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RESUMO 

 

 

Alimentação hedônica e homeostática são fatores independentes envolvidos no 

desenvolvimento da obesidade. Apesar de já se saber que a superalimentação precoce 

altera a alimentação não hedônica na vida adulta, pouco se sabe sobre seu impacto sobre 

a preferência por alimentos doces. O objetivo deste trabalho foi o de verificar o 

comportamento alimentar de ratos superalimentados no período de lactação, com foco 

principalmente no comportamento alimentar hedônico, e correlacionar com o 

funcionamento do sistema dopaminérgico mesolímbico, que sabidamente está envolvido 

na sua regulação. Ninhadas de ratos foram reduzidas a 4 filhotes (ninhada pequena - SL) 

ou 8 filhotes (ninhada normal - NL) no dia 1 de vida. O desmame ocorreu no dia 21, e 

todos os testes foram realizados a partir do dia 84 de vida. O consumo de ração foi 

realizado em condições basais, em resposta à jejum de 24h, na presença de comida 

palatável (doce), durante isolamento social, e em resposta ao teste de pinçamento da 

cauda (tail-pinch). Antes de testados com alimento doce, os ratos foram habituados a 

esse alimento. Locomoção foi aferida em um aparato automatizado. A Área Tegmentar 

Ventral (VTA) e o Núcleo Accumbens (Acc) foram dissecados a partir de microfatias 

congeladas. Tecido muscular foi dissecado e processado para medida da fosforilação de 

AKT (p-AKT) em resposta à insulina. AKT, p-AKT e Tirosina Hidroxilase (TH) foram 

medidas por método de western-blot. A quantidade de gordura abdominal foi 

cuidadosamente dissecada e pesada. Resultados: Ratos SL foram mais pesados que os 

NL em todas as medidas, e ao sacrifício apresentavam maior gordura abdominal 

(p=0,035). A atividade locomotora não foi diferente quanto à distância percorrida, mas 

os ratos SL exploraram a região central por mais tempo, indicando menor 
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comportamento ansioso (p=0,036). Não se encontrou diferenças quanto ao consumo de 

ração padrão (p=0.085) ou alimento doce em condições basais (p=0,65), mas ratos SL 

tiveram maior consumo de doce num paradigma de escolha com ração-padrão 

(p=0,017) e em resposta ao estresse de pinçamento da cauda (interação teste x grupo, 

p=0,006). TH encontrou-se aumentada em ratos SL, tanto no VTA (p=0.016) quanto no 

Acc (p=0,022). Ratos SL não diferiram quanto a fosforilação do AKT no músculo, 

porém tiveram menor AKT (p=0,047), o que sugere uma resistência periférica à insulina 

latente. Em conclusão, a exposição a superalimentação no período de lactação reduz a 

ansiedade, induz obesidade e programa o comportamento alimentar persistentemente, de 

maneira que esses animais têm maior preferência por alimento doce. A esses resultados 

se soma a alteração dos níveis de TH nas vias mesolímbicas, o que sugere a participação 

destas nessa alteração de comportamento. 

  

 

Palavras-chave: superalimentação precoce, origens desenvolvimentistas da 

saúde do adulto (DOHaD), Dopamina, comportamento alimentar.  
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ABSTRACT 

 

 

Hedonic and homeostatic food intakes are independent factors involved in the 

development of obesity. Although it is well known that early life overfeeding increases 

food intake in adulthood, little is know about its impact on the palatable food preference 

in adulthood. We aimed at verifying feeding behavior in this model, with special focus 

in the hedonic compound, and correlate it to the dopaminergic mesolimbic pathway 

known to be involved in its regulation. Rat litters were standardized to 4 (small litter -

SL) or 8 pups (normal litter- NL) at postnatal day 1. Weaning was at day 21, and all 

tests were conducted after day 84 of life. Chow consumption was measured at baseline, 

in response to 24h fasting, in the presence of palatable food, during social isolation and 

after 1 min. tail pinch stress. Prior to testing sweet food, rats were habituated to the 

sweet pellets. Locomotion was assessed in an automated box. The ventral tegmentar 

area (VTA) and nucleus accumbens were micro dissected from frozen brain slices. 

Muscular tissue was also dissected for assessing the phosphorylation of Akt in response 

to an insulin challenge. Akt, pAkt and TH proteins were assessed by Western-blot. The 

abdominal fat content was weighed. Results: SL rats were heavier than NL at all time 

points and had increased abdominal fat at sacrifice (p=0.035). Locomotor activity was 

not different with regard to total distance, but RL rats spent more time in the center of 

the box, an indicative of less anxiety (p=0.036). No difference was found in chow 

(p=0.085) or sweet food intake at baseline (p=0.65), but SL rats had higher intake of 

sweet pellets in a two food choice paradigm (p=0.017) and in response to tail pinch 

stress (test x group interaction, p=0.006). TH was higher in SL rats VTA (p=0.016) and 

in the nucleus accumbens (p=0.022). SL animals had decreased Akt in the muscle 
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(p=0.047), which suggest a latent peripheral insulin resistance, but p-AKT and the 

AKT/p-AKT ratio were not different. In conclusion, exposure to overfeeding during the 

neonatal period decreases anxiety, induces obesity and programs the feeding behavior 

persistently, in such a way that the animals eat more palatable food. These results are 

associated with a higher TH protein content and transport in these animals, which 

suggests that the dopaminergic mesolimbic circuitry may involved in the behavioral 

findings. 

 

 

Keywords: early overfeeding, developmental origins of health and disease 

(DOHaD), dopamine, feeding behavior. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Nos últimos vinte anos vários estudos têm demonstrado que eventos 

perinatais podem impactar a saúde do indivíduo a longo prazo. Os relatos iniciais de 

Barker e seus colegas relacionaram o baixo peso ao nascer com o maior risco 

cardiovascular na vida adulta baseavam-se principalmente na teoria de que o feto 

adaptar-se-ia à desnutrição intra-uterina através de uma série de alterações metabólicas 

e hormonais (Barker, 1998), que o levariam a estabelecer uma forma econômica de 

manejo da energia - do inglês "Thrifty Phenotype" ou "Fenótipo Poupador" - (Hales e 

Barker, 1992). 

Logo, descobriu-se que eventos relacionados ao excesso de crescimento intra-

uterino também deixavam marcas permanentes sobre o indivíduo. Tal fato é 

evidenciado pela constatação por McCance et al em 1994, de que a incidência de 

diabetes-melitus tipo 2 em relação ao peso ao nascer, na população de índios norte 

americanos pime indians, ocorria em formato de "curva em U". Nesse estudo 

observou-se que tanto maior quanto menor peso ao nascer conferem um risco 

aumentado para esta doença na vida adulta (Mccance, Pettitt et al., 1994; Dabelea, 

Hanson et al., 2000; Pettitt e Jovanovic, 2001). 

Hoje enfrentamos um assustador aumento da prevalência de sobrepeso e 

obesidade de abrangência mundial. A obesidade é uma doença multifatorial, cujas 

causas variam num espectro que vai desde as causas puramente genéticas, até as 

totalmente ambientais. Dentre o pouco que já se conhece sobre a atual epidemia, sabe-

se que ela é resultado de uma mudança ambiental, traduzida pela transição 
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demográfica decorrente da melhoria das condições de vida e de acesso a recursos 

(Wang, Monteiro et al., 2002). 

Nesse contexto, não é de se espantar que desde a vida intra-uterina estejamos 

expondo nossas crianças a um ambiente de excesso,  propício ao acúmulo energético. 

Kim et al, em um estudo que avaliou a tendência de sobrepeso em pré-escolares de 

classe média de Massachusetts nos EUA, de 1980 a 2001, mostraram que a incidência 

aumentou inclusive na faixa etária de menores de 6 meses de idade (Kim, Peterson et 

al., 2006). Esse é um fato de extrema relevância biológica, visto o caráter 

potencializador dos efeitos de programação metabólica e pelo conseqüente maior 

tempo de exposição ao excesso de peso. 

Um dos mecanismos propostos para esse aumento precoce do peso passa 

inevitavelmente pela exposição a um excesso de alimentação nessa fase da vida, visto 

que o gasto energético é um fator menos importante nessa idade. Essa 

superalimentação neonatal tem sido bem estudada em modelos animais, e tem 

mostrado que o excesso de nutrientes, especialmente os ricos em energia, provocam 

uma resposta hormonal-metabólica que inclui o aumento da insulina e leptina. Estes 

hormônios possuem importante papel na alteração da ontogênese das vias 

hipotalâmicas relacionadas ao controle do balanço energético, afetando tanto o gasto 

calórico quanto o apetite no longo prazo e propiciando o aparecimento do 

sobrepeso/obesidade (Plagemann, 2008).  

No entanto, dentro da investigação do consumo alimentar, pouco se tem 

estudado sobre o papel do apetite hedônico, ou seja, aquele que está mais relacionado 

ao prazer em se alimentar, e que tem um importante potencial de indução e 

manutenção da obesidade (Saper, Chou et al., 2002; Mela, 2006; Vartanian, Schwartz 

et al., 2007). Estudos em humanos já mostraram que o baixo peso ao nascer está 
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associado ao aumento de preferência por certos macronutrientes, como carboidratos 

(Barbieri, Portella et al., 2009) e gordura (Lussana, Painter et al., 2008). O objetivo 

desse trabalho é investigar, a partir de um modelo clássico de superalimentação 

neonatal, a possível indução de um fenótipo de obesidade relacionado com uma 

alteração do componente hedônico do apetite. 

