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Resumo

Tem sido proposto que o acesso a alimentos palataveis atenua a resposta de estresse. O objetivo
deste estudo foi examinar o efeito de uma dieta palatavel sobre parametros comportamentais e
hormonais de ratos submetidos a estresse por choque nas patas. Ratos controles e estressados
preferiram dieta palatavel a comercial e a diminuicdo da ingestdo alimentar induzida pelo estresse
foi abolida em ratos com acesso a dieta palatavel. Como conseqiiéncia das diferencas de ingestao
alimentar entre os grupos, ratos estressados e alimentados com dieta comercial consumiram
quantidade inferior de calorias quando comparados com os controles, enquanto que ratos com
acesso a dieta palatdvel ingeriram quantidade maior de calorias, ndo sendo alterado pelo estresse.
Apesar dessas diferencas o peso corporal ndo se alterou. Ratos submetidos ao estresse
aumentaram o numero de entradas e o tempo de permanéncia no brago aberto do labirinto em
cruz elevado (LCE), e também o niimero de imersdes de cabega. O nimero de estiramentos ¢ de
avaliagdes de risco foi diminuido pelo estresse por choque nas patas. A dieta palatavel também
diminuiu o niimero de avaliagdes de risco. Os animais submetidos ao estresse € com acesso ao
alimento palatavel apresentaram maior laténcia para o primeiro cruzamento € permaneceram mais
tempo no centro do campo aberto. O nimero de levantamentos avaliado no campo aberto
aumentou com a ingestdo de dieta palatdvel, e o nimero de cruzamentos, auto-limpezas e bolos
fecais ndo foi alterado pelo estresse nem pela composi¢ao da dieta. O aumento da concentragdo
sérica de corticosterona induzido pelo estresse foi atenuado pela ingestdo de dieta palatavel. O
estresse aumentou as concentracoes de glicose e de insulina, e diminuiu as concentragdoes de
triacilglicerdis. O consumo de dieta palatdvel aumentou a concentracdo de glicose, de leptina e de
triacilglicerdis. Esses resultados mostram que o estresse reduz a ingestdo alimentar e que esta
reducdo ¢ prevenida pelo acesso a dieta palatavel. Este protocolo de estresse induziu a diminui¢o
da ansiedade, com atenuag¢do da concentragdo de corticosterona pelo alimento palatavel. A
combinacdo de dieta palatavel e estresse afeta parametros metabolicos que podem levar a
resisténcia a insulina. O efeito anorexigénico do estresse aconteceu independente da concentragio
de leptina, portanto outros fatores devem estar envolvidos com o controle do comportamento
alimentar, como por exemplo, CRF e outros peptideos, devendo ser estudados neste modelo

experimental.
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Abstract

It has been proposed that the access to palatable foods attenuates the stress response. The aim of
this study was to examine the effect of a palatable diet on behavioral and hormonal parameters of
rats submitted to footshock stress. Both control and stressed rats preferred the palatable than
commercial diet and the stress-induced decrease in food intake was abolished in rats with access
to palatable diet. As a consequence of the differences in food intake between the groups, rats
submitted to stress and fed with commercial diet consumed a lower amount of calories than
control rats, whereas rats with access to palatable diet ingested a higher amount of calories that
was not altered by stress. Despite these differences, the body weight not altered. Rats submitted
to stress increased the number of entries and the time spent in the open arms in the elevated plus
maze (EPM), and also the number of head dipping. The number of stretched-attend posture and
the risk assessment were decreased by footshock stress. The palatable diet also decrease the
number of risk assessment. The rats submitted to stress with access to palatable diet showed a
higher latency to the first crossing, and spent more time in the centre in the open field. The
number of rearing increased with palatable diet intake, and the number of crossing, grooming and
fecal bolus were not altered by stress neither diet composition. The stress-induced increase in
serum corticosterone concentration was attenuated by palatable diet. The stress increased the
serum glucose and insulin concentrations, and decreased the triacylglycerols concentrations. The
access to palatable diet increased the glucose, leptin and triacylglycerols concentrations. These
results showed that the stress reduces the intake food and that this reduction is prevented by
access to palatable diet. This protocol of stress induced less anxiety-like behaviors with
attenuation of corticosterone concentration induced by palatable diet. It is concluded that stress
associated with palatable diet intake affect metabolic parameters that may lead to insulin
resistance. Moreover, footshock stress had an anorexigenic effect that was independent of leptin,
therefore other factors involved with the control of feeding behavior, such as CRF or other

peptides, must be investigated in this experimental model.
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1.0 - Introducao

A resposta de estresse ¢ conhecida por promover alteracdes metabolicas e
comportamentais essenciais para a manuten¢do da homeostase e da sobrevivéncia (CHROUSOS
& GOLD, 1992; TSIGOS & CHROUSOS, 2002). A exposicao a agentes estressores induz a
liberagcdo de glicocorticoides, os quais atuam juntamente com as catecolaminas liberadas pelo
sistema nervoso simpatico (SNS) e pela medula da adrenal alterando a atividade metabolica,
cardiovascular, imunologica e neural (McEWEN, 2007). As respostas metabdlicas incluem
aumento da concentracdo plasmatica de glicose, devido a estimulacdo, no figado, da
gliconeogénese e glicogenodlise, assim como, inibicdo da recaptacdo periférica de glicose em
alguns tecidos; mobilizagcdo de aminoécidos de tecidos extra-hepaticos; estimulagdo da lipdlise no
tecido adiposo e aumento da taxa metabdlica (YAMADA et al., 1993; APPLE et al., 1995).
Respostas de estresse inadequadas ou exposi¢ao repetida a agentes estressores representam uma
ameaca a saude.

Dentre as disfungdes organicas e comportamentais causadas pelo estresse repetido,
podemos incluir alteragdes no comportamento alimentar (OLIVER et al., 2000; ZELLNER et al.,
2006). Em situacdes de estresse, o hormonio liberador de corticotrofina (CRH), o hormdnio
adrenocorticotréfico (ACTH) e os glicocorticdides sdao liberados como resultado da ativagao do
eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA) (DALLMAN et al., 2005; ADAM & EPEL, 2007).
Também sdo ativados o sistema nervoso autdbnomo (SNA) (TORRES & NOWSON, 2007;
BERTHOUD & MORRISON, 2008) e sistemas neurais envolvidos na cognicdo, recompensa ¢
aspectos emocionais do comportamento alimentar (TORRES & NOWSON, 2007). Assim sendo,
estes e outros hormoénios influenciam a ingestdo alimentar ndo apenas no que diz respeito a
quantidade, mas também a qualidade do alimento ingerido (ELY et al., 1997; LA FLEUR, 2006;
ADAM & EPEL, 2007).

A exposi¢do repetida a agentes estressores modifica especialmente aqueles padroes
alimentares relacionados com a ingestdo de alimentos ricos em agucar ou gordura (ELY et al.,
1997), o que levou Dallman et al. (2005) a hipotetizarem que estes reduzem a resposta de estresse
e sugerirem que estes fossem denominados “comfort foods”, ou seja, “alimentos palataveis”,
“alimentos que confortam”.

Esta hipotese encontra paralelo em estudos feitos em humanos, nos quais estresse estimula

a ingestdo de calorias saborosas (EPEL et al., 2001; GIBSON, 2006) e esta estimula a secrecao
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de dopamina no nucleo acumbens, em quantidade proporcional a resposta de cortisol (OSWALD
et al., 2005; WAND et al., 2007). Estes dados sugerem que os glicocorticoides induzem saliéncia
por calorias prazerosas (PECINA, 2003). Se comprovada, tal hipdtese poderia auxiliar na
compreensdo dos mecanismos que levam a obesidade causada pela ingestdo excessiva de
alimentos palataveis, observada em periodos de estresse. E, considerando que o estresse ¢
prevalente na sociedade ocidental atual assim como a obesidade, este pode ser considerado um

topico de grande relevancia do ponto de vista da satde da populagdo.

1.1- Estresse

Os seres vivos estdo constantemente em contato com situagdes que lhes exigem
adaptacdes fisica e/ou psicoldgica. Exemplos disso sdo as altera¢des climaticas, que exigem um
reequilibrio térmico do organismo, alteracdes no estado nutricional, que levam o organismo a
mobilizar-se para armazenar ou liberar energia, ou também, para seres que vivem em
comunidade, alteracdes sociais, que levam o individuo a necessidade de reestruturar-se para se
integrar melhor a sociedade. Tais alteracdes, por gerarem distirbios no complexo equilibrio
organico conhecido como “homeostase”, levam a ativacao de forgas adaptativas, que sdo cruciais
para a sobrevivéncia do organismo e responsaveis por sua resisténcia as alteragdes do meio
ambiente. Segundo Chrousos & Gould (1995), organismos unicelulares adaptam-se com
mudangas apropriadas em sua bioquimica; organismos multicelulares adaptam-se através de
complexas mudangas neurais, metabodlicas e celulares; e organismos sociais, cuja sobrevivéncia
depende da cooperacdo da comunidade, desenvolvem ligacdes sociais com esta comunidade, cuja
manuten¢do ¢ essencial para a homeostase. Contudo, ndo sdo apenas eventos desagradaveis que
desencadeiam respostas adaptativas: sentimentos de exultagdo e excitagdo, por exemplo,
provocam no organismo a mesma série de reagdes, o que ¢ denominado por alguns autores como
“bom estresse” (McEWEN, 2000).

Ha muito tempo os cientistas estudam os efeitos de um ambiente adverso na fisiologia e
na saude. Ja em 1911, Cannon & La Paz propuseram o papel da glandula adrenal no controle das
fungdes organicas em situagdes adversas. Em 1914, novamente Cannon, em um estudo cléssico,

baseou-se em teorias propostas por McDougall (1908) e explicou que “a emoc¢do do medo e a
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emocao da raiva sdo, na vida selvagem, provavelmente, seguidas por atividades de fugir ou lutar”
(CANNON, 1914).

Esse conceito foi um dos marcos para a definicdo de estresse, anos mais tarde. Em 1936,
Hans Selye afirmou que quando repentinamente confrontado com situagdes criticas, 0 organismo
apresenta uma “reagao de alarme”, descrita como o impacto inicial causado pelo agente agressor.
Ap6s um periodo de submissdo continua ao agressor, entram em a¢do mecanismos de adaptagdo
tendo como objetivo a homeostase. Esta constitui a fase de resisténcia organica. A fase de
exaustdo, esgotamento ou fadiga, seria resultado de um longo e intenso esfor¢o durante o qual o
organismo tentou alcancar a homeostase ¢ a adaptagdo (SELYE, 1936; VAN DE KAR er al.,
1991; HUETHER et al., 1999; CARRASCO & VAN DE KAR, 2003; McEWEN, 2005). A
sindrome como um todo foi chamada por Selye de “Sindrome da Adaptagdo Geral”, que também
enfatizou seu carater inespecifico (SELYE, H., 1936).

