os dados foram expressos em
segundos.

4.6.5 Preferéncia Condicionada ao Lugar (PCL)

Este teste avalia a capacidade do animal em associar o efeito reforcador da
substancia com o ambiente (Sun et al., 2018). Os experimentos da PCL foram
realizados em uma caixa retangular de madeira constituida por dois compartimentos
A e B (20 x 30 x 40 cm cada) separados por uma porta de guilhotina (10 x 10 cm) que
da acesso ao outro compartimento. Os compartimentos A e B possuem diferentes
pistas visuais e tateis, podendo conter pistas olfativas (aroma de café ou baunilha).
Os experimentos de PCL foram conduzidos em uma sala de baixa iluminagéo (=20
lux) e o comportamento de cada animal foi registrado através de uma camera de video

posicionada acima da caixa e monitorada em uma sala adjacente. Ao final de cada
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sessao, 0s animais retornaram para seus respectivos ambientes e os aparatos foram

limpos com papel toalha embebidos com solugao de etanol 5%.

O protocolo de aquisicdo da PCL consistiu em pré-condicionamento (dia 1),
condicionamento (dias 2-5) e teste pds-condicionamento (dia 6) (Figura 2). No pré-
condicionamento, cada animal foi colocado em um dos compartimentos com as portas
das guilhotinas abertas e livre acesso aos dois compartimentos, durante 15 minutos.
No dia seguinte, cada animal foi submetido ao condicionamento, conduzido de
maneira enviesada. Assim, os animais foram sempre condicionados com a droga (6leo
essencial de Cordia verbenacea) no compartimento em que eles permaneceram

menos tempo no dia anterior.

Os animais foram divididos em 2 grupos (n = 10 / grupo): Um grupo recebeu
0 Oleo na dose 0,657ml/kg e outro solu¢do veiculo, ambos de forma subcutdnea. A
dose do 6leo foi baseada na quantidade equivalente de 50mg de cariofileno, composto
ja testado anteriormente no PCL e que n&o apresentou propriedades reforgadoras per
se (Barbosa et al., 2023).

Em cada sessdo de condicionamento, o animal recebeu o tratamento
subcutaneo com 6leo essencial de Cordia verbenacea ou veiculo e foi imediatamente
confinado no compartimento de condicionamento por 45 min. Na sessao seguinte, o
animal recebeu o tratamento com solugao veiculo e foi confinado no compartimento
oposto. O condicionamento foi conduzido através de duas sessbes diarias com
intervalo de 6h entre elas totalizando 8 sessbes de treinamento (4 com a droga
alternadas por 4 com veiculo, exceto para grupo veiculo que recebeu apenas solugéo
veiculo todas as sessdes do condicionamento). A ordem das injegbes foi

contrabalanceada entre os grupos e entre os dias de condicionamento.

Um dia (24 horas) apos a ultima sessao de condicionamento, os animais foram
colocados no aparato e foi avaliado se os animais desenvolveram a memoria
associativa induzida pelo 6leo, através da expressao ou nao de preferéncia / aversao
condicionada ao lugar. Ambos os testes de pré e pos-condicionamento foram
conduzidos na auséncia de qualquer tratamento. Cada animal foi colocado em um
dos compartimentos e teve livre acesso ao aparato, durante 15 min, onde foi registrado

o tempo gasto pelo animal em cada compartimento. O escore de preferéncia/aversao
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induzido pela droga foi representado como tempo gasto no compartimento parado a

droga - tempo gasto no compartimento pareado com veiculo).

DIAS 2-5
45 minutos
DIA 1 DIA6
i 4 =
e ;. 15 minutos E 15 minutos (@
N\ Condicionamento N

Lado pareado - dleo

Teste

Condicionamento
Lado nao pareado - salina

Figura 2. Representacdo esquematica do Teste de Preferéncia Condicionada ao Lugar
Fonte: Produzida pela autora com imagens do Mind the Graph ®.
4.7 ANALISE BIOQUIMICA E PESAGEM DO TECIDO ADIPOSO
VISCERAL