 

 

2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 Definições de Sobrepeso e Obesidade 

 

 

Um complicador importante no estudo da obesidade, especialmente quando 

envolve crianças, é a variedade da terminologia empregada (Guillaume, 1999; 

Neovius, Linne et al., 2004; Flegal, Tabak et al., 2006). De uma maneira geral, o 

sobrepeso pode ser definido como o excesso de peso para determinada idade e a 

obesidade como o excesso de gordura acumulada (Himes e Dietz, 1994). No entanto, a 

dificuldade de se medir a gordura corporal acaba por exigir o uso de um substituto 

mais fácil de ser medido. Esse substituto geralmente é o Índice de Massa Corporal, ou 

IMC, que é calculado a partir do peso corporal (em Kg) dividido pelo quadrado da 

altura (m) (IMC = Peso / Altura2), e que possui correlação importante com a 

quantidade de gordura corporal (r=~ 0,9) e desfechos de saúde, tanto em homens 

quanto em mulheres (Spiegelman, Israel et al., 1992; Sun, Van Dam et al., 2010). 
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Para adultos, segundo a Organisação Mundial da Saúde (OMS), o sobrepeso é 

definido como IMC ≥ 25 kg/m2 e a obesidade como IMC ≥30 kg/m2 (Who, 2000). Já a 

classificação para a população pediátrica é baseada numa curva de IMC para idade, e 

usa valores de percentis como referência para a determinação das categorias, uma vez 

que o IMC das crianças varia conforme a idade e sexo (Dietz e Bellizzi, 1999). 

Classifica-se as crianças, então, na categoria de sobrepeso quando estiverem entre os 

percentis iguais ou maiores que 85 e menores que 95, e como obesas se estiverem no 

percentil maior ou igual a 95. Ainda sobre a terminologia para a classificação em 

crianças, há de se ressaltar que ela mudou recentemente (apenas os nomes das 

categorias, não os percentis de corte) (Ogden e Flegal, 2010) para melhor refletir, 

segundo dois comitês de experts norte-americanos, a séria e urgente realidade de 

epidemia atual (Koplan, Liverman et al., 2005; Krebs, Himes et al., 2007). Assim, ao 

revisar literatura mais antiga, recomenda-se atenção. 

Esse projeto usa de um modelo animal para a investigação proposta. Sendo 

assim, quando se refere ao termo obesidade, entenda-se que se refere ao processo de 

acumulação de gordura corporal, e não à classificação categorica obeso/não obeso. Até 

porque não existem padrões definidos para obesidade em ratos, e qualquer 

categorização seria apenas arbitrária. 

 

 

2.2 Obesidade e doença 

 

 

A evidência acumulada até os dias de hoje nos mostra a inegável contribuição 

negativa do acúmulo de gordura para o estado de saúde da população (Schelbert, 



 

 

5 

2009), mais ainda quando se leva em conta o custo social e econômico implicados 

(Withrow e Alter, 2010). 

A obesidade está associada a varias condições de saúde (Willett, Dietz et al., 

1999), tanto agudas quanto crônicas. A curto prazo  encontram-se tanto alterações 

psicológicas associadas à redução da auto-estima, decorrente tanto dos problemas 

relacionados ao preconceito social e à discriminação, como das características do seu 

comportamento alimentar (Stunkard e Wadden, 1992; Strauss, 2000). Já a mais longo 

prazo, começa-se a observar uma gama de alterações metabólicas, que podem ser 

agrupadas no conceito de Síndrome X, ou Síndrome Metabólica, como proposto por 

Gerald Reaven em 1988 (Reaven, 1988). Essas alterações teriam como eixo principal, 

além da obesidade, a resistência à insulina, a dislipidemia e a hipertensão arterial 

sistêmica (HAS).  

A obesidade também está associada a doença cardiovascular (Mcgee, 2005), 

em parte por influenciar diretamente outros fatores de risco clássicos como a HAS, 

dislipidemia e diabetes. No entanto, a obesidade também está associada a outras 

alterações como aumento de fatores pró-inflamatórios (Willerson e Ridker, 2004) e 

pró-trombóticos (Pradhan, Rifai et al., 2002). Ainda ressaltando o tempo de exposição, 

encontra-se que a obesidade presente na adolescência é um fator preditivo mais 

fortemente associado a morbimortalidade do que a obesidade na vida adulta (Must, 

Jacques et al., 1992). 

Além de associada a doenças cardiovasculares e metabólicas, a obesidade 

também se correlaciona com doenças respiratórias (Davis, Lipsett et al., 2007), 

doenças gastrintestinais (El-Serag, Ergun et al., 2007; Watanabe, Hojo et al., 2007), 

câncer (Calle, Rodriguez et al., 2003) e doenças músculo-esqueléticas (Wearing, 

Hennig et al., 2006). 
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2.3 Epidemia de Obesidade 

 

 

Vivemos um aumento das taxas de de obesidade e sobrepeso. Nos EUA, de 

1980 a 2003, a prevalência de sobrepeso em adultos mais do que dobrou, de  15% para 

cerca de 33%, e em crianças mais do que triplicou de 5,5% para 17% (Flegal, Carroll 

et al., 1998; Flegal, 2005; Ogden, Carroll et al., 2010). O Brasil, mesmo levando-se 

em conta a peculiar diversidade regional, não foge a regra, apresentando um aumento 

da prevalência de obesidade em adultos que aumentou de  3% para cerca de 9% no 

período de 1974-5 a 2002-3 (Monteiro, Conde et al., 2007). Tal aumento ocorreu 

também na população infantil. Comparando os resultados de diferentes inquéritos 

populacionais (Estudo Nacional de Despesas Familiares – ENDEF, realizado em 1974-

1975 e Pesquisa sobre Padrões de Vida – PPV, realizada em 1996-1997), constatou-se 

um aumento de 4,1% para 13,9% na prevalência de sobrepeso em indivíduos de 6-18 

anos, correspondendo a um incremento relativo desse distúrbio de 239% (Wang, 

Monteiro et al., 2002).  

Tal aumento da obesidade, evidente também nas crianças e adolescentes, 

oferece uma previsão pessimista para as próximas décadas, uma vez que sobrepeso na 

infância é importante fator de risco para sobrepeso na vida adulta (Guo, Roche et al., 

1994; Magarey, Daniels et al., 2003; Bettiol, Sabbag Filho et al., 2007). Mais ainda, o 

risco de desenvolver obesidade na vida adulta não é apenas maior em crianças com 

sobrepeso, mas também naquelas com peso entre o percentil 50 e 74 (Freedman, Khan 

et al., 2001), quando comparadas às crianças com peso abaixo do percentil 50. 
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2.4 Programação Metabólica 

 

 

Nos anos 60, Neel já havia lançado a “Hipótese do Genótipo Poupador” 

(Neel, 1962), no contexto de estudar a gênese do diabete melitus tipo 2, propondo que 

determinadas populações apresentavam maior propensão à resistência insulínica tanto 

por seleção quanto por aspectos genéticos. Segundo esse autor, uma mutação aleatória 

levando à resistência a insulina poderia ser adaptativa e benéfica para indivíduos 

expostos a ambientes de escassez alimentar. A partir do processo de seleção natural, 

haveria uma conseqüente transmissão dessa característica para as gerações seguintes. 

No entanto, evidências atuais sobre interações entre gene e ambiente demonstram que 

considerações sobre efeitos puramente genéticos e independentes do meio não têm um 

correlato biológico significativo. A atual epidemia, como descrita acima, é um 

exemplo desse fenômeno, como fica evidente pela rapidez de sua evolução. Logo, a 

mudança da base genética populacional não oferece uma explicação suficiente para o 

problema, havendo necessidade de contextualizar também as interações do perfil 

genético com as variações ambientais. 

Um grupo de pesquisadores demonstrou, através de estudos clínicos, a 

influência dos diferentes tipos de dieta láctea sobre o crescimento somático, imune e o 

desenvolvimento neuropsicomotor do recém-nascido (Lucas, Brooke et al., 1990; 

Lucas, Morley et al., 1998), propondo o uso do termo “programação” nesse contexto. 

Alinhavado por Dörner e colaboradores (Dörner, 1974) mas amplamente explorado 

por Alan Lucas, esse termo se refere ao conceito no qual um insulto ou estímulo 

aplicado num período crítico ou sensível pode ter efeitos duradouros ou persistentes 

sobre a estrutura ou função de um organismo (Lucas, 1991). Assim, o 
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desenvolvimento e a gravidade de diversas condições mórbidas na vida adulta 

dependem da interação entre a vulnerabilidade genética do indivíduo, a exposição a 

fatores ambientais adversos, assim como da duração e período de ocorrência desses 

eventos estressantes (Charmandari, Tsigos et al., 2005). Uma vez que a vida pré-natal, 

a infância e a adolescência são períodos críticos caracterizados por alta plasticidade 

metabólica, a exposição a um estímulo significativo nessas idades pode ter grandes 

conseqüências de ordem organizacional e produzir alterações persistentes no 

funcionamento do organismo. 