Porém, sabe-se atualmente que a quantidade necessaria de atividade fisioldgica para
restabelecer ou manter a homeostasia diferem; e as diferengas dependem das condigdes em que
cada organismo se encontra. Recentemente, alguns autores propuseram uma alteragdo na teoria
de Selye, questionando também a constancia do meio interno, na qual esta teoria se baseia.
Propuseram que o conceito de homeostase pode ser aplicado a alguns parametros fundamentais
apenas, tais como pH, temperatura corporal, glicemia ¢ pCO,. No entanto, para que estes
pardmetros sejam mantidos constantes, outros devem variar. Denominaram “alostasia” esta nova
condi¢do em que a estabilidade ¢ obtida por meio de mudancas (STERLING & EYER, 198S;
McEWEN, 1998). O conjunto das alteracdes impostas aos organismos a cada instante comporia a
“carga alostatica” que este suporta. Quando esta supera a capacidade de adaptacdo do organismo,
este enfrenta “sobrecarga alostatica”. E quando podem surgir as doengas relacionadas ao estresse
(McEWEN, 2007). Esses conceitos propostos recentemente ampliam a teoria homeostatica inicial
e podem ajudar a compreender as conseqiiéncias do estresse agudo ou crénico sobre os

organismos.

1.2 - Resposta de estresse
O termo “estresse” ¢ usado de varias formas e com muitos significados. Como descrito

acima, este conceito foi introduzido por Hans Selye como uma adaptagdo de um conceito
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existente na Fisica, segundo o qual, estresse refere-se ao estado de tensdo que determinado
material suporta antes de se partir. A defini¢do de estresse, do ponto de vista biologico, entdo se
deu como uma seqiiéncia de reagdes as agressdes que ameacam a integridade fisica e psicoldgica
e, portanto, o estado de equilibrio do organismo. Diante dos novos conceitos, descritos acima, o
estresse pode ser redefinido como a reacdo que ¢ desencadeada quando as expectativas,
geneticamente programadas, estabelecidas pelo aprendizado prévio ou deduzidas pelas
circunstancias, ndo correspondem as percepgdes reais ou antecipadas dos ambientes externo e
interno. Esta diferenca entre o que ¢ esperado, ou programado, € o que ¢ observado, ou sentido,
desencadeia respostas compensatorias que constituem a reagdo de estresse ou carga alostatica
(McEWEN, 2000; CARRASCO & VAN DE KAR, 2003).

A resposta de estresse ¢ resultado da interag@o entre as caracteristicas do individuo e as
demandas do meio, ou seja, as discrepancias entre o meio externo e interno e a percepgao do
individuo quanto a sua capacidade de resposta. Esta resposta ao estressor compreende aspectos
cognitivos, comportamentais € viscerais, visando propiciar uma melhor percepcao da situagdo e
de suas demandas, assim como um processamento mais rapido da informacdo disponivel,
possibilitando busca de solugdes, selecionando comportamentos adequados e preparando o
organismo para agir de maneira rapida e eficiente (McEWEN, 2000). A sobreposi¢do destes trés
niveis (cognitivo, comportamental e visceral) ¢ eficaz até certo limite, o qual, uma vez
ultrapassado poderd desencadear um efeito desorganizador (VAN DE KAR & BLAIR, 1999;
CARRASCO & VAN DE KAR, 2003).

A resposta a estressores agudos inclui processos fisiologicos que redirecionam a utilizagao
de energia entre os varios O0rgdos, mobilizando reservas e preparando o organismo para uma
exposi¢ao estressante adicional, imprevisivel. O aumento do suprimento energético aos 6rgaos-
alvo (fundamentais para o enfrentamento ou a fuga, como coracdo, cérebro e musculos) ¢ feito
principalmente pela liberacdo de catecolaminas e glicocorticoides que, em geral, ativam a
gliconeogénese e glicogenolise hepaticas, inibem a captacao de glicose por tecidos periféricos e
aumentam a protedlise e a lipdlise. Outras adaptagdes fisiologicas incluem aumento do tonus
cardiovascular e freqiiéncia respiratéria, assim como inibi¢do das funcdes vegetativas como
comportamento alimentar, digestdo, crescimento, reproducao e imunidade (SAPOLSKY et al.,

2000).
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A ativagdo da resposta de estresse também inicia uma série de alteragcdes comportamentais
como aumento do estado de alerta e euforia, melhora tempordria da cogni¢gdo e memoria para o
evento estressor, assim como analgesia (CHROUSOS & GOLD, 1992). Essas respostas
comportamentais e fisiologicas sdo afetadas pela ativagdo de sistemas efetores primarios como o
SNS (liberando noradrenalina), sistema adrenomedular (liberando adrenalina e noradrenalina),
eixo HPA (liberando CRH, ACTH e glicocorticoides), sistema nervoso parassimpatico (SNP,
liberando acetilcolina) e sistema renina-angiotensina.

Virios outros sistemas contribuem para o restabelecimento da homeostase, como o eixo
hipotalamo-hipoéfise-tiredide (em resposta ao frio e calor), eixo hipotdlamo-hipofise-gonadal
(reduzindo temporariamente a funcdo reprodutiva), liberacdo ou inibicdo do hormonio do
crescimento e alteracdes na fun¢do imunoldgica. Todos estes sistemas agem diretamente,
alterando a liberag@o ou os efeitos bioldgicos de muitos mediadores da resposta aguda de estresse
(ex: neurotransmissores, hormdnios, citocinas, etc.), ou indiretamente, alterando os niveis das
variaveis monitoradas (ex.: pressdo sanguinea, temperatura corporal, etc.), com subseqiientes
ajustes reflexos determinados pela homeostase (McEWEN, 2000). Apesar de todos esses eixos
desempenharem papéis importantes na resposta de estresse por sua acao individual ou integrada,
o eixo HPA e o sistema neurovegetativo sdo os mais estudados.

Todo o sistema nervoso central (SNC) estd direta ou indiretamente envolvido na
manuten¢do da homeostase e participa na organizacdo geral da resposta de estresse. Diversas
estruturas do prosencéfalo, incluindo cortex pré-frontal, hipocampo, amigdala e septo, juntamente
com fibras nervosas condutoras dos estimulos sensoriais, projetam eferéncias mono e
polissinapticas que convergem para o nucleo paraventricular (NPV). Este componente central da
resposta de estresse estd localizado no hipotalamo, e inclui principalmente neurdnios liberadores
de CRH e de arginina-vasopressina (AVP). Nucleos do tronco encefilico, como o locus ceruleus
e outros grupos celulares catecolaminérgicos do bulbo e da ponte que constituem o “‘sistema
simpatico central” também participam desta resposta (CHROUSOS, 1992; TSIGOS &
CHROUSOS, 1994; JOELS & BARAM, 2009). Estes constituem os componentes centrais do
“sistema de estresse”, como foi proposto por Charmandari et al. (2005).

A resposta de estresse € ativada por estimulos como dor (PALKOVITS et al., 1999),
recrutamento de sistemas de defesa inatos (FIGUEIREDO et al.,, 2003) ou associagdes ligadas

aos estimulos sensoriais, como o medo condicionado (VAN DE KAR et al., 1991). Além disso,
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disturbios internos da homeostase sinalizados por meio dos sistemas cardiovascular, respiratdrio
e das visceras sdo capazes de acionar tais mecanismos. Esses disturbios parecem ser sinalizados
ao NPV através de neurdnios do tronco encefalico, localizados na regido do ntcleo do tracto
solitario (NTS) (SWANSON & SAWCHENKO, 1983). Grande parte desses neurdnios utiliza
noradrenalina e adrenalina como neurotransmissores (CUNNINGHAM et al., 1990;
CUNNINGHAM & SAWCKENKO, 1988). Esses estimulos atingem a regido medial
parvocelular do NPV. Este, por sua vez, estimula o SNS que ativa a medula das glandulas
adrenais, levando a liberagcdo de catecolaminas enddgenas (adrenalina e noradrenalina), o que
dispara a resposta imediata inicial de estresse ou reagdo de alarme (URSIN & OLFF, 1993).

O NPV também possui neurdnios que sintetizam e secretam CRH, liberando este
hormdnio nos vasos da circulagdo porta-hipofisaria, que tém acesso a porc¢ao anterior da glandula
hipofise. A ligacdo do CRH nos receptores nos corticotropos da adenohipofise induz a liberagao
de ACTH na circulagdo sistémica. O principal alvo do ACTH ¢é o cortex da glandula adrenal,
onde este hormoénio exerce efeito trofico, além de estimular a sintese e secrecao de
glicocorticdides na zona fasciculada. Os glicocorticoides sdo os efetores periféricos do eixo HPA
e promovem alteragdes fisiologicas através da ligacdo em receptores intracelulares distribuidos
em praticamente todos os tecidos (MUNCK et al., 1984; BAMBERGER et al., 1996).

Os glicocorticoides, cortisol em humanos e corticosterona em roedores, sdo a principal
subclasse de hormonios esterdides que regulam processos metabolicos, cardiovasculares,
imunolégicos e comportamentais (SAPOLSKY et al., 2000; CHARMANDARI et al., 2005). Os
glicocorticdides exercem seus efeitos por meio da ligagdo e ativacao de dois tipos de receptores
intracelulares, o receptor de mineralocorticoide (MR), primeiramente descrito por MCEWEN et
al. (1992), de alta afinidade; e o receptor de glicocorticdide (GR), de baixa afinidade. Os MR
possuem alta afinidade pela corticosterona e também pela aldosterona; os GR possuem baixa
afinidade por glicocorticoides endogenos e alta afinidade por glicocorticoides sintéticos, como a
dexametasona (REU & DE KLOET, 1986; SUTANO & DE KLOET, 1987). A ativagdo do GR,
que ocorre em altas concentragdes circulantes de glicocorticoides, estimula ou inibe a transcri¢cao
génica, e exerce efeito feedback negativo no hipotdlamo e na adenohipdfise, interrompendo a
resposta de estresse; enquanto que os MR regulam a atividade basal do eixo HPA.

No estado inativo, 0 GR ¢ parte de um complexo multiprotéico consistindo de varias

moléculas de proteinas de choque térmico (heat shock proteins; BAMBERGER et al., 1996;

21



GIGUERE et al., 1996). A ligacdo do glicocorticoide (GC) com GR desloca as proteinas de
choque térmico e permite a formag¢do de homodimeros de complexos GC-GR que se deslocam
para o nucleo da célula, onde interagem com elementos responsivos aos glicocorticoides
especificos no DNA, de modo a alterar a transcricdo de determinados genes (PRATT, 1990). O
receptor ativado também inibe, por meio de interagdes proteina-proteina, outros fatores de
transcricdo como o c-jun/c-fos e NF-kB, que sdo reguladores positivos da transcricdo de varios
genes envolvidos na ativagdo e crescimento de células do sistema imunoldgico e outros tipos
celulares (SHEINMAN et al., 1995). Além disso, os glicocorticoides alteram o potencial elétrico
de neuronios.

Na maioria dos vertebrados ha um ritmo circadiano pronunciado da secrecdo de
glicocorticdides, com picos relacionados ao inicio da fase ativa do ciclo diurno (KELLER-
WOOD & DALLMAN, 1984). O ritmo circadiano de glicocorticoide ¢ dependente do nticleo
supraquiasmatico (NSQ), uma vez que lesdes desta estrutura levam a concentragdes plasmaticas
aproximadamente constantes e intermediarias entre o pico ¢ o nadir circadianos (MOORE &
EICHLER, 19723 CASCIO et al., 1987).