O GTT foi realizado apds 6 horas de jejum caldrico, iniciado no inicio do
periodo claro (7 - 13 horas). A glicemia em jejum foi medida por meio da coleta de
uma gota de sangue na ponta da cauda dos animais (tempo 0) sendo aferida com
glicosimetro. Apds essa coleta, foi realizada a administragéo intraperitoneal de D-(+)
-glicose na concentragao de 2g/kg de massa corporal em cada animal. A concentragéo
de glicose no sangue foi avaliada nos tempos 15, 30, 60 e 120 minutos apds a
aplicacao. Os resultados foram expressos em mg/dL. Com os dados, foi construida a
curva glicBmica dos animais e posteriormente calculado a Area Sob a Curva (AUC)

para cada grupo.
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No dia seguinte, os camundongos foram novamente privados de alimentos
por seis horas e, posteriormente, foi realizada coleta de sangue por pung¢ao cardiaca.
A amostra foi centrifugada durante 10 minutos por 5000rpm para separagao do
plasma. O plasma foi pipetado e armazenado em freezer com temperatura de -80°C
até o momento da analise. Para dosagem do colesterol total, triglicerideos e as
enzimas hepaticas TGO e TGP as amostras foram previamente descongeladas para
que pudessem ser pipetadas em placa. Para cada exame, kits especificos de
reagentes da fabricante Bioclin foram utilizados conforme as instrugdes de uso. As
amostras foram analisadas em duplicatas e ao final foi realizada a leitura da
absorbancia dessas amostras, para o calculo de cada resultado. Os dados do
colesterol total e triglicerideos foram expressos em mg/dL e TGO e TGP foram

expressos em U/ml.

O tecido adiposo visceral foi retirado durante a eutanasia dos animais e foi
alojado em papéis cortados de forma padrdo para posterior pesagem em balanga
analitica. Os dados foram expressos em % de gordura visceral em relagdo a massa

corporal total dos animais ao final do experimento.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram testados quanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk. Foi verificado a presenca de outliers pelo teste de Grubbs. As comparacgdes
estatisticas foram realizadas utilizando a analise de varidncia (ANOVA) de duas vias,
com medidas repetidas quando necessario. Quando significante a ANOVA, multiplas
comparagdoes post hoc foram feitas pelo teste de Newman Keul. Os fatores
considerados na ANOVA de duas vias foram os fatores dieta e tratamento. Embora
animais machos e fémeas foram utilizados nos experimentos, eles foram agrupados
NOsS mMesmos grupos para as analises estatisticas. Esse agrupamento foi em virtude
no N amostral pequeno em caso de separacao por sexo.

Para comparacdo dos deltas de massa corporal antes e durante os
tratamentos e peso inicial e final no protocolo de PCL foi utilizado o teste t student
para dados pareados, exceto para dados que nao passaram no teste de normalidade.

Nesse caso, o teste Wilcoxon para dados nao paramétricos foi utilizado. Para
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comparacao do indice de PCL foi utilizado o teste t student nao pareado. Os dados
foram apresentados como média * desvio padréo. O nivel de significancia aceito para
os testes foi de p < 0,05. Os testes de normalidade, outlier, teste t student, Wilcoxon
e construgédo dos graficos foram realizados utilizando o programa Prism Graph-Pad
(StatSoft Inc., San Diego, CA, EUA). As comparagdes entre os grupos por ANOVA e
testes post hoc foram realizadas utilizando o programa Statistica® (StatSoft Inc.,
Tulsa, Oklahoma, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIAGAO DA BIOINFORMATICA DOS COMPOSTOS PRESENTES
DO OLEO ESSENCIAL DE CORDIA VERBENACEA, COMO A AFINIDADE DOS
COMPOSTOS POR RECEPTORES E OS EFEITOS ADVERSOS DESSES
COMPOSTOS

No quadro 2, estdo descritos alguns compostos presentes no 6leo de Cordia
verbenacea e seus principais alvos, bem como a probabilidade de ligagdo de acordo
com os dados encontrados no SwissTargetPrediction. Os demais compostos n&o

tinham alvos descritos ou ndo foram encontrados na base de dados.

Quadro 2. Compostos do 6leo de Cordia verbenacea e seus principais alvos

Composto Principais alvos Probabilidade
Cariofileno Receptor Canabinoide 2 (CB2) 71,9%
Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma 71,9%

alfa (PPARs)

Amida hidrolase de acido graxo (FAAH) 4,3%
Alfa-copaeno | Receptor Canabinoide 2 (CB2) 10,9%
Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma 10,9%

alfa (PPARSs)

Transportador de serotonina 4,3%
Transportador de noraepinefrina 4,3%
Receptor muscarinico de acetilcolina M2 (CHRM2) 4,3%
Acetilcolinesterase 4,3%
Amida hidrolase de acido graxo (FAAH) 4,3%

Alfa-pineno Receptor Canabinoide 2 (CB2) 6,5%
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Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma 6,5%
alfa (PPARSs)

Acetilcolinesterase 4,4%

Amida hidrolase de acido graxo (FAAH) 3,3%
Alfa- Receptor Canabinoide 2 (CB2) 4,3%
humuleno

Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma 4,3%

alfa (PPARSs)

Monoamina oxidase B (MAOB) 4,3%

Fonte: A autora ap6s buscas em SwissTarget Prediction.