 

 

2.5 Origem Precoce da Obesidade 

 

 

Evidências epidemiológicas sugerem que a obesidade pode ter sua origem 

programada em fases precoces da vida. Sabe-se, por exemplo, que a obesidade materna 

está  associada com aumento de risco para obesidade da prole na vida adulta 

(Tequeanes, Gigante et al., 2009). Estudos de herança genética demonstram que o 

IMC das crianças se correlaciona mais diretamente com o IMC materno do que com o 

paterno, sugerindo que, em adição a influências genéticas, o ambiente intra-útero 

contribui para o desenvolvimento da obesidade nos filhos (Danielzik, Langnase et al., 

2002). Na mesma linha, Deierlein et al. encontrou que tanto o IMC prévio à gestação, 

quanto o ganho de peso durante a gravidez estavam associados a maior ganho de peso 

nos primeiros 6 meses de vida (Deierlein, Siega-Riz et al., 2010). Fato semelhante foi 

encontrado por Kim et al, o qual mostrou que a epidemia de obesidade vem afetando 

também pré-escolares e mesmo lactentes menores de 1 ano de idade (Kim, Peterson et 
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al., 2006). Por outro lado, a restrição de crescimento intra-uterino também se mostra 

capaz alterar a composição corporal, com aumento da adiposidade e maior risco de 

obesidade na vida adulta, como mostrado por Ravelli et al já em 1976 (Ravelli, Stein et 

al., 1976). 

Além disso, evidências existem de que o ambiente pós natal, principalmente 

em relação a alimentação, pode ser crítico para o desenvolvimento da obesidade. O 

aleitamento materno está associado a um padrão de crescimento diferente daquele 

oferecido pela alimentação por fórmula, estando ligado a um menor risco de obesidade 

de maneira dose dependente, como mostrado em uma meta-análise que compilou 

dados de 17 trabalhos (Harder, Bergmann et al., 2005). Ainda há muita especulação 

sobre como esse efeito de programação ocorre, mas os mecanismos propostos passam 

pela alteração da saciedade (Wright, Fawcett et al., 1980; Muhlhausler, Adam et al., 

2007), do crescimento do tecido gorduroso (early fat rebound) (Bergmann, Bergmann 

et al., 2003) e do milieu hormonal, com exposição à insulina diferenciada entre os dois 

grupos de crianças (alimentadas com fórmula versus aleitamento materno) (Mandic, 

Piricki et al., 2010). 

 

 

2.6 Superalimentação Neonatal 

 

 

Por superalimentação precoce entende-se qualquer alimentação em excesso 

nas fases iniciais da vida. Por excesso entende-se qualquer quantidade que seja maior 

que a necessária para manter a taxa de crescimento normal. Tal período, como exposto 

acima, é considerado crítico para o desenvolvimento de diversos órgãos e sistemas, 
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portanto acredita-se que esse excesso nutricional possa deixar marcas duradoras, 

através do fenômeno de programação. 

Uma boa gama de estudos, a maioria baseada em modelos experimentais 

animais, explora o assunto. O consenso atual é de que o milieu hormonal induzido por 

essa sobrecarga nutricional altera a ontogenia das vias hipotalâmicas, levando a 

alteração do controle do balanço energético, através do aumento do apetite e redução 

do gasto energético (Plagemann, Harder et al., 2008). 

No início da década de 70, Dörner demonstrou que os hormônios são 

organizadores ambiente-dependentes dos sistemas neuroendócrinos que regulam os 

processos fundamentais da vida. Quando presentes em concentrações fora do padrão 

fisiológico, induzidas por alterações do ambiente intra-uterino ou neonatais, os 

hormônios poderiam agir como "teratógenos endógenos funcionais" levando à "mal-

programação" do sistema neuroendócrino-imune, com conseqüentes desordens 

desenvolvimentistas e doenças durante a vida (Dorner, 1975). 

As primeiras evidências surgem do estudo de gestações complicadas pela 

diabetes (tipo 2 ou gestacional), que leva a um importante aumento da insulina fetal. O 

mecanismo desse aumento se deve a passagem aumentada da glicose materna através 

da placenta, e consequente aumento da secreção de insulina pelo feto, no que se pode 

chamar de "superalimentação" pré-natal. Evidências epidemiológicas, clínicas e 

experimentais mostram que esses indivíduos possuem maior risco de desenvolverem 

sobrepeso, obesidade e diabetes. Interessantemente, esse fato parece estar mais 

associado com os níveis de insulina perinatais do que com o baixo ou alto peso ao 

nascer (Dorner e Plagemann, 1994; Silverman, Metzger et al., 1995). 

Outros modelos animais de indução de hiperinsulinemia se baseiam na 

manipulação direta ou indireta da nutrição no período de lactação do rato, que 
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corresponde às suas três primeiras semanas de vida. O modelo de manipulação indireta 

usa do artifício de reduzir a ninhada de ratos, de modo a propiciar uma menor 

competição pelo leite materno e consequentemente uma maior ingestão de leite 

(Mccance, 1962). Já o direto envolve a administração de dietas diretamente aos 

filhotes, manipulando tanto a qualidade, quanto a quantidade do alimento (Hall, 1975). 

Apesar das diferenças metodológicas, os principais resultados são basicamente os 

mesmos, e envolvem o aumento da secreção de insulina e leptina (tanto no período de 

superalimentação, quanto pelo resto da vida, mesmo que recebendo dieta normal), 

aumento do ganho de peso e da adiposidade e hiperfagia (Plagemann, Harder, Rake et 

al., 1999; Srinivasan, Dodds et al., 2008; Srinivasan, Mitrani et al., 2008). 

A insulina, como será vista mais abaixo, tem importante papel regulatório do 

consumo alimentar. Isso somado ao fato de que ela é um potente estimulador da 

formação de suas próprias vias neuronais de controle, levou à investigação de seu 

papel na programação dessas vias. De fato, os modelos de indução de 

superalimentação neonatal persistentemente induzem comportamento alimentar 

hiperfágico e modificações da expressão de neuropeptídeos hipotalâmicos envolvidos 

no controle do comportamento alimentar, como a Galanina (Plagemann, Harder, Rake 

et al., 1999), o neuropeptideo Y (Plagemann, Harder et al., 1998; Plagemann, Harder, 

Melchior et al., 1999), Resistina (Wilkinson, Wilkinson et al., 2005) e POMC 

(Proopiomelanocortina)  (Srinivasan, Mitrani et al., 2008; Plagemann, Harder et al., 

2009). 
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2.7 Balanço Energético e comportamento alimentar 

 

 

A alimentação é essencial para a sobrevivência por fornecer o substrato 

energético tão necessário a vida. Por isso mesmo sua regulação é realizada de forma 

intensa, por uma série de vias neuroendócrinas que muitas vezes se sobrepoem 

conferindo-lhes uma grande redundância.  

De uma maneira geral, pode-se dividir o comportamento alimentar em 

homeostático e hedônico. O primeiro está relacionado a manutenção dos processos 

homeostáticos do organismo, monitorando os nutrientes circulantes e o nível das 

reservas e "decidindo" pela alimentação quando necessária. Já o segundo envolve 

aspectos de prazer e recompensa relacionados ao consumo de alimentos. 

Existe crescente concenso na literatura de que a variação de consumo 

energético observada na população em sua maior parte provém de fatores que 

estimulam ou aumentam a sensibilidade dos sistemas hedônicos de alimentação 

(Berthoud, 2004; Blundell e Finlayson, 2004; Yeomans, Blundell et al., 2004). Os 

sistemas não hedônicos de alimentação são considerados essenciais, onde pouco se 

conhecem "defeitos" que levem a obesidade, a não ser em casos relativamente 

excepcionais(Hellstrom, Geliebter et al., 2004). Mais ainda, a literatura corrente 

acredita que estes dois sistemas teriam sido moldados evolutivamente a fim de 

contemplar uma grande variabilidade na disponibilidade de alimentos. Em essência, 

serviriam principalmente para proteger o organismo de períodos de redução de oferta, 

sendo menos adequados para enfrentar a atual "crise de excesso" que estamos 

vivenciando. 
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2.7.1 Regulação do Comportamento Alimentar 

 

 

Como exemplo ilustrativo da importância do comportamento alimentar, sabe-

se que ratos mesmo tendo o tronco encefálico isolado continuam a regular a ingestão 

alimentar e a demonstrar respostas afetivas aos alimentos palatáveis (Grill e Kaplan, 

2001; 2002).  