A regulagdo da atividade secretéoria do eixo HPA ¢ feita, em grande parte, por
retroalimentagdo negativa dos glicocorticoides sobre componentes do SNC, aumentando ou
diminuindo sua atividade de acordo com as necessidades fisiologicas (MARTI er al., 1999).
Virias estruturas cerebrais estdo envolvidas nos processos de retroalimentacdo, dentre as quais se
destacam o hipotdlamo, a amigdala, o cortex cerebral pré-frontal e o hipocampo (CAMPEAU et
al., 1998), sendo esta ultima estrutura uma das mais fortemente relacionadas a regulagdo do eixo,
devido a sua alta concentracao de receptores glicocorticoides.

A corticosterona ¢ o marcador mais utilizado para caracterizar situagdo de estresse em
roedores. Mas, na literatura ha evidéncias de que outros marcadores de estresse também podem
ser utilizados (MARTI & ARMARIO, 1998). Em ratos submetidos a estresse agudo, horménios
derivados da pro-opiomelanocortina (POMC; ex. ACTH), e a prolactina parecem refletir a
intensidade do estresse experimentado por modelos animais (EUKER et al., 1975; ARMARIO et
al., 1986; MARTI & ARMARIO, 1998; REIS er al., 1998; MARQUEZ et al., 2006). As
concentragdes plasmaticas de adrenalina e noradrenalina também podem ser consideradas como
marcadores de estresse (NATELSON et al., 1987; DE BOER et al., 1990). O aumento da

concentragdo sérica de célcio foi usado como marcador de estresse em camundongos submetidos
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a estresse fisico (choque nas patas) e estresse emocional (animais que presenciavam a sessao de
choque de outro animal) (SUTOO & AKIYAMA, 2002), e em humanos, ap6s a exposicdo ao frio
(LENNQUIST, 1975).

Marcadores metabolicos também formam utilizados para avaliar a resposta de estresse em
roedores. Verago et al. (2001) submeteram ratos a trés sessdes de choque nas patas e dosaram,
além das concentracdes sanguineas de corticosterona, as de glicose, triglicerideos e glicerol. A
corticosterona aumentou significativamente apos cada sessdo de estresse; mas as concentragdes
de triglicerideos aumentaram somente apos a primeira sessao; € as de glicose aumentaram apenas
apods a segunda e a terceira sessdo, enquanto as concentragdes de glicerol ndo foram alteradas. O
aumento da concentragdo sérica de colesterol também ja foi usado como indicador do estresse
cronico por imobilizacdo em ratos (JAIN et al., 2000).

Assim, fica claro que o aumento na concentra¢do plasmatica dos hormodnios relacionados
ao estresse inicia alteragdes metabolicas que produzem mobilizagdo de substratos energéticos a
partir de tecidos de armazenamento, como o figado e o tecido adiposo branco. O aumento da
mobilizacdo metabolica resulta em disponibilizagdo de carboidratos e lipidios para a atividade
celular, as quais contribuem para a manutencdo da homeostasia em situagdes de estresse, por
meio de ajustes de outros sistemas como, por exemplo, o cardiovascular, o respiratdrio, 0 nervoso
e o muscular (SELYE, H., 1936; CARRASCO & VAN DE KAR, 2003).

Alguns autores propuseram que a concentracao sanguinea de glicose pode ser usada como
marcador confidvel de estresse em ratos (ARMARIO et al., 1990; REIS et al., 1998; MARQUEZ
et al.,2004).

O pancreas enddcrino, a medula adrenal e o figado participam da regulacao da glicemia,
que também sofre influéncia de sinais nervosos de origem central e periférica (NIIJIMA, 1989).
Estes possibilitam elevacdo rapida, intensa e preventiva da glicemia em situacdes de emergéncia
ou de demanda energética elevada (exercicio fisico e exposi¢do aguda ao frio) e também durante
alteragdes metabolicas que acompanham diferentes comportamentos (TIMO-IARIA, 1990;
BRITO, 1996; SHIMAZU et al., 1966; ZAIA et al., 1997).

A lipolise também pode ser um importante marcador para as respostas individuais a
diferentes formas de estresse. A este respeito, o tecido adiposo branco tem se revelado como um
local de metabolismo ativo capaz de sintetizar e armazenar triglicerideos, liberar acidos graxos

livres e glicerol para o sangue, em situacdes de demanda energética como jejum, exercicio fisico
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ou exposi¢ao aguda ao frio (MIGLIORINI et al., 1997, BAMSHAD et al., 1998; BALTHAZAR
etal.,2007).

1.3 - Estresse e ansiedade

Acredita-se que o estresse, a ansiedade e a depressdo sdo processos inter-relacionados. O
estresse estd implicado na etiologia tanto da ansiedade quanto da depressdo ou € conseqiiéncia
delas. Modelos animais de ansiedade e de depressdo sdo baseados na exposi¢do de animais a
estressores de vdarias intensidades, para avaliar respostas comportamentais e/ou viscerais
(ANISMAN & ZACHARKO, 1982; PEETERS & BROEKKAMP, 1994; BREMNER, 1999;
GORWOOD, 1999).

O estresse, a ansiedade e a depressao tém efeitos similares no eixo HPA e no sistema
funcional das catecolaminas (HOLSBOER, 1999), o que sugere que ha consideravel sobreposi¢ao
fisiologica entre os trés sistemas. O CRH liberado pelo hipotdlamo também modula varios
comportamentos, incluindo aqueles relacionados a fun¢do motora, ingestdo de alimentos,
reproducgdo e ansiedade (DUNN & BERRIDGE, 1990; DE SOUZA, 1995; BRANDAO et al.,
2003). Alguns autores sugeriram que o CRH teria acdo ansiogénica e que disfun¢des no sistema
CRH estariam relacionadas a uma variedade de distirbios psiquiatricos induzidos por estresse,
tais como ansiedade, depressdo e disturbios alimentares (TREIT, 1985; HOLSBOER et al., 1992;
SKUTELLA et al., 1998; STECKLER & HOLSBOER, 1999).

Inumeras pesquisas mostram que as raizes bioldgicas da ansiedade encontram-se nas
reagoes de defesa que os animais exibem em situagdes de perigo (GRAEFF, 1983; SANDFORD
et al., 2000). A ansiedade ¢ descrita como um estado emocional de grande valor adaptativo que ¢é
experimentado de maneira subjetiva como sendo desagradavel, tendo como caracteristicas o
medo, a apreensdo, o temor e sentimentos correlatos. Sua expressao envolve alteracoes
comportamentais, psicofisioldgicas e cognitivas (GRAEFF, 1983; 1994). Ao contrario do medo,
que se manifesta em situagdes em que o perigo ¢ iminente, a ansiedade se manifesta em situagdes
onde o perigo ¢ apenas potencial e incerto (GRAEFF, 1983; RODGERS er al., 1997; LANG, et
al., 2000).

As manifestacdes psicoldgicas e fisioldgicas da ansiedade tém sido extensamente

estudadas, mas os mecanismos biologicos envolvidos na sua regulagdo ndo sdo completamente
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conhecidos. Estudos animais sugerem que reagdes analogas ao medo humano sdo mediadas e
integradas por substratos neuroanatdmicos localizados no sistema limbico, como amigdala, septo,
hipocampo e substincia cinzenta periaquedutal (GRAEFF, 1994; SANDERS & SHEKHAR,
1995; AGUIAR & BRANDAO, 1996; DE SOUZA et al., 1998; SANDFORD et al., 2000).

Muitos neurotransmissores parecem estar envolvidos na génese e modulacdo da
ansiedade, entre eles a noradrenalina, a serotonina, a dopamina, o 4cido gama-aminobutirico
(GABA), a glicina, os aminoacidos excitatorios, o CRH, a corticosterona e a colecistocinina
(CCK), além de outros neuropeptideos (BEHAN et al., 1996 a, b; SOUTHWICH et al., 1999;
MILLAN, 2003). Atualmente, existem varias evidéncias de que os neuropeptideos desempenham
um papel importante na modulacao do estado de ansiedade (STROHLE et al., 1997; RIBEIRO,
1998; GAVIOLI, et al., 1999; RUPNIAK et al., 2000).

Virios testes sdo usados para avaliar a ansiedade em roedores. Estes visam aspectos
particulares da ansiedade ou do comportamento emocional com o objetivo de compreender estes
fendmenos em humanos, assim como avaliar o potencial terapéutico de farmacos (DE BOER &
KOOLHAAS, 2003). Dentre estes testes, encontramos o labirinto em cruz elevado (Figura 1).
Este consiste de dois bragos abertos opostos (50 x 10 x 1 cm) e dois fechados (50 x 10 x 1 cm),
também opostos, em forma de cruz. Os bragos abertos e fechados estdo conectados por uma
plataforma central (10 x 10 cm). O aparato esta elevado a uma altura de 45 cm do chao.

O LCE foi validado farmacologica, fisioldgica e comportamentalmente como modelo de
ansiedade por Pellow et al. (1985), quando demonstraram que a exposi¢do aos bragos abertos do
labirinto produzia comportamentos relacionados a ansiedade. O LCE gera conflito no animal
entre a exploracao de um novo ambiente e a esquiva de areas abertas, que podem levar tanto ao
impulso de exploragdo e ao medo, ou seja, conflito entre aproximacdo e esquiva. Além disso,
baseia-se na explora¢do natural do animal, sem a utilizacdo de estimulos dolorosos. Embora os
sintomas de ansiedade em humanos surjam freqiientemente apds exposi¢do a situagdes
estressantes, alguns estudos demonstraram que a exposicdo a agentes estressores aumenta

comportamentos associados com ansiedade ou depressao (BUWALDA et al., 2005).
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Figura 1 — Fotografia do labirinto em cruz elevado

Outro aparato freqlientemente utilizado para avaliar comportamentos em roedores ¢ o
campo aberto (Figura 2), um dos procedimentos mais populares na psicologia animal. Diversas
versdes estdo disponiveis, diferindo na forma (circular, quadrado ou retangular), iluminagao,
presenca de objetos dentro da arena, como plataformas, colunas, tineis (ver BELZUNG, 1999).
A ansiedade no campo aberto ¢ provocada por dois fatores: separacdo do animal do seu grupo
social e fobia do ambiente aberto e relativamente grande quando comparado com seu ambiente
natural. Na maioria das situagdes, os roedores preferem espontaneamente permanecer na periferia
do campo aberto do que na parte central. Situacdes ou fadrmacos que causam aumento no tempo
de permanéncia na parte central, assim como, a diminui¢do da laténcia para entrar na parte central
podem ser interpretadas como tendo efeito ansiolitico. O campo aberto ¢ também utilizado para

avaliar atividade locomotora (PRUT & BELZUNG, 2003).
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Figura 2 — Fotografia do campo aberto

1.4 - Regulacao do comportamento alimentar

Tao essencial a sobrevivéncia e a manutengdo da homeostase, a alimentagdo ¢ finamente
controlada por meio de uma complexa e intrincada rede de mecanismos. Como exemplo
ilustrativo da importancia do comportamento alimentar, sabe-se que ratos mesmo com o tronco
encefélico isolado das areas superiores do encéfalo continuam a regular a ingestdo alimentar e a
demonstrar respostas afetivas aos alimentos palataveis (GRILL & KAPLAN, 2001, 2002).