Quando aos dados de probabilidade de atravessar a BHE, biodisponibilidade
oral e toxicidade de cada composto presente no 6leo estdo descritos respectivamente

nos quadros 3, 4 e 5.

Quadro 3. Probabilidade de atravessar a BHE dos compostos do éleo de Cordia verbenacea

Composto Probabilidade de atravessar a BHE
Alfa-copaeno 66,4%
Alfa-humuleno 11,1%
Alfa-zingibereno 41,5%
Alfa-pineno 89,6%

Ar-curcumeno 24%

Beta-bisaboleno 54,4%
Beta-sesquifelandreno 47,8%
Cariofileno 83,2%
Trans-alfa-bergamoteno 52,2%

Fonte: A autora apds pesquisas em ADMETlab 2.0.
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Quadro 4. Probabilidade da biodisponibilidade de absorcao oral dos compostos da Cordia verbenacea

Composto Absorcao
Biodisponibilidade <20% Biodisponibilidade <30%
Alfa-copaeno 2,7% 57,8%
Alfa-humuleno 83,5% 96,9%
Alfa-zingibereno 23,2% 25,5%
Alfa-pineno 10,2% 10,2%
Ar-curcumeno 66,6% 83,1%
Beta-bisaboleno 91,5% 95,7%
Beta-sesquifelandreno 0,7% 1,7%
Cariofileno 88,5% 15,6%
Trans-alfa-bergamoteno 86,9% 91,3%

Fonte: A autora apds pesquisas em ADMETlab 2.0.

Quadro 5. Risco de toxicidade dos compostos do 6leo de Cordia verbenacea

Composto Classificacao de risco de toxicidade
Amarelo Probabilidade Vermelho Probabilidade

Cariofileno -Dose maxima | 63,4% -Irritagao 76,9%

diaria ocular

recomendada

(FDAMDD)

-Carcinogénico 35,7%
Alfa-copaeno -Toxico Agudo | 45,1% NA NA

Oral em ratos

57,2%
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-Dose maxima

diaria
recomendada
(FDAMDD)
54,5%
-Toxicidade
respiratoria
Alfa-humuleno NA NA -Sensibilizagdo | 95%
da pele
i 93,8%
Carcinogénico
91,3%
-Corrosao
ocular 97.9%
-Irritacéo
ocular
Alfa-zingibereno |-Dose maxima | 54,8% -Hepatotoxici- | 94%
diaria dade humana
recomendada
o
(FDAMDD) Sensibilizagzo | 2037
da pele
Tovici 45%
Toxicidade 84.5%
respiratéria -Irritacéo
ocular
Alfa-pineno -Dose maxima | 42% -Corrosao 95,5%
diaria ocular
recomendada
o)
(FDAMDD) Irritagao 98,5%
ocular

82,5%
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-Toxicidade

respiratoria

Ar-curcumeno Hepatotoxicida- | 51,5% -Irritagé@o 98,5%
de humana ocular
o
-Sensibilizagao 58,9%
da pele
49%
-Corrosao
ocular
Beta-bisaboleno | -Sensibilizagao | 40,2% -Hepatotoxici- | 87,5%
da pele dade humana
. 64% o 89,1%
-Carcinogénico -Irritacéo
ocular
Beta- -Carcinogénico | 65,9% -Hepatotoxici- | 76,4%
sesquifelandreno dade humana
o 71,9%
-Dose maxima
diaria
recomendada
(FDAMDD)
95,4%
-Sensibilizagao
da pele
70,6%
-Irritagéo
ocular 90,7%
-Toxicidade
respiratoria
Trans-alfa- -Sensibilizagédo | 56,5% -Hepatotoxici- | 73,2%

bergamoteno

da pele

dade humana
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-Corroséao -Irritagao
50,2% 94,9%

ocular ocular

Fonte: A autora apds pesquisas em ADMETIab 2.0.

5.2 AVALIACAO DOS EFEITOS DA ADMINISTRAGCAO DE OLEO
ESSENCIAL DE CORDIA VERBENACEA SOBRE AS ALTERAGOES
METABOLICAS E COMPORTAMENTAIS INDUZIDAS PELO CONSUMO CRONICO