Basicamente, o comportamento alimentar pode ser dividido em diferentes 

fases para melhor compreensão de seus mecanismos: na fase de iniciação, o “valor” de 

um objetivo alimentar disponível ou o estado interno de alguma maneira atraem a 

atenção do indivíduo para a alimentação. A presença de um estímulo direto do 

alimento como a visão ou o olfato podem disparar a fase de iniciação sem 

necessariamente haver a presença de  um estado interno adjuvante. Uma vez que a 

atenção seletiva é alcançada e a motivação para a ingestão alimentar é grande, inicia-se 

a fase de procura. Este comportamento requer planejamento, aprendizado e memória e 

depende essencialmente de processos corticais cognitivos. A fase de consumo começa 

quando o alimento é finalmente presente e ingerido. Embora essa fase envolva uma 

série de comportamentos estereotipados, também é caracterizada pela degustação dos 

alimentos ingeridos e de seus nutrientes a nível cefálico e gastrointestinal, assim como 

pela formação de associações entre os vários atributos sensoriais do alimento. Na 

seqüência, tomam parte da ação os mecanismos de saciedade, que por fim, levam ao 

término da refeição, que inclui o fim do consumo per se (Berthoud, 2002). 

Os sistemas de aferência de informação para o cérebro em relação ao 

alimento incluem estímulos externos, como as aferências visuais, olfativas, auditivas e 

táteis, e estímulos internos, que subdividem-se em pré-gástricos (principalmente 
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sabor), gástricos (distensão) e pós-gástricos (ou pré-absortivos). Há ainda estímulos 

pós-absortivos, que dividem-se em (a) mecanismos de transporte de nutrientes e a 

liberação de hormônios locais como a colecistocinina (CCK), agindo através da 

circulação sangüínea ou de nervos sensoriais viscerais; (b) nutrientes, metabólitos e 

hormônios agindo em sensores do sistema porta hepático, como a glicose; (c) passos 

de processamento metabólico e seus mensageiros locais e hormônios agindo nos 

sensores do fígado, como o ATP e o glucagon e (d) metabólitos, hormônios e outros 

fatores originários de vários tecidos circulando no sangue ou no sistema linfático e 

ativando sensores diretamente no cérebro, como a glicose, aminoácidos, insulina e 

leptina (Berthoud, 2002). 

 

 

2.7.2 Sistemas neurais envolvidos na regulação do comportamento alimentar 

 

 

O hipotálamo é uma estrutura chave na regulação do comportamento 

alimentar. Em mamíferos, esta estrutura consiste em mais de 40 áreas e núcleos 

distintos, muitos deles podendo ser subdivididos em subnúcleos. Além de controlar a 

alimentação, o hipotálamo está envolvido em outros processos como a ingestão 

hídrica, comportamentos defensivos e agressivos, comportamento sexual, regulação da 

temperatura corporal e defesa imunitária. No que tange ao comportamento alimentar, 

vários de seus núcleos recebem aferências e enviam eferências a diversas partes do 

encéfalo e medula espinhal, porém os núcleos mais intensamente envolvidos nesse 

controle são o núcleo arqueado, o hipotálamo lateral e ventromedial e o núcleo 

paraventricular. 
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O núcleo arqueado do hipotálamo (ARC) é uma região que recebe aferências 

de outros núcleos como o núcleo periventricular e área pré-óptica medial, assim como 

do hipotálamo lateral (Guan, Saotome et al., 2001)  (Horvath, Diano et al., 1999). 

Aferências extra-hipotalâmicas incluem o córtex (Defalco, Tomishima et al., 2001) a 

amígdala, o núcleo próprio da estria terminal e núcleos do tronco encefálico como o 

núcleo parabraquial e o núcleo do trato solitário (Li, Chen et al., 1999). Seus neurônios 

são anatomicamente posicionados próximos a capilares fenestrados na base do 

hipotálamo, o que os coloca em contato com importantes hormônios como a leptina 

(Glaum, Hara et al., 1996), o hormônio do crescimento (Kamegai, Hasegawa et al., 

1996; Kamegai, Tamura et al., 2000), esteróides sexuais (Tong, Zhao et al., 1990), 

insulina e glicose (Muroya, Yada et al., 1999) e grelina (Guan, Okuda et al., 2008), 

para os quais possuem receptores (Benoit, Schwartz et al., 2000; Cone, Cowley et al., 

2001). Esse núcleo envia sinais a outros núcleos do hipotálamo e para sítios extra-

hipotalâmicos como núcleos talâmicos mediais, núcleo próprio da estria terminal, 

núcleos da rafe, substância cinzenta periaquedutal e núcleo parabraquial lateral. Dois 

subtipos de neurônios foram identificadas no ARC, ambos contendo o 

neurotransmissor inibitório GABA (Hentges, Nishiyama et al., 2004). Uma das 

populações neuronais expressa a proopiomelanocortina  (POMC) e o peptídeo 

relacionado à cocaína e à anfetamina (CART), e quando ativada leva a uma 

diminuição do apetite e aumento do gasto energético (Ellacott e Cone, 2004; Cone, 

2005). Em contraste, a outra população de células, contendo neuropeptídeo Y (NPY) e 

Proteína Relacionada ao Gene Cutia (AGRP), leva a uma resposta orexigênica e menor 

gasto energético (Clark, Kalra et al., 1984). Tanto os neurônios contendo POMC 

quanto os neurônios contendo NPY expressam receptores para leptina e grelina 

(Baskin, Breininger et al., 1999; Riediger, Traebert et al., 2003). A leptina aumenta a 



 

 

16 

atividade dos neurônios POMC e inibe neurônios NPY (Baskin, Hahn et al., 1999), 

enquanto a grelina age fazendo o oposto (Traebert, Riediger et al., 2002). 

O hipotálamo lateral, por sua vez, recebe aferências de várias áreas corticais e 

límbicas como a amígdala, o hipocampo e o núcleo accumbens, assim como dos 

núcleos paraventricular e arqueado (especialmente de neurônios contendo NPY na área 

perifornicial). Ele se projeta para todo o córtex, hipocampo, amígdala, gânglios da 

base, tálamo, ponte e medula espinhal, assim como para os outros núcleos do próprio 

hipotálamo. Nesse núcleo encontram-se duas populações de neurônios que contêm 

tanto orexina (Chen, Dun et al., 1999) como o hormônio concentrador de melanina 

(MCH), outro potente estimulante da ingestão alimentar (Bittencourt, Presse et al., 

1992). 

O núcleo ventromedial do hipotálamo (VMH) possui alta expressão de 

receptores para a  leptina e tem sido descrito como o núcleo responsável pela mediação 

das ações da leptina na homeostase (Mercer, Hoggard et al., 1996). Eferências do 

VMH são na sua maioria excitatórias, aumentando a atividade das células POMC, e 

durante o jejum esses estímulos diminuem (Sternson, Shepherd et al., 2005). Infusões 

de NPY nesse núcleo aumentam o consumo alimentar, e o jejum aumenta os níveis de 

NPY nessa região (Kalra, Dube et al., 1999). 

O núcleo paraventricular do hipotálamo recebe aferências de outros núcleos 

hipotalâmicos como a área pré-óptica medial, órgão subfornicial e núcleos arqueado, 

dorsomedial e lateral. Além disso, aferências do tronco encefálico como o núcleo do 

trato solitário (principalmente noradrenérgicas, (Sawchenko e Swanson, 1982), locus 

ceruleus e núcleo da rafe (principalmente serotoninérgicas, assim como do núcleo 

próprio da estria terminal e amígdala também atingem o PVN (Sawchenko e Swanson, 

1983). As eferências endócrinas mais reconhecidas desse núcleo são provenientes dos 
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neurônios magnocelulares para a pituitária posterior, secretando ocitocina e 

vasopressina, assim como dos neurônios parvocelulares secretando CRH e TRH. 

Eferências não-endócrinas incluem a maioria dos outros núcleos hipotalâmicos e 

núcleos autonômicos pré-ganglionares  no mesencéfalo, prosencéfalo e medula 

espinhal, assim como neurônios pré-ganglionares simpáticos e parassimpáticos 

inervando o pâncreas (Jansen, Hoffman et al., 1997) e estruturas diencefálicas e 

telencefálicas como o tálamo e a amígdala.  

Outras estruturas são também importantes na regulação do comportamento 

alimentar. Por exemplo, o córtex sensório-visceral dissemina importantes informações 

nutricionais da cavidade oral e trato gastrointestinal para áreas corticais envolvidas na 

geração de representações e associações polimodais, tanto diretamente como através 

da amígdala para processamento emocional ou através do estriado ventral para 

aspectos motivacionais. O córtex olfatório primário tem propriedades semelhantes em 

relação ao olfato, com a possibilidade de estocagem de memórias através da formação 

hipocampal. O hipocampo, por sua vez, além de envolvido no aprendizado e memória 

dos aspectos relacionados ao comportamento alimentar como a qualquer outro 

comportamento, também parece ter um papel específico na alimentação (Clifton, 

Vickers et al., 1998). A amígdala é a única região cerebral além do córtex gustatório e 

do hipotálamo lateral a receber aferências gustatórias diretas do núcleo do trato 

solitário e do núcleo parabraquial, mas também recebe informações provenientes de 

áreas corticais, hipotalâmicas, hipocampais e do estriado ventral, sendo responsiva a 

uma variedade de peptídeos e neurotransmissores envolvidos no comportamento 

alimentar como os opióides (Giraudo, Kotz et al., 1998) e a enterostatina (Lin e York, 

2004).  
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Estruturas do tronco encefálico integram as grandes vias de aferências 

víscero-sensoriais e eferências motoras, sendo que suas áreas mais estudadas em 

relação ao comportamento alimentar são o núcleo do trato solitário (NTS) e área 

postrema e o núcleo parabraquial. O NTS e a área postrema são extremamente hábeis 

para detectar hormônios e outros fatores circulantes, além de receberem aferências dos 

receptores víscero-sensoriais e gustatórios via neurônios aferentes primários vagais, 

glossofaríngeos, faciais e trigeminais, possuindo uma população significativa de 

neurônios expressando POMC e sendo também responsivos à urocortina (Grill, 

Markison et al., 2000).  