Basicamente, o comportamento alimentar pode ser dividido em diferentes fases para
melhor compreensdao de seus mecanismos: na fase de iniciagdo, o “valor” de um objetivo
alimentar disponivel ou o estado interno, de alguma maneira, atraem a atengdo do individuo para
a alimentacdo. Esta fase pode ser disparada pela visdo ou pelo olfato do alimento, sem
necessariamente haver um estado interno adjuvante. Uma vez que a atengdo seletiva é alcangada
€ a motivagado para a ingestdo alimentar ¢ grande, inicia-se a fase de procura. Este comportamento
requer planejamento, aprendizado e memoria e, portanto, depende essencialmente de processos
corticais cognitivos. A fase de consumo comeg¢a quando o alimento estd finalmente presente e ¢

ingerido. Também ¢ caracterizada pela degustagdo dos alimentos ingeridos e de seus nutrientes a
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nivel cefalico e gastrointestinal, assim como pela formagdo de associagdes entre os varios
atributos sensoriais do alimento. Na seqiiéncia, tomam parte da a¢do os mecanismos de
saciedade, por fim levando ao término da refeicdo, que inclui o fim do consumo, mas também a
sensacdao das conseqiiéncias da absor¢do e pos-absor¢do, assim como o armazenamento dessas
sensagdes em forma de memoria associativa para posterior comparagao (BERTHOUD, 2002).

Os sistemas de aferéncias de informagdo para o cérebro em relagcdo ao alimento incluem
estimulos externos, como as aferéncias visuais, olfativas, auditivas e tateis, e estimulos internos,
que se subdividem em pré-gastricos (principalmente sabor), gastricos (distensdo) e pos-gastricos
(ou pré-absortivos). Ha ainda estimulos pods-abortivos, que se dividem em mecanismos de
transporte de nutrientes e a liberacdo de hormonios locais como a CCK, agindo através da
circulagdo sanguinea ou de nervos sensoriais viscerais; nutrientes, metabdlitos e hormonios
agindo em sensores do sistema porta-hepatico. Sao eles, a glicose, os aminoacidos, produtos
intermediarios de processamento metabolico (ATP, por ex.), e mensageiros locais ou hormonios

agindo no figado ou diretamente no cérebro (BERTHOUD, 2002).

1.5 - Sistemas neurais envolvidos na regulaciao do comportamento alimentar

O hipotalamo ¢ uma estrutura chave na regulacdo do comportamento alimentar. Em
mamiferos, esta estrutura consiste de mais de 40 areas e nucleos histologicamente distintos, e
muitos deles ainda podem ser subdivididos em subnucleos. Além de controlar a alimentagdo, o
hipotalamo estd envolvido em outros processos como a ingestdo hidrica, comportamentos
defensivos e agressivos, comportamento sexual, regulagdo da temperatura corporal e defesa
imunitaria. No que tange ao comportamento alimentar, varios de seus nicleos recebem aferéncias
e enviam eferéncias a diversas partes do encéfalo e medula espinal, porém os ntcleos mais
intensamente envolvidos nesse controle sdo o nucleo arqueado (ARC), o hipotdlamo lateral e
ventromedial e o NPV.

O nucleo ARC ¢ uma regido que recebe aferéncias de outros nucleos como o NPV e area
pré-optica medial, assim como do hipotdlamo lateral (GUAN et al., 2001; HORVATH et al.,
1999). Aferéncias extra-hipotalamicas incluem o cortex (DEFALCO er al., 2001), a amigdala, o
nucleo proprio da estria terminal e nucleos do tronco encefalico como o nucleo parabraquial e o

NTS (RICARDO & KOH, 1978; LI et al, 1999). Seus neurdnios sdo anatomicamente
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posicionados proximos a capilares fenestrados na base do hipotalamo, o que os coloca em contato
com importantes hormonios como a leptina (GLAUM et al., 1996), o hormonio do crescimento
(KAMEGALI et al., 1996), esterdides sexuais (TONG et al., 1990), insulina (MUROYA et al.,
1999) e grelina (WANG et al., 2002), para os quais possuem receptores (BENOIT et al., 2000;
CONE et al., 2001). Esse nucleo envia sinais a outros nucleos do hipotalamo e para sitios extra-
hipotalamicos como nucleos talamicos mediais, nicleo proprio da estria terminal, nticleos da rafe,
substancia cinzenta periaquedutal e nticleo parabraquial lateral. Dois subtipos de neurdnios foram
identificados no ARC, ambos contendo neurotransmissor inibitorio GABA (HORVATH et al.,
1997; HENTGES et al., 2004). Uma das populagdes neuronais expressa a POMC e o peptideo
relacionado a cocaina e a anfetamina (CART), e quando ativada leva a diminui¢cdo do apetite e
aumento do gasto energético (CONE, 2005). Em contraste, a outra populagcdo de células,
contendo neuropeptideo Y (NPY) e proteina relacionada ao gene cutia (AGRP), leva a uma
resposta orexigénica ¢ menor gasto energético (CLARK et al., 1984). Tanto os neurdnios
contendo POMC quanto os neurdnios contendo NPY expressam receptores para leptina e grelina
(RIEDGER et al., 2003). A leptina aumenta a atividade dos neurénios POMC e inibe neuronios
NPY (BASKIN et al., 1999), enquanto a grelina age fazendo o oposto (TRAEBERT et al., 2002).

O hipotalamo lateral, por sua vez, recebe aferéncias de varias areas corticais e limbicas
como a amigdala, o hipocampo e o niicleo accumbens, assim como dos nucleos paraventricular e
ARC (especialmente de neurdnios contendo NPY na area perifornicial). Os neurdnios do
hipotdlamo lateral projetam eferéncias para todo o cortex, hipocampo, amigdala, ganglios da
base, talamo, ponte e medula espinal, assim como para os outros nucleos do préprio hipotalamo.
Nesse nucleo encontram-se duas populagdes de neurdnios que contém tanto orexina, peptideo
envolvido no estado de vigilia, na aten¢do e no comportamento alimentar (CHEN et al., 1999),
como o hormdnio concentrador de melanina (MCH), outro potente estimulante da ingestdo
alimentar (BITTENCOURT et al., 1992).

No nucleo ventromedial do hipotalamo ocorre alta expressdo de receptores para leptina e
este nucleo ¢ descrito como responsavel pela mediacdo das acdes da leptina na homeostase
(MERCER et al., 1996). As eferéncias do nucleo ventromedial, em sua maioria, sdo excitatorias,
aumentado a atividade das células POMC; sua atividade diminui durante o jejum (STERNSON et
al., 2005). Infusdes de NPY nesse nlicleo aumentam o consumo alimentar, € o jejum aumenta as

concentragdes de NPY nessa regido (BOUALI et al., 1995). Nesse nucleo também ocorre
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expressao acentuada do Fator Neurotrofico Derivado do Encéfalo (BDNF). Este ¢ apontado como
inibidor do apetite e regulador do balango energético, e ¢ controlado pela leptina (RIOS et al.,
2001; NAKAGAWA et al., 2002, 2003).

O NPV do hipotalamo recebe aferéncias de outros nicleos hipotalamicos como a area pré-
optica medial, 6rgao subfornicial e nicleos ARC, dorsomedial e lateral. Além disso, aferéncias
do tronco encefalico como o NTS, principalmente noradrenérgicas (SAWCHENKO &
SWANSON, 1982), loécus ceruleus e nucleo da rafe, principalmente serotoninérgicas
(SAWCHENKO et al., 1983), assim como do ntlicleo proprio da estria terminal e amigdala
também atingem o NPV (SAWCHENKO & SWANSON, 1983). As eferéncias endocrinas mais
conhecidas desse nucleo sdo provenientes dos neurdnios magnocelulares e dirigem-se para a
hipofise posterior, secretando ocitocina e AVP, assim como eferéncias dos neurdnios
parvocelulares secretando CRH e horménio tireotrofico (TRH). Eferéncias nao-endocrinas
incluem a maioria dos outros nucleos hipotalamicos e nicleos autondomicos pré-ganglionares do
mesencéfalo, prosencéfalo e medula espinal, assim como neurdnios pré-ganglionares simpaticos
e parassimpaticos que inervam o pancreas (JANSEN et al., 1997) e estruturas diencefélicas e
telencefalicas como o tdlamo e a amigdala.

Outras estruturas sao também importantes na regulagdo do comportamento alimentar. Por
exemplo, o cortex sensorio-visceral dissemina importantes informagdes nutricionais da cavidade
oral e do trato gastrointestinal para 4reas corticais envolvidas na geragdo de representagdes e
associagdes polimodais, tanto diretamente como através da amigdala, para processamento
emocional ou através do estriado ventral para aspectos motivacionais. O cortex olfatorio primario
tem propriedades semelhantes em relagdo ao olfato, com a possibilidade de estocagem de
memorias através da formagdo hipocampal. O hipocampo, por sua vez, além de envolvido no
aprendizado e memoria dos aspectos relacionados ao comportamento alimentar como a qualquer
outro comportamento, também parece ter um papel especifico na alimentagdo (CLIFTON et al.,
1998). A amigdala ¢ a tinica regido cerebral além do cértex gustatdrio e do hipotdlamo lateral a
receber aferéncias gustatorias diretas do NTS e do nucleo parabraquial, mas também recebe
informagdes provenientes de areas corticais, hipotaldmicas, hipocampais e do estriado ventral,
sendo responsiva a uma variedade de peptideos e neurotransmissores envolvidos no
comportamento alimentar como os opidides (GIRAUDO et al., 1998) e a enterostatina (LIN

&YORK, 1997).
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Estruturas do tronco encefalico também integram as grandes vias de aferéncias viscero-
sensoriais e eferéncias motoras, sendo que suas dreas mais estudadas em relagdo ao
comportamento alimentar sdo o NTS, area postrema e nucleo parabraquial. O NTS e a area
postrema detectam hormdnios e outros fatores circulantes, além de receberem aferéncias dos
receptores viscero-sensoriais € gustatérios via neurOnios aferentes primarios vagais,
glossofaringeos, faciais e trigeminais, possuindo uma populagdo significativa de neur6énios que
expressam POMC e sdo responsivos a urocortina (GRILL ez al., 2000). O nucleo parabraquial
localiza-se na ponte e integra varias modalidades sensoriais, como gustacdo (SPECTOR, 1995),
sensagdes viscerais quimicas, mecanicas (BAIRD er al., 2001) e algicas (GAURIAU &
BERNARD, 2002), através de proje¢des reciprocas a varias areas do tronco encefalico,
prosencéfalo e diencéfalo, servindo como interface entre o controle reflexo medular e a regulagao

integrativa dos sistemas neurovegetativos.

1.6 - Regulacao do apetite

Mesmo na auséncia de fome, o prazer e a sensagdo de recompensa associados ao alimento
podem estimular o consumo. Acredita-se que o ndcleo accumbens esta relacionado a
comportamentos direcionados e ao aprendizado instrumental apetitivo (CORBIT et al., 2001;
BALDWIN et al., 2002). O desejo ou a saliéncia do alimento nesse tipo de tarefa ¢ determinado
pelo seu valor hedonico e pelo estado nutricional, assim como pela interagao dos dois fatores
(BERRIDGE, 1991). Além disso, evidéncias recentes sugerem que a atividade dos neurdnios
dopaminérgicos da 4rea tegmental ventral (VTA) que projetam para o nucleo accumbens pode ser
modulada por sinalizadores do estado energético como a leptina, a insulina e a grelina (ABIZAID
et al., 2006; JERLHAG et al., 2006), revelando a potencial importancia desse sistema na
regulacdo da ingestdo alimentar.

De acordo com Berridge & Robinson (1998), a saliéncia (“querer”) e a sensagao hedonica
(“gostar”) relacionadas ao alimento representam processos distintos no circuito da motivacao e da
recompensa. Segundo essa hipotese, os neurdonios dopaminérgicos da VTA projetando-se para o
nlicleo accumbens determinam seletivamente o nivel de saliéncia do alimento, enquanto a
sensagdo hedonica ligada ao alimento palatdvel estd associada com sistemas opidides e

GABA/benzodiazepinicos difusos distribuidos nos nucleos gustatérios do tronco encefélico, no
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estriado ventral e, provavelmente, em outras areas como a amigdala, o cortex limbico e o
hipotdlamo. De fato, antagonistas opiodides injetados no ntcleo accumbens reduzem o consumo
de alimentos doces, mas ndo de substancias menos palataveis (ZHANG et al., 2003). No entanto,
interessantes estudos em humanos utilizando tomografia por emissdo de positrons (PET scan)
mostram que o consumo alimentar associa-se a liberacdo de dopamina no estriado dorsal, e que a
quantidade liberada do neurotransmissor se correlaciona com o grau de prazer associado a
alimenta¢do (SMALL et al., 2003), sugerindo que a regulagdao dos mecanismos hedonicos pode
ser mais complexa.

Outros sistemas podem ser também capazes de modular tanto circuitos homeostaticos
quando hedodnicos no controle do comportamento alimentar. A serotonina, por exemplo, pode
influenciar diretamente a rota da melanocortina no ARC. O sistema noradrenérgico, por sua vez,
inibe o apetite através de seus receptores ;- e B -adrenérgicos, enquanto a ativagdo de receptores

do tipo o, —adrenérgico estimula o apetite.

1.7 - Regulacao periférica do comportamento alimentar

O controle periférico do comportamento alimentar ¢ exercido principalmente por
hormdnios produzidos no tecido adiposo (como a leptina, a adiponectina e a resistina), hormdnios
pancreaticos (como a insulina e o polipeptideo pancreatico) e hormdnios produzidos no trato
gastrointestinal (como o peptideo Y'Y, a grelina, o peptideo-1 semelhante ao glucagon-GLP-1, a
oxintomodulina, a bombesina ¢ a CCK). Neste trabalho, nossa aten¢ao focalizou-se em dois
destes hormonios: a leptina e a insulina.

A leptina ¢ um hormoénio peptidico que influencia a homeostase energética, as fungdes
enddcrinas e imunologicas. E o produto do gene ob expresso predominantemente em adipdcitos
(ZHANG et al., 1994), mas também em menores concentragdes no epitélio gastrico (BADO et
al., 1998) e na placenta (MASUZAKI et al., 1997). As concentracdes circulantes de leptina
refletem tanto estoques energéticos como alteracdes agudas do balango energético. Sua agdo ¢
anorexigena. O jejum reduz as concentragdes circulantes (FREDERICH et al., 1995; MAFFEI et
al., 1995), o que ¢ revertido pela alimentacdo ou administracdo de insulina. Sua sinalizagao
ocorre através de receptores da familia dos receptores para citocinas, com dominio

transmembrana unico, (TARTAGLIA et al., 1995), podendo ser classificados como receptores do
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tipo longo, curto ou soluvel (TARTAGLIA, 1997). A forma longa (conhecida como Ob-Rb) esta
envolvida nos efeitos da leptina sobre o comportamento alimentar, agindo através da ativagao da
via JAK-STAT e induzindo a expressdo do peptideo supressor da sinalizagdo de citocinas-3
(SOCS-3) no hipotalamo. O aumento da expressdo de SOCS-3 inibe a leptina (regulando a
concentracdo do hormoénio e a expressao de receptores), sendo um dos mecanismos propostos
como responsaveis pela resisténcia as ag¢des da leptina que acontece, por exemplo, na obesidade.
Por sua vez, a forma curta do receptor ob parece estar envolvida no transporte da leptina através
da barreira hemato-encefalica (EL HASCHIMI et al., 2000), enquanto a forma soluvel liga-se ao
horménio circulante modulando sua disponibilidade e atividade biologica (GE et al., 2002).

A insulina ¢ um hormonio pancreatico que, como a leptina, correlaciona-se com o balanco
energético em longo prazo (BAGDADE et al, 1967). No entanto, ao contrario do hormonio
produzido no tecido adiposo, suas concentracdes plasmaticas flutuam drasticamente conforme as
refei¢des, aumentando de forma rapida ap6s a alimentagcdo (POLONSKY er al., 1988). A insulina
e seus agentes miméticos atuam como um sinal anorexigénico no SNC, diminuindo o consumo
alimentar e o peso corporal quando administrados centralmente (AIR et al., 2002). Sua passagem
pela barreira hemato-encefalica se d4 por um processo saturdvel mediado por receptores
(BAURA et al., 1993) e, como a produgdo central de insulina ¢ infima (WOODS et al., 2003),
concentragdes periféricas devem ter acdes similares a administracdo central. Sua sinalizagcdo
ocorre por meio de receptores de membrana, compostos de duas subunidades extracelulares o que
se ligam ao hormoénio e duas subunidades intracelulares B, com atividade tirosina-cinase
intrinseca que, quando ativada, inicia uma cascata de reagdes intracelulares de fosforilagdo, que
regulam interagdes protéicas e a atividade de enzimas. Os substratos mais importantes do
receptor de insulina (IRS) sdo IRS-1 e IRS-2 que, quando fosforilados, ligam-se e ativam cinases
celulares, iniciando rotas de sinalizagdo divergentes envolvidas na mediacdo da acdo celular da
insulina (BASKIN et al., 1994). A insulina ¢ um hormoénio de cardter anabdlico que age em
varios tecidos periféricos, incluindo musculo, figado e tecido adiposo. Seus efeitos metabolicos
imediatos incluem: aumento da captacdo de glicose, principalmente em tecido muscular e
adiposo, aumento da sintese de proteinas, acidos graxos e glicogénio, bem como da producao
hepatica de glicose, da lipdlise e proteolise, entre outros (SALTIEL & KAHN, 2001). Além
destes efeitos, a insulina ¢ capaz de atuar no hipotdlamo, interagindo com neurotransmissores

envolvidos no mecanismo de controle da fome-saciedade.
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1.8 - O eixo HPA e o comportamento alimentar

O estado emocional afeta o comportamento alimentar, e diferentes alimentos influenciam
as respostas de estresse, numa complexa via dupla de regulacio e ténue equilibrio (GIBSON et
al., 2006). Estudos em humanos demonstram que as experiéncias emocionais podem levar a um
aumento de ingestdo de alimento, em especial alimentos doces e ricos em calorias (OLIVER et
al., 2000). Periodos de maior sobrecarga de trabalho associam-se a maior consumo de calorias e
gorduras, principalmente em pessoas que usualmente fazem dietas hipocaloricas (WARDLE et
al., 2000). A variagdo individual da intensidade da resposta de estresse se correlaciona com o
grau de influéncia do estresse no comportamento alimentar (EPEL et al., 2001). Em modelos
animais, varios pesquisadores demonstram que a exposi¢do cronica a agentes estressores pode
alterar o consumo de alimento e o peso corporal. Por exemplo, animais submetidos ao estresse
por choque inescapavel diminuem a ingestao de alimento e o peso corporal (KREBS et al., 1996;
FARIAS-SILVA et al., 2002). O estresse cronico repetido por contencdo aumenta a ingestao de
alimento doce (ELY et al., 1997) sem alterar o consumo de ra¢do padrdo, e a administracio de
um farmaco ansiolitico reverte esse efeito. A influéncia do estresse no comportamento alimentar,
intensificando ou atenuando o apetite ou ainda aumentando o consumo de macronutrientes ou
sabores especificos varia conforme a intensidade e a duragdo do agente estressor (MARTI et al.,
1994).

Como vimos nas segdes anteriores, a resposta de estresse inclui a liberacdo de CRH do
hipotdlamo. Este peptideo tem sua agdo mediada por receptores CRH-R1 ¢ CRH-R2, e sua
ligagdo, principalmente neste ultimo, tem efeito inibitério sobre o comportamento alimentar
(KOOB & HEINRICHS, 1999). Os glicocorticoides tém efeito permissivo sobre o consumo
alimentar. Este efeito pode ser constatado pela hiperfagia e obesidade, associadas a sindrome de
Cushing; e pela anorexia observada em portadores da doenga de Addison. Agindo no SNC,
modulam a ingestdo de alimento, provavelmente através da ativacdo do NPY (Dallman et al.,
1993). A remocao dos glicocorticoides por adrenalectomia reduz o consumo alimentar em 10-
20% e diminui o ganho de peso, assim como inibe a obesidade induzida pelo NPY (DALLMAN
et al., 2004). Esses efeitos da adrenalectomia s3o revertidos pela administragdo de
glicocorticoides (FREEDMAN ef al., 1985). Como existe uma sobreposi¢ao importante em
neurdnios alvo de glicocorticoides, insulina e leptina, sugere-se que estes hormdnios atuem de

modo coordenado na regulacdo do apetite e no gasto energético.
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E intrigante, porém, que a dieta também possa influenciar a resposta de estresse. Por
exemplo, ap6s uma noite de jejum, uma sobrecarga de carboidratos (mas ndo de proteinas ou
gordura) aumenta a secrec¢ao de cortisol induzida por estresse (GONZALEZ-BONO et al., 2002).
Por outro lado, ap6s 10 dias de consumo de uma dieta rica em carboidratos, diminuem as
concentragdes basais de cortisol em relagdo a individuos recebendo dieta rica em proteinas
(ANDERSON et al., 1987). Em ratos, a ingestdo de uma solucdo de glicose por varios dias inibe
a producdo central de CRH (DALLMAN et al., 2003). Dietas ricas em gordura aumentam a
secrecao de glicocorticoides basal e induzida por estresse (TANNENBAUM et al., 1997), e
reduzem a resposta do sistema simpatico (STRACK et al., 1995). Por sua vez, o jejum aumenta a
secrecdo de ACTH e corticosterona, reduzindo a retroalimentagdo negativa do eixo HPA
(DALLMAN et al., 2003). Em decorréncia destes efeitos, alguns autores propuseram que os
glicocorticdides e a insulina estimulam o consumo de alimentos altamente caldricos (“comfort
foods”) que, por sua vez, protegeriam o eixo HPA da disfuncdo associada ao estresse e,

conseqiientemente, da depressao e da ansiedade (DALLMAN et al., 2003).
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2.0 - Hipdteses gerais de estudo

O grupo de pesquisa liderado pela professora Regina Célia Spadari estuda os efeitos do
estresse por choques nas patas sobre a reatividade cardiaca e parametros metabolicos e
enddcrinos de ratos. Estes pesquisadores demonstraram que neste modelo de estresse ocorre:
alteracdo de sensibilidade do tecido cardiaco as catecolaminas dependente da presenca de altas
concentragdes de corticosterona (SPADARI et al, 1988; SPADARI & DE MORAES, 1988;
SPADARI-BRATFISCH et al., 1999; SOUZA, 2001; SANTOS & SPADARI-BRATFISCH,
2001; SANTOS, 2002; SANTOS et al., 2002; 2003; MOURA, 2002), do género e, em fémeas,
das fases do ciclo estral (RODRIGUES et al., 1995; MARCONDES et al., 1996; VANDERLEI
et al., 1996). Os autores também demonstraram que ocorre eleva¢do da concentracdo sérica de
corticosterona apds estresse, em ratos e em ratas sacrificadas em diestro, que nao sdo
acompanhadas de alteragdo na expressao dos receptores de glicocorticdides no tecido cardiaco
(SANTOS & SPADARI-BRATFISCH, 2001; SANTOS, 2002).