 

 

2.7.3 O sistema mesolímbico e a regulação do apetite 

 

 

Mesmo na ausência de fome, o prazer e a sensação de recompensa associados 

ao alimento podem estimular o consumo. O núcleo accumbens tem sido amplamente 

relacionado a comportamentos direcionados e aprendizado instrumental apetitivo 

(Corbit, Muir et al., 2001; Baldwin, Sadeghian et al., 2002). O desejo ou a saliência da 

comida nesse tipo de tarefa é determinado pelo estado nutricional e pelo valor 

hedônico do alimento, assim como pela interação dos dois fatores (Berridge, 1991). 

Além disso, evidências recentes sugerem que a atividade dos neurônios 

dopaminérgicos da área tegmental ventral (VTA) que se projetam para o núcleo 

acumbens pode ser modulada por sinalizadores do estado energético como a leptina, a 

insulina e a grelina (Abizaid, Liu et al., 2006; Jerlhag, Egecioglu et al., 2006; 
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Figlewicz, Macdonald Naleid et al., 2007), revelando a potencial importância desse 

sistema na regulação da ingestão alimentar. 

 De acordo com Berridge e Robinson, a saliência (“querer”) e a sensação 

hedônica (“gostar”) relacionadas ao alimento representam processos distintos no 

circuito da motivação e da recompensa (Berridge e Robinson, 1998). Segundo essa 

teoria, os neurônios dopaminérgicos da área tegmental ventral (VTA) projetando-se 

para o núcleo acumbens determinam seletivamente o nível de saliência do alimento, 

enquanto sensação hedônica ligada ao alimento palatável está associada com sistemas 

opióides e GABA/benzodiazepínicos difusos distribuídos nos núcleos gustatórios do 

tronco encefálico, no estriado ventral e possivelmente em outras áreas como a 

amígdala, o córtex límbico e o hipotálamo. Realmente, antagonistas opióides injetados 

no núcleo acumbens reduzem o consumo de alimentos doces mas não de substâncias 

menos palatáveis (Zhang, Balmadrid et al., 2003). No entanto, interessantes estudos 

em humanos utilizando tomografia por emissão de pósitrons (PET-scan) mostram que 

o consumo alimentar associa-se à liberação de Dopamina no estriado dorsal, e que a 

quantidade liberada do neurotransmissor se correlaciona com o grau de prazer 

associado à alimentação (Small, Jones-Gotman et al., 2003), sugerindo que a regulação 

dos mecanismos hedônicos pode ser mais complexa. 

 Vários estudos demonstram que a administração de canabinóides endógenos 

estimula a ingestão alimentar em modelos animais (Koch e Matthews, 2001). Esse 

efeito é possivelmente mediado via receptor canabinóide tipo 1 (CB1) no hipotálamo, 

onde se co-localiza com a CART, MCH e orexina. É interessante notar que há 

receptores CB1 também em adipócitos onde eles parecem estimular a lipogênese 

(Cota, Marsicano et al., 2003).  
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3 JUSTIFICATIVA 

 

 

Em linhas gerais o presente trabalho pretende contribuir para o conhecimento 

sobre fatores envolvidos na gênese da obesidade, sob o prisma das teorias que 

compõem o campo de estudo “DOHaD” (Origens Desenvolvimentistas da Saúde e 

Doença), devido à importância dos assuntos em estudo (obesidade, comportamento 

alimentar e alteração de fenótipo por uma intervenção precoce) para a determinação 

dos riscos de saúde da população, e do reconhecimento da necessidade de maiores 

estudos sobre o assunto. 
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4 OBJETIVOS 

 

 

Objetivos Gerais 

 

• Avaliar o impacto do excesso alimentar durante a vida precoce 

sobre a saúde do adulto. 

 

Objetivos Específicos 

 

• Avaliar o impacto da superalimentação neonatal sobre: 

o Comportamento alimentar 

 Não Hedônico : basal, estimulado por jejum e após 

isolamento social. 

 Hedônico: basal, preferência e em resposta a um 

teste de provocação por pinçamento de cauda (Tail-

Pinch)  

o Sistema Dopaminérgico Mesolímbico, medindo a Tirozina 

Hidrozilase (TH) nos núcleos Accumbens e Área Tegmentar 

Ventral. 
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5 METODOLOGIA. 

 

 

5.1.1 Desenho Experimental 

 

 

 Projeto de desenho experimental, comparando grupo submetido a 

intervenção de redução da ninhada durante a idade de lactação, com grupo controle 

com ninhada padronizada em 8 filhotes. 

 

 

5.1.2 Linha do tempo 

 

 
Figura 1: Linha do tempo com o desenho experimental 
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5.2 Geração das ninhadas e protocolo de superalimentação neonatal 

 

 

Ratos Wistar fêmeas e machos com 60 dias de vida foram obtidos do biotério 

da Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS e deixados habituar por duas semanas 

na Unidade de Experimentação Animal do Centro de Pesquisa Experimental do 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre, antes de qualquer intervenção. Os animais 

permaneceram em caixas-moradia padrão, compostas de plexiglas, em grupos de 2-4 

animais de mesmo sexo. As moradias eram forradas com uma camada de maravalha, 

que era trocada a cada 2-3 dias. Água e ração padrão eram fornecidas ad libitum. 

Condições ambientais foram mantidas sob controle, com temperaura de 25,0 +/- 2ºC e 

umidade de 35%. Os animais foram submetidos a um ciclo normal claro/escuro de 12 

horas, luzes acesas às 7:00 AM. O acasalamento foi obtido colocando-se 1 macho em 

cada caixa com duas fêmeas por um período de sete dias. Após o acasalamento as 

fêmeas foram colocadas em caixas unitárias até o nascimento da ninhada e desmame. 

O dia do nascimento foi considerado dia 0. Ao nascimento, as ninhadas foram 

randomizadas em grupo de ninhada reduzida (SL) e grupo controle (NL). Para reduzir 

a interferência com o cuidado materno, nenhuma manipulação foi realizada até o dia 1 

de vida. Neste dia, as ninhadas SL foram reduzidas para 4 filhotes (3 machos e 1 

fêmea) e as ninhadas NL foram padronizadas em 8 filhotes (3 a 5 machos). Utilizaram-

se ao todo 25 matrizes fêmeas e 10 machos, que deram origem a 18 ninhadas com pelo 

menos 8 filhotes (três ninhadas foram excluídas por apresentarem menos de 8 filhotes 

e quatro matrizes não engravidaram). Oito ninhadas foram padronizadas em 8 filhotes 

e outras 10 ninhadas foram submetidas à redução para 4 filhotes. O número total de 

animais obtido foi de 54, sendo 26 NL e 28 SL. O peso ao nascer não foi medido para 
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evitar manipulação excessiva dos animais. O ganho de peso durante a gestação, e o 

número de filhotes das ninhadas não foi diferente entre os grupos (dados não 

mostrados). 

Os filhotes foram expostos à superalimentação até o dia do desmame, aos 21 

dias de vida, quando tanto os animais SL quanto os NL foram desmamados e 

separados entre machos e fêmeas, sendo mantidos em grupos de 2-4 animais por caixa 

(modelo adaptado de (Plagemann, Heidrich et al., 1992; Lopez, Tovar et al., 2007). Os 

testes comportamentais ocorreram partir do 84° dia de vida. Quando realizado mais de 

um teste comportamental, respeitou-se uma semana de intervalo entre eles. Os 

tratamentos dos animais foram realizados seguindo as recomendações do International 

Council for Laboratory Animal Science (ICLAS). Apenas animais machos foram 

utilizados para os experimentos na vida adulta. 

 

 

5.3 Acompanhamento do crescimento após o desmame, e quantificação da 

adiposidade abdominal.  

 

 

Os ratos tiveram seu peso aferido semanalmente a partir do dia 21, para 

estudo do seu padrão de ganho de peso, utilizando-se balança digital com precisão de 

0,01g e modo automático de pesagem de pequenos animais, o qual realiza 3 medidas 

num período de 10 s., e apresenta a média destas como resultado. Para minimizar o 

estresse e a manipulação excessivos, tal medida foi realizada uma vez a cada 7 dias, no 

momento da limpeza/manutenção da caixa moradia. 
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A quantificação da adiposidade abdominal foi feita após o sacrifício do 

animal (figura 1), por meio de dissecção dos depósitos abdominais de gordura peri-

renal e peri-gonadal, e o resultado foi expresso em percentagem do peso corporal 

(Fernandez, Molto et al., 2009). 

 

 

5.4 Avaliação do Consumo Alimentar.  

 

 

A avaliação do consumo de ração padrão foi realizada nas condições basais 

de moradia, e em resposta a diferentes intervenções ambientais e de estresse, como o 

jejum, o isolamento social e a provocação com tail-pinch (pinçamento da cauda). 