Farias-Silva et al. (1999) demonstraram que as alteragdes de sensibilidade da resposta
adrenérgica causadas por estresse ocorrem também em adipocitos epididimais isolados de ratos
submetidos ao mesmo protocolo de estresse e que estes ratos desenvolvem um quadro de
resisténcia a insulina (FARIAS-SILVA et al., 2004).

A demonstracdo de que tais alteracdes de sensibilidade observadas in vitro poderiam
também ser observadas in vivo foi feita por Verago et al. (2001). Em outro estudo, Sampaio-
Barros et al. (2003), utilizando ratos submetidos a estresse por natagao, demonstraram que a
intensidade e a duracdo do agente estressor podem modular a utilizacdo dos substratos
energéticos.

Levando em consideragdo o fato que animais submetidos a estresse por choque nas patas
apresentam uma classica alteracdo na atividade do eixo HPA associada a alteragdes metabolicas e
reducdo da ingestdo alimentar, ¢ que o acesso a alimentos que confortam pode reduzir os efeitos
do estresse, as hipdteses que norteiam este trabalho sdo: (1) o acesso a alimento palatavel podera
alterar a redugdo de ingestdo de alimento induzida pelo estresse por choque nas patas; (2) as
respostas comportamentais ¢ locomotora, induzidas por estresse por choque nas patas serdo
alteradas pelo acesso a alimentos palataveis; e (3) ocorrera alteragdo na preferéncia alimentar e

consumo de alimentos palataveis.
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3.0 - Objetivos

Gerais

Estudar os efeitos do consumo de alimento palatavel sobre as respostas comportamentais

e hormonais de estresse em ratos.

Especificos

a)- Verificar se o estresse por choque nas patas promove alteracdo dos comportamentos alimentar

e locomotor, e da ansiedade em ratos;

b)- investigar a preferéncia por alimento palatavel durante o estresse por choque nas patas e a

influéncia deste tipo de alimento na resposta de estresse; e

c)- analisar se o estresse por choque nas patas e o tipo de alimento ingerido alteram as

concentragdes séricas de corticosterona, insulina, leptina, glicose e triacilglicerol.
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4.0 — Artigo

Effects of palatable diet on anxiety-like behaviors and stress

response in rats

Em processo de finalizagao para ser submetido na revista Physiology and Behavior.
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Abstract

It has been proposed that the access to palatable food attenuates the stress response. This
work investigates the effect of a palatable diet on behavioral and hormonal parameters of rats
submitted to foot-shock stress. Adult Wistar male rats, with or without access to palatable food,
were or were not submitted to foot-shock stress. The anxiety levels of stressed and control rats
were evaluated in the elevated plus maze (EPM) and open field; the plasma levels of insulin,
leptin, corticosterone, glucose and triacylglycerol were determined. Rats preferred the palatable
than the commercial diet, and the stress-induced decrease in food intake was abolished in stressed
rats with access to palatable diet. Stress increased head dipping, number of entries, and the time
spent in the EPM open arms; and decreased stretched-attend posture and risk assessment. The
palatable diet decreased risk assessment in non-stressed rats. Stress associated to palatable diet
induced higher latency to the first crossing and time spent in the open field center; the other
parameters were not altered. The stress-induced increase in serum corticosterone concentration
was attenuated by palatable diet. After stress serum glucose and insulin increased, leptin was not
altered and triacylglycerol concentrations decreased. Those stress effects were not altered by
palatable food. Non-stressed rats ingesting palatable diet increased glucose, leptin and
triglyceride concentrations. It is concluded that foot-shock stress had an anorexigenic effect that
was abolished by palatable diet and that is independent of leptin. The stress induced anxiolytic-
like effect was potentiated by the ingestion of palatable food. However, eating those foods result

in metabolic alterations that may be risk factors for obesity or insulin resistance.

Keywords: foot-shock stress, palatable diet, behavior, corticosterone, leptin, insulin
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INTRODUCTION

The stress response is known to lead to behavioral and metabolic changes, as an effort to
maintain body homeostasis and increase chances of survival (TSIGOS & CHROUSOS, 2002).
The glucocorticoids and catecholamines, released during the stress reaction, alter the activity of
most of the organic systems, as well as metabolism (FACHIN er al., 2008). Metabolic responses
to stress include increased plasma glucose, due to stimulation of glyconeogenesis and
glycogenolisis in the liver, as well as inhibition of glucose uptake in the insulin dependent tissues,
mobilization of amino acids from extra hepatic tissues, stimulation of lipolysis in adipose tissue
and increased metabolic rate (APPEL er al., 1995). All these processes enhance the available
energy what supports the stress reaction and allows survival. However, both inadequate control of
the stress response or repeated exposure to stress might represent a severe threat to the health and
well being.

Besides metabolic alterations, behavioral responses are also associated to the stress
reaction such as depressed mood or anhedonia (KENDLER et al., 1999) and anxiety-related
responses (MULLER et al., 2003). It is interesting to note that comorbidity between anxiety and
depression is a remarkable issue in human (American Psychiatric Association, 1994) and both are
related to corticotrophin-releasing hormone (CRH) and to the hypothalamic—pituitary—adrenal
axis (HPA) (DE KLOET, 2003; MULLER et al., 2003). However in animals the effects of stress
on anxiety-related behaviour are contradictory. While some authors have reported enhanced
anxiety-related behaviour after foot-shock stress (KAVUSHANSKY et al., 2009), others have
found no effects (MACLEAN & DATTA, 2007) or even decreased anxiety-related behavior after
chronic mild stress (D’AQUILA et al., 1994; ROSSLER et al., 2000, WILLNER, 2005;
SCHWEIZER et al., 2009;). In the present work we investigate the effect of foot-shock stress on

anxiety behaviour and plasmatic biochemical parameters.
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Stress also affects feeding behavior. Studies using animal models have suggested that
stress may both increase and decrease food ingestion (COTTONE et al., 2009). Several factors
related to the stress response may be involved in these effects, and they include the activation of
the autonomic nervous system (BERTHOUD & MORRISON, 2008), as well as the HPA axis
that releases CRH, adrenocorticotropic hormone (ACTH) and glucocorticoids (GCs) (ADAM &
EPEL, 2007). Leptin, a hormone that affect feeding behavior, is released by adipose tissue under
sympathetic stimulation (BARANOWSKA et al., 2008). Moreover, during stress, some areas in
the nervous system that are involved in the cognition, rewarding, and emotional aspects of the
eating behavior are activated (TORRES & NOWSON, 2007).

It has been proposed that when animals are allowed to have access to food rich in sugar
and lard during exposure to stress, eating these foods has a role in ameliorating stress and
possibly stress-related behaviors (DALLMAN et al., 2005; FACHIN et al., 2008; MANIAM &
MORRIS, 2009; WARNE, 2009). Indeed, in contrast to acute, inhibitory feedback provided by
transient increases in GCs, chronic elevations of GCs are directly excitatory in the brain,
increasing stimulus salience for both appetitive and aversive events. (DALLMAN et al., 2005).

We have demonstrated that rats exposed to foot-shock stress reduced food intake,
presented high serum levels of glucose and insulin and are resistant to insulin in the glucose
tolerance test (FARIAS-SILVA et al., 1999). They also exhibited high serum corticosterone
levels immediately after each foot-shock session that returned to basal levels 24 h after that
(FARIAS-SILVA et al., 2002). The mechanism through which food intake has been reduced after
foot-shock stress has not been clarified.

The aim of this study was to verify whether the stress induced food intake reduction was
associated to some locomotor impairment or to anxiety-like behaviors and whether the access to

palatable food would alter the hormonal and behavioral responses to foot-shock stress.
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MATERIAL AND METHOD
Animals

Eighty-six adult male Wistar rats weighing 250 to 300 g at the beginning of the
experiments were used. The animals were housed in groups of 5-6 in home cages made of
Plexiglas (41x34x16 cm) with the floor covered with sawdust in a temperature-controlled room
(22+2 °C), on a 12 h light/dark cycle, with lights on at 7:00 a.m. Standard laboratory chow
(Labina, Purina®, Evialis Group, Brazil) and tap water were available ad libitum. During the
experiments, the animals were cared for in accordance with the principles for the use of animals
in research and education, as laid down in the Statement of Principles adopted by the Federation
of American Societies for Experimental Biology (FASEB) board. The experimental protocols
were also approved by the Institutional Committee for Ethics in Animal Experimentation

(certificate number 1409-1).

Experimental Protocols

At the beginning of the experiment and throughout it, the rats were individually placed in
metabolic cages made of acrylic (20 cm in diameter X 14 cm in high) with the floor made of
stainless-steel rods and adapted for contain two feeders. Some of the rats designed to
determination of basal corticosterone serum levels were kept in standard cages.

The rats were distributed in two groups: control, non-stressed rats, and rats submitted to
inescapable foot-shock as described below. These groups were further subdivided according to
the diet offered to the rats: only commercial chow or both commercial and palatable diet, that
were available three days before and throughout the experimental procedure.

Immediately after the third stress or control session, some animals were submitted to the

behavioral tests. Other groups of rats were euthanized by decapitation within 30s after the end of
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the last foot-shock or control session. Blood was collected into plastic vials and centrifuged for
20 min, 4000 rpm. Aliquots of serum were removed and stored at -80°C until assayed for
triacylglycerol, corticosterone and leptin. The serum levels of glucose and insulin were assayed in

rats sacrificed after an overnight 12 h fasting.