Também se avaliou a preferência entre alimento doce e ração padrão, sendo os animais 

habituados ao alimento doce antes de serem testados. Os testes sempre iniciaram no 

período da tarde ( em torno de 15h), correspondendo ao início do terço final do ciclo 

claro. Os detalhes de cada teste encontram-se abaixo. 

 

 

5.4.1 Consumo de ração padrão em condições basais 

 

 

O consumo de alimento padrão habitual foi inicialmente avaliado na caixa 

moradia, com os animais acomodados em seus grupos habituais de 2 a 4 ratos, em um 

período de 24h, colocando-se uma quantidade conhecida de ração, e medindo-se o 
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restante após decorrido o tempo estabelecido. O resultado obtido foi então dividido 

pelo número de ratos co-habitando a caixa, dando o resultado final em consumo médio 

por caixa, por rato. 

 

 

5.4.2 Avaliação do consumo alimentar após isolamento social.  

 

 

Os ratos foram colocados isoladamente em caixas-moradia idênticas às 

habituais, e após um período de habituação de 30 min. colocou-se uma quantidade 

conhecida de ração, e em 24h mediu-se o restante. Para comparação com a medida 

basal de consumo em grupo, foi calculado a média do consumo dos ratos que 

constituiam cada grupo de co-habitação. 

 

 

5.4.3 Avaliação da hiperfagia de rebote após jejum.  

 

 

Para avaliar o efeito do jejum, um teste de provocação de consumo 

homeostático, os animais foram primeiramente isolados conforme descrito no item 

anterior, e então privados da oferta de ração padrão por um período de 24h. O 

consumo então foi medido nas 24h seguintes à re-oferta de ração padrão.  
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5.4.4 Avaliação do consumo de alimento doce. 

 

 

5.4.4.1 Habituação e consumo basal  

 

 

Para medir o consumo de alimento doce em situação basal, o animal foi 

colocado em caixa retangular semelhante à caixa moradia, por 5 min., na presença de 

10 unidades de alimento palatável, doce (Froot Loops® , Kellogs, 3,78 kcal/g), sendo 

a quantidade consumida quantificada com base num protocolo que avalia o número de 

rosquinhas consumidas e suas frações (em incrementos de 1/8), conforme realizado 

previamente (Silveira, Portella et al., 2004). Para evitar viés de observação, a 

contagem foi sempre realizada pela mesma pessoa. Para evitar o efeito de neofobia, 

pelo qual o animal evita o consumo de alimentos descohecidos, realizou-se uma 

habituação com a oferta do alimento doce, nas mesmas condições experimentais, e 

também com a oferta de 3 rosquinhas/rato na caixa moradia quando do retorno à 

colônia. 

 

 

5.4.4.2 Teste de preferência de alimento doce versus ração padrão 

 

 

Para a medida de preferência alimentar, comparou-se o consumo de alimento 

doce em relação ao consumo de ração padrão (Nuvital, densidade calorica = 2,95 
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kcal/g, proteínas = 22 a 22,5%, goruras = 4,4 a 4,6%, carboidratos = 53 a 55%) 

colocando-se os animais em isolamento, e ofertando ao mesmo tempo os dois 

alimentos por um período de 24h. 

 

 

5.4.5 Teste de resposta ao tail-pinch 

 

 

O Tail-pinch ou pinçamento de cauda é um teste no qual se avalia a resposta 

alimentar induzida por uma situação de estresse leve, breve, que consiste em pinçar a 

região localizada a cerca de 1cm da base da cauda do rato, com um prendedor de roupa 

feito de madeira. Vários estudos demonstram que a partir desse estresse ocorre uma 

ativação das vias mesolímbicas, com liberação de dopamina no núcleo accumbens 

(Brake, Zhang et al., 2004), estando associado à indução de comportamento 

estereotipado e alimentação (Samarghandian, Ohata et al., 2003). Nesse estudo 

realizou-se a pressão por 1min. e mediu-se o consumo de alimento doce (Froot 

loops®) por um período de 1h. Para efeito de comparação, o grupo de animais não 

exposto ao pinçamento foi submetido apenas a uma breve manipulação, que consistiu 

em carregar o animal com as mãos por alguns segundos. 
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5.5 Locomoção em campo aberto.  

 

 

Utilizou-se de aparato de caixa de locomoção automatizada modelo EP-149IR 

da marca Insight Equipamentos Científicos LTDA (Ribeirão Preto, SP). Os testes 

foram realizados em 2 dias, sendo o primeiro considerado treino para habituação à 

novidade, com duração de 5min., e o dia seguinte considerado o dia de teste, com 

duração de 30min. Avaliou-se locomoção total e sua qualidade (locomoção central 

versus periférica), bem como a resposta à novidade e eventual habituação 

(comparando-se os 5 min do treino, com os 5min iniciais do teste). 

 

 

5.6 Avaliação de resistência tecidual periférica à insulina.  

 

 

Na idade adulta, um grupo de animais foi injetado com insulina na dose de 

5u/Kg, no estado de jejum (4h), ou com solução salina. Após 15min da injeção, os 

ratos foram decapitados rapidamente com guilhotina, e coletados a porção média do 

músculo gastrocnêmio e o sangue de tronco. O sangue foi processado para extração do 

plasma com centrifugação a 3000 rpm em tubos contendo EDTA, e estocado em 

refrigeração a -20ºC. A biópsia de músculo foi armazenada a -80ºC até ser processada. 

O plasma foi posteriormente analisado quanto a concentração de glicose, 

utilizando-se de kit comercial Glicose HK Liquiform (Labtest). As porções de músculo 

foram analisadas quanto à relação da quantidade de AKT total e AKT fosforilado 

através de técnica de Western-Blot, conforme descrito abaixo. As quantificações foram 
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realizadas no Laboratório 37 do departemento de Bioquímica da Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul, pelo autor desta tese. 

 

5.7 Obtenção das amostras de tecido encefálico 

 

 

Animais foram submetidos a jejum breve de 4h, e então decapitados 

rapidamente com guilhotina. O encéfalo foi retirado e mergulhado em isopentano 

mantido sobre refrigeração com gelo-seco. Após o congelamento, a peça foi mantida 

em gelo-seco até ser armazenada em freezer de -80ºC para posteriormente ser 

processada.   

Para microdissecção das estruturas VTA e Núcleo Accumbens, utilizou-se de 

aparato de corte criostático, e realizando-se 3 a 4 cortes de 160-200µm, de onde 

obteve-se punchs bilaterais de 1 mm de diâmetro, nas áreas de interesse. Como 

orientação utilizou-se o atlas Swanson (Swanson, 2004). 

 

 

5.8 Western Blot 

 

 

As amostras de músculo foram homogenadas em tampão de lise, sendo 

feita extração da porção citosólica na presença de inibidores de protease (Complete, 

Roche) e de fosfatase (Phostop, Roche). A proteína total foi quantificada utilizando-se 

um kit BCA e albumina bovina como padrão (Sigma-Aldrich). Amostras contendo 
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20µg de proteína, e um padrão de peso molecular (Magic Marker, Invitrogen) foram 

submetidas à eletroforese em gel de policrinamida - gradiente 4-14% (Invitrogen), e 

transferidas para membranas de nitrocelulose (GE Helthcare). As membranas foram 

bloqueadas em tampão Tris-Base contendo leite desnatado a 5% e Tween-20 1%. As 

membranas foram incubadas com os anticorpos contra TH (Sigma-Aldrich) 1:8000, 

pan-AKT (Cell Signaling) 1:2000 e  p-AKT (Cell Signaling) 1:2000. A intensidade das 

bandas foi quantificada por medida da densidade óptica pelo programa ImageJ 

(National Institute of Health, USA). Resultados foram expressos como a razão entre as 

proteínas de interesse e a α-Tubulina 1:2000 (Sigma-Aldrich), para amostras do SNC,  

ou β-actina 1:2000 (Sigma-Aldrich) para as amostras do músculo. 

 

 

5.9 Análise estatística 

 

 

Os dados paramétricos foram expressos como média ± erro padão da média. 

As comparações dos testes de resposta ao tail pinch, e do desafio com insulina (tanto 

para glicose quanto medida de AKT muscular), foram realizadas por análise de variância 

de duas vias (ANOVA de duas vias). As comparações entre dois grupos experimentais 

(SL x NL), como no caso do teste de consumo de ração padrão, preferência, parâmetros 

de atividade locomotora e níveis protéicos de TH foram realizadas pelo teste t de Student 

para amostras independentes. Para analisar o ganho de peso, foi utilizado o teste de 

ANOVA de medidas repetidas. Dados foram analisados com o pacote estatístico IBM 

SPSS Statistics versão 19. Foi considerado o valor “p” igual ou menor 0,05 para 

significância estatistica. O tamanho amostral de cada teste é fornecido na descrição dos 
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resultados, onde eventualmente alguns animais foram excluidos devido a perda do dado, 

ou por  erro de coleta ou de técnica. 

Para cálculo de tamanho de amostra, considerou-se uma diferença entre as 

médias das variáveis em estudo de 1,8 desvios-padrão (magnitude de efeito grande), 

considerando α = 0,05 e poder de confiança de 90%, seriam necessários 8 animais por 

grupo em cada um dos experimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

33 

6. RESULTADOS 

 

 

6.1 Peso e composição corporal 

 

 

Como visto na Figura 2, todos os ratos ganharam peso com o passar do 

tempo. Uma ANOVA de medidas repetidas (Tempo X Grupo), mostrou efeito 

significativo do tempo (F(1,53)=3730,634; p<0,001; NL n=27, SL n=28). Entretanto 

uma interação significante Tempo X Grupo (F(1,53)=1.912; p=0,048; NL n=27, SL 

n=28) demonstrou que animais SL apresentam um padrão de ganho de peso diferente 

do que os ratos NL (Figura 2).  
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Figura 2: Ganho de peso do desmame ao dia 84 de vida de 

animais gerados em ninhadas de tamanho normal (NL) comparado 

com animais de ninhadas de tamanho reduzido (SL). 

 

 

Quando do sacrifício, ratos SL apresentaram maior acúmulo de gordura 

abdominal quando comparados aos ratos NL (Teste T de Student, t=2,186 p=0,034, 

NL n=26, SL n=28) (Figura 3). 

 

* 
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Figura 3 : Índice de adiposidade abdominal de animais 

gerados em ninhadas de tamanho normal (NL)  comparado com 

animais de ninhadas de tamanho reduzido (SL). 

 

 

6.2 Teste de locomoção 

 

 

A distância total percorrida no teste de 30 min. no aparato de campo aberto 

não foi significantemente diferente entre os (NL=9,88+0,59m, SL=9,83+0.35m; Teste 

T de Student; t=0,072; p=0,942; NL n=26, SL n=28). Entretanto, os ratos SL 

apresentaram maior tempo de exploração central na seção de treino para habituação 

* 
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(Teste T de Student, t=2,153 p=0,036), o que é visto como um sinal de menor 

ansiedade (Figura 4). 

 

 

 

Figura 4: Percentagem do tempo dispendido na exploração 

da porção central do aparato de campo aberto. 

 

 

6.3 Avaliação da resistência  periférica a insulina 

 

 

A resistência periférica à insulina foi avaliada por meio de um teste de desafio 

com injeção de insulina intraperitoneal e então medidas as respostas da glicemia 

plasmática e a fosforilação do AKT intracelular no músculo esquelético. A medida de 

AKT total (Pan-AKT), em teste ANOVA de duas vias (Grupo X Droga) demonstrou 

* 
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um efeito do grupo (F(1,24)=4,466; p=0,047), no qual ratos NL tiveram maiores níveis 

da proteína, sem efeito da droga (F(1,24)=0,492 p=0,491) ou interação 

((F(1,24)=0,241; p=0,648), NL-Salina n=6, NL-insulina n=6, SL-salina n=7, SL-

insulina n=6). Já o AKT fosforilado (p-AKT) e a sua razão com o Pan-AKT não foram 

diferentes entre os grupos (p-AKT, grupo : F(1,23)=2,717, p=0,115; razão p-

AKT/Pan-AKT, grupo F(1,23)=0,015; p=0,903, n=6 por grupo). No entanto, como 

esperado, a fosforilação do AKT foi maior nos animais que receberam a injeção de 

insulina (razão p-AKT/Pan-AKT, efeito da droga, F(1,23)=16,312 p=0,001) (Figura 5 

a-c), significando que a insulina foi igualmente capaz de fosforilar a AKT entre os 

grupos. 

 

 

 

Figura 5a : Níveis de AKT total no músculo após injeção de 

insulina ou solução salina. 

* 



 

 

38 

 

 

Figura 5b AKT fosforilado no músculo após injeção de 

insulina ou solução 

salina
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Figura 5c Relação AKT fosforilado/ AKT total no músculo 

após injeção de insulina ou solução salina 

 

A resposta da glicose ao desafio com insulina não foi diferente 

entre os grupos (NL-Sal=155,52+6,8; NL-Ins=82,29+13,65; SL-

Sal=147,05+4,95; SL-Ins=67,37+3,25; ANOVA de duas vias, droga: 

F(1,33)=107,72; p<0.001; grupo F(1,33)=2,538; p=0,122; interação 

F(1,33)=0,186; p=0,67). 

 

 

6.4 Testes de consumo alimentar 

 

6.4.1 Consumo basal 

 

 

Em relação ao consumo de ração padrão, houve um maior consumo no grupo 

SL, porém não atingindo significância estatística, (NL=24,47+0,48g/24h, 

SL=25,74+0,48g/24h; Student T-test, t=1.843 p=0,084, NL n=8, SL n=10). 

 

 

6.4.2 Resposta ao isolamento e ao jejun 

 

 



 

 

40 

O isolamento social não levou a respostas diferentes no consumo alimentar 

(Teste T de Student. T=1,34; p=0,186; NL n=27, SL n=28). Comparando-se o 

consumo na caixa moradia com os ratos em grupos de 2-4 animais (consumo basal 

descrito acima), através da realização da média do consumo individual em isolamento 

dos animais que compunham o grupo da caixa original, tem-se que o isolamento não 

reduziu significativamente o consumo (ANOVA de medidas repetidas, isolamento 

p=0,085, e interação isolamento x grupo p=0,993; NL n=8, SL n=10). Já o jejum, 

usando a mesma metodologia acima, levou à hiperfagia em ambos os grupos (ANOVA 

de medidas repetidas, jejum p<0,001, e interação jejum x grupo p=0,364; NL n=8, SL 

n=10) (Figuras 6 a-b). 

 

 

 

 

Figura 6a: Resposta de consumo de ração padrão ao 

isolamento social 
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Figura 6b: Resposta de consumo de ração padrão a um 

jejum de 24h 

 

 

6.4.3 Alimento doce: basal, preferência e teste de tail-pinch  

 

 

O teste de consumo de alimento doce realizado logo após a habituação não 

mostrou diferença no consumo entre os grupos NL e SL (NL=1,25±0,32; 

SL=1,48±0,39; Teste T de Student; t=0,453 p=0,652; NL n=26, SL n=28). No entanto, 

quando testados para preferência entre o doce e a ração padrão, os ratos SL 

apresentarem maior consumo do alimento doce (Teste T de Student, t=2,481 p=0,017 

NL n=25, SL n=25), não diferindo no consumo de ração padrão (Teste T de Student, 

t=0,248 p=0,805 NL n=25, SL n=25). Figura 7 
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Figura 7: Teste de preferência alimentar entre ração 

padrão e alimento doce na caixa-moradia(Froot Loops®, Kellogs). 

Consumo em calorias / 24h. 

 

Quanto ao consumo de Froot loops em 1h após 1 min. de estresse de tail-

pinch, uma ANOVA de duas vias (grupo X tail-pinch), mostrou ausência de efeito de 

grupo (F(1,32)=0,566, p=0,457), e ausência de efeio do tail-pinch (F(1,32)=0,035, 

p=0,85), porém uma interação significativa (F(1,32)=19,317; p=0,006), demonstrando 

que animais SL apresentam uma resposta diferente dos NL em resposta ao tail-pinch, 

ingerindo mais alimento doce. Figura 8. 
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Figura 8: Consumo de alimento doce em 1h, após 

realização de estresse de tail-pinch (pinçamento da cauda) de 1min.   

 

 

6.5 Conteúdo de Tirosina Hidroxilase (TH) em núcleos do sistema mesolímbico. 

 

 

A figura 9 mostra os resultados de TH nos núcleos VTA e Acc do sistema 

mesolímbico.  No VTA, foi observado em ratos SL um valor médio quase 2,5 vezes 

maior de TH quando comparados com ratos NL (Teste T de Student, t=2.85 p=0.016; 

SL n=7, NL n=6). No núcleus accumbens, também observou-se um aumento de TH 

nos mesmos ratos, porém de menor intensidade (Teste T de Student, t=2.62 p=0.022, 

n=7). 
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Figura 9: Conteúdo de TH nos nucleos VTA e Acc do 

sistema mesolímbico. 
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7. DISCUSÃO 

 

 

O presente estudo visou estabelecer o fenótipo de um modelo de obesidade 

precoce no que se refere ao comportamento alimentar, principalmente ao seu 

componente hedônico. Vimos então que os animais com obesidade precoce 

apresentaram um aumento da preferência por alimento doce na vida adulta, e maior 

consumo de doce quando desafiados numa situação de estresse leve e breve. Ao 

mesmo tempo, comportam-se semelhantemente aos ratos controle no consumo basal 

de ração habitual e na resposta alimentar à deprivação social e ao jejum. Ao que 

parece, a regulação da alimentação não hedônica esteve preservada, ao passo que o 

componente hedônico encontrou-se alterado nesses animais. 

Os animais SL também apresentaram um comportamento exploratório no 

teste de locomoção compatível com redução da ansiedade, o que já foi mostrado 

anteriormente por Spencer et al. Esses autores encontraram, num modelo de 

superalimentação neonatal semelhante ao utilizado aqui, que os animais SL 

apresentavam menor ansiedade em testes comportamentais (Campo aberto e Labirinto 

em Cruz Elevado), e também maior ativação de áreas do Sistema Nervoso Central 

(SNC) relacionadas ao estresse (Núcleo paraventricular do hipotálamo - PVN e Núcleo 

paraventricular do Tálamo - PVT). No entanto, estes pesquisadores não encontraram 

diferente resposta de glicocorticóides no teste de resposta ao estresse de imobilização 

em animais SL quando comparados aos NL (Spencer e Tilbrook, 2009). Outro grupo, 

todavia,  identificou que a superalimentação neonatal aumentou os níveis basais e 

reacionais de glicocorticóides, com maior expressão de seus receptores tipo GR no 

tecido adiposo (Boullu-Ciocca, Dutour et al., 2005). 