Palatable Diet

The palatable diet, also called cafeteria diet, consisted of a mixture of powdered
commercial chow for rodents (Labina, Purina®, Evialis Group, Brazil), peanuts (Hikari®, Sao
Paulo, Brazil), milk chocolate (Chocolates Garoto®, Brazil) and sweet biscuit (Tostines®,
Nestlé, Brazil) in the proportion of 3:2:2:1. This diet achieved 20% protein, 20% fat, 48%
carbohydrate, and 4% fiber. The caloric densities of this diet and of the commercial diet were
determined with an adiabatic calorimeter (C400, IKA® Works, Sao Paulo, Brazil) and were
21.40 KJ/g (35% of calories as fat) and 17.03 KJ/g, respectively (ESTADELLA et al., 2004). The
amount of food consumed by each animal was evaluated by weighing the food remaining at the

feeders on a digital scale, every 24 hours.

Stress Procedure

Rats were randomly assigned for the inescapable foot-shock stress group (ST) or the
control group (CO). As previously described (FARIAS-SILVA et al., 1999), the animals were
placed in a Plexiglas chamber (26x21x26 cm) provided with a grid floor made of stainless-steel
rods (0.3 cm in diameter and spaced 1.0 cm apart). During the 30 min sessions, which occurred
between 7:30 a.m. and 11:00 a.m., the foot-shocks were delivered by a constant current source

controlled by a microprocessor-based instrument constructed at the Biomedical Engineering
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Center, State University of Campinas. The current intensity was 1.0 mA, duration 1.0 s with
pulses delivered at random intervals of 5-25 s (mean interval of 15 s). The rats were returned to
the metabolic cages at the end of the first and the second foot-shock sessions. After the third
session rats were evaluated in the behavioral tests or sacrificed for blood collection. The rats in
the CO group were also placed in the foot-shock cage for the same period of time, but received

no foot-shock.

Behavioral Analysis

Elevated Plus-Maze Test (EPM)

After the third period in the foot-shock cage, the animals were evaluated in the EPM,
under a 60 lux light, as previously described (MELO et al., 1995; PELLOW et al., 1985).
Animals were placed individually on the center of the maze, on the junction between open and
closed arms, facing one of the closed arms. A recorder camera was installed in order to allow the
registration of the animal’s behavior during 5 min and allowed later analysis by more than one
researcher. The rat was considered to have entered one arm of the maze when all four paws were
within that arm. Conventional parameters of anxiety-like behavior were monitored, i.e., the
number of entries into the closed arms, entries into the open arms and the total time spent in each
arm. The ratio between time spent in the open (or the closed) arms and time spent in the open
plus the closed arms was calculated and multiplied by 100, to yield the percentage of time spent
in open (or closed) arms. In addition, the number of the following ethological categories were
measured: head dipping (dipping of the head below the level of the maze floor), risk-assessment
(exiting an enclosed arm with the forepaws and head only, and investigating the surroundings;
often but not necessarily accompanied by body stretching), stretched-attend postures (when the

animal stretches to its full length with the forepaws, keeping the hind paws in the same place and
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turns back to the anterior position), rearing (rising on the hind limbs), grooming (licking,
scratching, and washing of the head and body), and fecal bolus produced. These categories were
defined according to previous studies (RODGERS & COLE, 1993; CRUZ et al., 1994;
ANSELONI & BRANDAO, 1997). After removal of each animal, the maze was cleaned with a

10% ethanol solution.

Open Field Test

Immediately after the EPM test each animal was evaluated in the open field, under a 60
lux light. The apparatus consists of a cylinder constructed of acrylic, with 72 cm in diameter and
60 cm high, its base being divided into 12 equal areas (rectangles measuring 13.3 by 15.0 cm). A
recorder camera was installed in order to allow the registration of the animal’s behavior for later
analysis by more than one researcher. Rats were placed individually in the open field for 5 min
and the following parameters were analyzed: latency to first crossing, time spent in the periphery
and center of the apparatus, number of crossings (times that the animal enters with the four paws
into another square), number of rearings, number of grooming, and number of fecal bolus
(WALSH & CUMMINS, 1976; CAPAZ et al., 1981). After each trial, the apparatus was cleaned

with a 10% ethanol solution.

Biochemical Parameters

Serum corticosterone concentrations were determined by enzyme immunoassay (ELISA)
using a commercial kit (Assay Designs, Inc., Ann Arbor, USA). Insulin and leptin were measured
using ELISA kits (Linco Research, Inc., Missouri, USA). Serum glucose and triacylglycerol were

evaluated with commercial kits from Labtest Diagnostic S.A. (Minas Gerais, Brazil).
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Statistical Analysis
Results are expressed as means =+ standard error of means. The data were compared by
Student’s ¢ test and Two-way Analysis of Variance (ANOVA) followed by the Newman-Keuls’s

test. The differences were considered significant when p < 0.05.

RESULTS
Food Intake

Food intake was strongly influenced by stress and the diet composition (F369; = 240;
p=0.0001). The rats submitted to foot-shock stress reduced the intake of commercial diet as
compared to control rats (p=0.035, Student’s 7 test). Rats that could choose between commercial
and palatable diet showed a clear preference for the palatable diet. This preference was not
altered by stress. Moreover, the reduction of food intake induced by stress was not observed
when the animals had access to the palatable diet (Table 1). Despite these differences in the food
and caloric intake there was no significant difference in the rats’ body weight between the groups

(F[3,69]:1.2; p20.30, Figure 1)

Behavioral Analysis

The percentage of entries (F1,607=5.97; p=0.017) and the time spent in the open arms of
the EPM (F71607=4.59; p=0.036) were higher in rats submitted to foot-shock stress whereas the
percentage of entries and the time spent in the closed arms were not altered by stress or the diet
composition (Figure 2). The number of head dipping was higher (F{; 60=5.55; p=0.021), whereas
the number of stretched-attend posture (F[; 60=8.08; p=0.006) and of risk assessment was lower

(Fp1,607=7.94; p=0.006) after foot-shock stress (Table 2). Non-stressed rats with access to
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palatable diet also displayed a lower number of risk assessment (F[; 607=2.25; p=0.000). None of
the rats exhibited rearing or grooming behaviors in the open arms of the EPM (Table 2).

None of the parameters evaluated in the open field were significantly altered in rats fed
with commercial chow and submitted to foot-shock stress or in non-stressed rats fed with
palatable diet (Table 3). However, the interaction between stress and palatable diet caused an
increase in the latency to the first crossing (F[j 60=4.79; p=0.032), and in the time spent in the
centre of the open field (F|; 60=7.76; p=0.007), with a correspondent decrease in the time spent in
the periphery (F160=6.17; p=0.015). The number of crossing, rearing, grooming and fecal bolus

was not altered by stress or diet (Table 3).

Hormonal and metabolic parameters

Foot-shock stress induced an increase in the serum corticosterone concentration of rats fed
with commercial diet (F};22=14.0; p=0.0001). The access to palatable diet did not alter serum
corticosterone concentration in control rats. However, in those rats with access to palatable diet,
the stress-induced increase in serum corticosterone concentration was attenuated (Figure 3). In
order to evaluate if the metabolic cage could represent an additional stressor for the rats, serum
corticosterone was determined in rats were kept in standard cages. There were no significant
differences in the serum corticosterone concentration between non-stressed rats kept in standard
cages fed only with commercial (65.5+23.2) or with commercial and palatable diet (170.7+£35.6
ng/ml) and those seen in rats living in metabolic cages (118.30+£21.76; 100.00+90.11;
respectively).

The serum insulin concentrations were higher in stressed than control rats (Fp;23=14.27;
p=0.001). On the other hand, serum leptin concentration was not affected by stress, but the

consumption of palatable diet increased it (F[; 23=68.93; p=0.000; Table 4).
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Serum glucose concentration was higher in rats submitted to foot-shock stress as
compared to control rats fed with commercial chow (F;23=25.31, p=0.001) or with palatable diet
(Fr123=15.47, p=0.005; Table 4). On the other hand, serum triacylglycerol concentration
decreased in rats submitted to stress (F;23=14.97; p=0.000) and the access to palatable diet

increased it (F[; 237=9.65; p=0.005; Table 4).

DISCUSSION

Data presented here have shown that rats submitted to foot-shock stress fed with
commercial chow decreased food intake as compared to control rats, as previously reported in
this experimental model (FARIAS-SILVA et al., 1999; 2002) as well as other stress protocols
(MARTI ef al., 1994; VALLES et al., 2000), with this effect being modulated by intensity,
duration, frequency or time of the day that the stressor is applied. Present data also have shown
that the access to palatable diet cancelled this effect of stress on feeding behavior and attenuated
the stress-induced increase in serum corticosterone levels.

Several factors related to the stress response may be involved in these effects of foot-
shock stress on feeding behavior. They include the autonomic nervous system activation
(BERTHOUD & MORRISON, 2008), the release of hormones, such as CRH, ACTH,
glucocorticoids (ADAM & EPEL, 2007) and leptin (BARANOWSKA et al., 2008), and the
activation of neural systems involved in the cognitive, rewarding, and emotional aspects of
ingestive behavior (TORRES & NOWSON, 2007). However, the anorexigenic effect of foot-
shock stress was independent of leptin and it was not due to anxiety since the behavioral analysis
of foot-shock stressed rats indicated lower rather than higher levels of anxiety.

Moreover, the anorexigenic effect of foot-shock stress was not observed in rats that have

access to palatable food. It has been previously reported that rats submitted to stress showed
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higher preference for sweet food than non-stressed rats (KANT & BAUMAN, 1993; YOUNG,
2000; FACHIN et al., 2008) and that the intake of palatable food would reduce the stress
response (PECORARO et al., 2004). Indeed, rats were submitted to restraint stress during 3 hours
a day in a period of 5 days increased the intake of calorically dense lard and sucrose (DALLMAN
et al., 2003; LA FLEUR et al., 2004; PECORARO et al., 2004; LIANG et al., 2008). However,
rats exposed to chronic restraint stress during lh daily, 5 days per week for 40 days, did not
present any difference in the consumption of palatable food as compared to non-stressed rats
(KROLOW et al., 2010).

In the present study, both stressed and control rats showed clear preference for palatable
food, which has not been altered by stress. Moreover, data presented here have shown that foot-
shock stressed rats did not decrease the intake of palatable diet, which indicates that they did not
develop anhedonia, a symptom observed in rats exposed to chronic unpredictable mild stress
(MOREAU et al., 1994; WILLNER 2005) and in patients with chronic stress and depression
(FORBES et al., 2010). These differences are in line with the proposal that the stressor type and
duration may affect the food intake in different ways (KANT & BAUMAN, 1993) and also with
the hypothesis that the intake of palatable food reduces the stress response (DALLMAN et al.,
2003) because the stress-induced increase in serum corticosterone levels was attenuated in rats
with access to palatable food.

Both elevated plus maze and open field tests have been largely used to assess
neurobehavioral profiles of experimental animals under the influence of anxiogenic/anxiolytic
agents (PRUT & BELZUNG, 2003; CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005; TEEGARDEN &
BALE, 2007). The number of entries and the time spent in the open arms of the EPM are
considered to reflect the animal fear from entering the open arms and it is associated to the

animals’ anxiety level. Therefore, in the present study, an increased number of entries and of the
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time spent in the EPM open arms suggest that the foot-shock stressed rats present a level of
anxiety which is lower than those of control rats.

The animals also performed higher number of head dipping behavior, and lower number
of stretched-attend posture and risk assessment. These behavioral categories are associated with
exploratory activity (RODGERS et al., 1997) and, the last two behaviors are considered as
strategies used by the animal to evaluate the environment in potentially dangerous situations
(BLANCHARD et al., 1993). The stretched-attend posture has been interpreted in terms of
“cautious exploration”, the function of which is to optimize the most adaptive behavioral strategy
(RODGERS et al., 1999). Hence, a lower number of stretched-attend and risk assessment
postures, as observed in stressed rats, reinforces the hypothesis that those rats present a lower
level of anxiety and are less cautious exploring the new environment. The reduced number of
behaviors related to anxiety observed in foot-shock stressed rats was not modified by the access
to palatable food. An anxiolytic-like profile in the EPM test has been previously reported in rats
exposed to chronic mild unpredictable stress (D’AQUILA et al., 1994; ROSSLER et al., 2000;
SCHWEIZER et al., 2009) but not for foot-shock stressed rats. However, some authors have
reported enhanced anxiety-related behavior after foot-shock (KAVUSHANSKY et al., 2009),
whereas others have found no effects (MACLEAN & DATTA, 2007). These conflicting results
could probably be due to different levels of plasmatic corticosterone. VAFAEI et al. (2008)
showed that peripheral administration of glucocorticoids induces biphasic effects on anxiety
related behaviors: anxiolytic effects in lower doses and anxiogenic effects in higher doses. As
discussed above the stressed animals in the present study showed higher corticosterone levels
than control groups, but probably these levels are only sufficient to induce an anxiolytic effect.

The parameters evaluated in the open field were not altered in foot-shock stressed rats,

which indicate that the rats’ locomotor activity has not been impaired by the foot shocks. On the
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other hand, the interaction of stress and palatable diet increased the latency to the first crossing,
as well as the time spent in the centre of the open field. This behavioral profile indicates a
reduced anxiety level (PRUT & BELZUNG, 2003).

In contrast to data presented here, an anxiogenic effect of chronic restraint stress
(KROLOW et al., 2010) and of foot-shock stress has been reported in a modified dark and light
test, measured between 2 and 10 weeks post-stress (BRUIJNZEEL et al., 2001). A reduced
locomotor activity in the open field has been demonstrated in foot-shock stressed rats
(PALERMO-NETO et al., 2003), but this test was performed before the EPM test, whereas in the
present study, rats were evaluated in the open field immediately after the EPM test.

Not only behavioral parameters and serum glucocorticoids levels were altered by foot-
shock stress that also leads to a widespread metabolic response. High levels of insulin and
glucose were previously reported after each one of the foot-shock sessions (VERAGO et al.,
2001) and those were associated with insulin resistance, as demonstrated in vivo by the oral
glucose tolerance test (0GTT) and by the reduced adipocytes response to insulin (FARIAS-
SILVA et al., 2004), although the release of insulin by pancreatic islets isolated from foot-shock
stressed rats was similar to that of control rats (FARIAS-SILVA et al., 2004). In contrast to
serum glucocorticoids, glucose and insulin, triacylglycerol concentration was lower in the serum
of rats submitted to foot-shock stress. Verago et al. (2001) analyzed triacylglycerol
concentrations in the serum of conscious rats after each one of the three sessions of foot-shock
stress. The authors reported that triacylglycerol increased only after the first session and was
lower than those seen in control rats after the third session of foot-shock stress. The access to
palatable food increased the serum levels of glucose and triacylglycerol but the serum insulin
concentration was not significantly altered in control rats. Palatable food intake did not alter the

metabolic effect of stress.
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Leptin, which is secreted by the adipocytes, has many effects on the organism, most of
them related to energy homeostasis, by signaling of energy stores and inhibiting food intake
(ANUBHUTI & ARORA, 2008). Leptin also acts on specific receptors in taste cells thus
suppressing the behavioral responses to sweet substances (SHIGEMURA et al., 2004). In the
present study, although the serum leptin concentration was higher in rats with access to palatable
diet, the food intake was not reduced. Moreover, the effect of stress was cancelled.

It is concluded that foot-shock stress has an anorexigenic effect that is abolished by
palatable diet and that is independent of leptin. The stress induced anxiolytic-like effect was
potentiated by the ingestion of palatable food. However, eating those foods result in metabolic

alterations that may be risk factors for obesity or insulin resistance.
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Legends to the Figures

Figure 1 — Body weight (g) of control and foot-shock stressed rats fed with commercial diet
(n=20/group); and rats with option between commercial and palatable diet (n=15/group). Body
weight was evaluated before and after 3 days of experimental protocol (p>0.05, Two-way

ANOVA).

Figure 2 — Percentage of entries in the open and closed arms of the elevated plus maze of control
(n=20) and foot-shock stressed rats (n=18) fed with commercial diet; control (n=12) and stressed
rats (n=11) with option between commercial and palatable diet (* significantly different from

control groups, p<0.05, Two-way ANOVA and post-test of Newman-Keuls).

Figure 3 — Serum corticosterone concentration (ng/ml) of control and foot-shock stressed rats fed
with commercial diet or rats with option between commercial and palatable diet. The number of
experiments was 6 for each group (* significantly different from control fed with commercial diet,
* significantly different from stress fed with commercial diet; p<0.05, Two-way ANOVA and

post-test Newman-Keuls).
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Figure 2
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Figure 3
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Table 1 — Daily food (g) and caloric intake (KJ) of control rats and rats submitted to inescapable,

unsignaled foot-shock stress fed with commercial diet or with option between commercial and

palatable diet.
Commercial Diet Diet Option
Parameters / Control Stress Control Stress
Groups (20) (20) (15) (15)
Commercial (g) 24.05+0.77 21.90 +0.61 " 1.43 +£0.30 0.63 +£0.22
Palatable (g) 21774059 21871397

Total calories (KJ) 409.57 +13.19 372.96+10.35% 490.22+10.97% 478.73 +29.51

The numbers between parentheses are the numbers of animals, ) significantly different from
control fed with commercial diet (p<0.05, Student’s 7 test), ' significantly different from
commercial diet in the same group, ” significantly different from control fed with commercial diet

(p<0.05, Two-way ANOVA and post-test of Newman-Keuls).
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Table 2 — Behaviors evaluated in the open arms of the elevated plus maze of control and foot-

shock stressed rats fed with commercial diet or with option between commercial and palatable

diet.

Commercial Diet Diet Option
Parameters / Groups Control Stress Control Stress
(20) (18) (12) (11)

Head dipping 13.85+1.61 19.16+2.85"° 12.58+2.19 18.45+2.07"

Rearing 0 0 0 0

Fecal bolus 0.35+0.18 0.61 £0.31 0.00 0.09 +0.09

Stretched-attend posture ~ 13.05+1.26  8.11+1.19" 1225+1.41 9.54+125"
Risk assessment 17.70£0.92  13.44+123"° 11.50£0.73"  9.63+£0.94"

Grooming 0 0 0 0

. *
The numbers between parentheses are the numbers of animals,

significantly different from

control group fed with commercial diet (p<0.05, Two-way ANOVA and post-test of Newman-

Keuls).
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Table 3 — Open field behaviors of control and foot-shock stressed rats fed with commercial diet

or rats with option between commercial and palatable diet.

Commercial Diet Diet Option
Parameters / Control Stress Control Stress
Groups (20) (18) (12) (11)
Latency to the first
9.05+2.44 8.27+0.99 5.16£0.95 15.18 £ 4.53 *
crossing (s)
Time spent in the
48.95 £4.20 46.83 £ 6.33 3133+4.69 85.09+2337%"
centre (s)
Time spent in
253.75+5.52  253.16+6.33  265.75+4.96 213.54+2352%"
periphery (s)
Crossing 67.25 +4.51 74.11 £ 3.88 70.91 £9.35 59.90 £ 8.13
Rearing 39.45+2.73 38.66 +2.45 36.75+3.02 30.80 £3.79
Grooming 1.70 £0.23 2.16 £0.31 1.58+0.19 1.54 £0.28
Fecal bolus 2.00 £ 0.46 0.55+0.32 1.66 £0.68 1.36 £0.79

. *
The numbers between parentheses are the numbers of animals,

significantly different from

control groups; ” interaction between stress and palatable diet (p<0.05, Two-way ANOVA and

post-test of Newman-Keuls).
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Table 4 — Serum levels of glucose (mg/dl), triacylglycerol (mg/dl), insulin (ng/ml) and leptin
(ng/ml) in control and foot-shock stressed rats fed with commercial diet, or with option between

commercial and palatable diet.

Commercial Diet Option Diet
Parameters/Groups Control Stress Control Stress
Insulin 0.55 +0.70 1.10+£0.21° 0.28 + 0.04 0.92+0.18 "
Leptin 3.50+£0.12 3.50 +0.28 8.40 + 1.00" 8.60 +£0.55 "
Glucose 73.8+3.5 1283+229" 95.27+1.99 117.95+3.69 °

Triacylglycerol 169.80 £5.67 157.67+4.84"  209.93+13.057  169.23+11.28 "

Data are means + sem of 6 animals per group, * significantly different from control groups; *
significantly different from control and stress fed with commercial diet; ' significantly different
from the other groups; + significantly different from stress fed with commercial diet and from

stress with diet option (p<0.05, Two-way ANOVA and post-test Newman-Keuls).
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5.0 - Conclusoes

Os resultados apresentados acima mostraram que:

- ratos submetidos a estresse por choque nas patas reduzem o consumo alimentar de ragao
comercial, sendo que esta redugdo da ingestdo nao esta relacionada a um prejuizo locomotor,

- ratos submetidos a estresse por choque nas patas apresentam menor nivel de ansiedade
avaliados no LCE e no campo aberto, e menor indice de comportamentos relacionados a
avaliagdo de risco,

- ratos controles e estressados preferiram ingerir dieta palatavel, e seu acesso cancelou a
reducdo da ingestdo alimentar induzida pelo estresse, além de potencializar o efeito ansiolitico do
estresse,

- 0 aumento da liberagdo de corticosterona induzido pelo estresse por choque nas patas foi
atenuado pelo acesso a dieta palatavel. O estresse também aumentou as concentragdes séricas de
insulina e de glicose, e reduziu as de triglicérides; e a ingestdo de dieta palatavel aumentou a
glicemia, além de aumentar as concentragdes séricas de leptina e de triglicérides, mas ndo de
insulina.

Estes resultados permitem concluir que ratos submetidos a estresse por choque nas patas
com acesso a dieta palatavel apresentam modificagdes comportamentais e hormonais, que afetam
varidveis metabdlicas. A combinagdo de estresse por choque nas patas e dieta palatavel pode ser
utilizada para o estudo de fatores desencadeadores de quadros patolégicos associados ao estresse,

tais como resisténcia a insulina e a leptina.
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