Os achados também evidenciaram um elevado conteúdo de tirosina 

hidroxilase (TH) em dois importante núcleos do sistema mesolímbico relacionados 

com a alimentação hedônica, a área ventral-tegmentar (VTA), e o núcleo accumbens 

(Acc) de ratos superalimentados no período de lactação. A TH é a enzima limitante da 

produção de dopamina, que age catalisando a conversão do aminoácido tirosina a 

DOPA, que é um precursor da dopamina (Masserano e Weiner, 1983). Uma grande 

base de literatura hoje em dia permite apontar a dopamina do sistema mesolímbico 

como participante ativa dos processos de alimentação, especialmente quando 
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envolvendo algum aspecto hedônico ou motivacional (Wise, 2006; Salamone, Correa 

et al., 2007; Berridge, 2009). A liberação endógena de dopamina no núcleo 

Accumbens em resposta a estresse leve, como o de tail-pinch, induz a procura e a 

ingestão de alimentos (Samarghandian, Ohata et al., 2003), tanto quanto a injeção 

direta do mesmo neurotransmissor (Pal e Thombre, 1993; Swanson, Heath et al., 

1997). 

Tanto estudos clínicos quanto estudos experimentais com animais de 

laboratório apontam para uma menor atividade da dopamina no núcleo Accumbens em 

obesos. Wang e co-autores, utilizando tomografia por emissão de positrons (PET-

Scan), descreveram menor disponibilidade de receptores de dopamina D2 no núcleo 

estriado destes indivíduos, sugerindo duas possibilidades para esse fenômeno: (1) 

redução adaptativa (down regulation) dos receptores para compensar um estado de 

aumento crônico da liberação de dopamina pela superalimentação, ou (2) 

superalimentação para compensar uma menor ativação dos mecanismos de 

recompensa e prazer (Wang, Volkow et al., 2001). Utilizando-se de técnicas de 

imagem, Stice et al, identificaram que mulheres adolescentes obesas teriam menor 

ativação do núcleo estriado ao ingerir um alimento palatável (Stice, Spoor et al., 

2008). 

 Coerentemente com os achados acima expostos, estudos em modelos animais 

mostraram também alterações dopaminérgicas em relação a obesidade, 

superalimentação e prazer. Li et al mostraram que uma exposição de 6 semanas à 

superalimentação com dieta rica em gordura estaria associada a uma redução da TH no 

VTA, VMH, e Substância Nigra (Li, South et al., 2009). Estudando os efeitos após 15 

semanas de dieta de cafeteria (mistura de vários alimentos palatáveis, ricos em gordura 

e açúcar), Geiger e co-autores também encontraram uma menor atividade 

dopaminérgica mesolímbica basal, avaliada tanto por microdiálise in-vivo, quanto por 

estimulação elétrica ex- vivo (Geiger, Haburcak et al., 2009). Esse estado 

"hipodopaminérgico" também foi confirmado por um achado de menor turnover da 

dopamina em ratos superalimentados com ração rica em gordura na vida adulta (Davis, 

Tracy et al., 2008). 

A ingestão de alimento palatável não é a única estimulação que ativa a 

liberação de dopamina no SNC, pois a distensão gástrica também é capaz de ativá-la. 

Sobre este assunto, Tomasi et al, utilizando ressonância magnética funcional, 
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encontrou uma correlação negativa entre IMC e a ativação de áreas dopaminérgicas 

como a amigdala, mesencéfalo, hipotálamo e tálamo em resposta à distensão gástrica 

induzida por alimentos (Tomasi, Wang et al., 2009). 

No contexto da obesidade estar associada à hipofunção dopaminérgica, o 

achado deste trabalho é intrigante. Esperaria-se mais facilmente uma menor quantidade 

de TH no VTA e Acc, com mostrado por Li et al  num protocolo de superalimentação 

na vida adulta (Li, South et al., 2009), mas encontrou-se o oposto. Ainda, a magnitude 

do efeito no VTA realmente chama a atenção: 2,5 vezes maior que o controle. Aqui 

cabe ressaltar que uma quantidade maior de TH não necessariamente traduz-se em 

maior atividade dopaminérgica, pois o maior TH/mais produção de dopamina podem 

ocorrer justamente como uma compensação por menor presença de receptores de 

dopamina na região (Wang, Volkow et al., 2001; Brake, Zhang et al., 2004). 

Congruente com isso, são os achados de Silveira et al. Ao investigar o papel da função 

dopaminérgica em ratos manipulados no período neonatal (paradigma de intervenção 

precoce associado também a maior preferência por alimentos palatáveis na vida 

adulta), estes autores descrevem maior quantidade de dopamina total no núcleo 

Accumbens, medida por HPLC, porém com menor quantidade de seus metabólitos. 

Isto explicita uma menor atividade dopaminérgica nesses animais (Silveira, Portella et 

al., 2010). 

Há semelhanças interessantes entre os modelos de manipulação neonatal e de 

superalimantação precoce. Os animais brevemente manipulados na vida precoce 

apresentam achados muito parecidos de redução da ansiedade (Silveira, Portella et al., 

2004; Silveira, Portella et al., 2005), aumento do consumo de alimento doce (Silveira, 

Portella et al., 2004; Silveira, Da Silva Benetti et al., 2006) e alterações do sistema 

dopaminérgico mesolímbico, com maior quantidade de dopamina no núcleo 

Accumbens, porém com menor turnover, (Silveira, Portella et al., 2010). No entanto, 

animais dos dois modelos diferem significativamente quanto à reatividade ao estresse 

na vida adulta (Boullu-Ciocca, Dutour et al., 2005; Spencer e Tilbrook, 2009). 

Animais manipulados no período neonatal classicamente respondem menos ao estresse 

na vida adulta, enquanto animais superalimentados respondem mais. Isto sugere que o 

efeito de aumento de consumo de doce potencialmente está mais associado à alteração 

dopaminérgica do que à resposta ao estresse. No entanto, é possível que a reatividade 

ao estresse module o risco à obesidade, o qual é reduzido em animais manipulados na 
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vida neonatal (Benetti, Silveira et al., 2006; Benetti, Silveira et al., 2007) e também 

em animais criados por mães com maior cuidado materno (Silveira, Portella et al., 

2006), mecanismo pelo qual aventa-se que a manipulação neonatal induza seus efeitos 

(Smythe, Rowe et al., 1994; Liu, Diorio et al., 1997).  

Outros achados referentes à validação do modelo de superalimentação 

neonatal por redução da ninhada como um modelo de indução de obesidade são o 

ganho de peso precoce e alteração da composição corporal, com maior acúmulo de 

gordura abdominal aos quatro/cinco meses de vida. Todavia, apesar de obesos, os ratos 

SL não apresentaram resistência à insulina no teste de desafio com insulina, o que não 

é de se surpreender  uma vez que nem sempre estas situações (obesidade e resistência à 

insulina) são vistas em conjunto (Abbasi, Brown et al., 2002; Reaven, 2005). 

A redução dos níveis plasmáticos de glicose em resposta à insulina foi 

semelhante entre os grupos. Apenas os níveis de AKT total muscular foram reduzidos 

nos animais SL, o que pode sinalizar uma resistência latente - ativação de mecanismos 

compensatórios visando manter a ação fisiológica do hormônio – à insulina nestes 

animais. Essa proteína é proposta como um intermediário da cascata de sinalização 

intracelular da insulina, através da qual ocorreria a captação da glicose plasmática 

(Hajduch, Litherland et al., 2001). Um nível aumentado de AKT total muscular está 

associado a um maior nível de sensibilidade à insulina em alguns trabalhos, por 

facilitar a translocação de GLUT4 e síntese de glicogênio (Kohn, Summers et al., 

1996; Ueki, Yamamoto-Honda et al., 1998), sendo, por exemplo um dos mecanismos 

de ação propostos do medicamento hipoglicemiante troglitazone (Planavila, Alegret et 

al., 2005). 
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8. CONCLUSÕES 

 

 

Em conclusão, o presente estudo mostrou que o ambiente precoce impactou 

de maneira importante as condições de saúde dos animais adultos. 

Em relação aos objetivos: 

 

• O comportamento alimentar não hedônico não esteve alterado em 

nenhuma das situações avaliadas. 

• O comportamento alimentar hedônico mostrou-se alterado em 

situações envolvendo escolha entre o alimento doce e o alimento 

padrão, e também quando etimulado pelo teste de pinçamento de 

cauda. 

• Encontraram-se alterações centrais do metabolismo da dopamina 

em núcleos chave relacionados ao controle do comportamento 

alimentar, o núcleo Accumbens e a Àrea Tegmentar Ventral. 

 

Considerando uma possível translação para humanos desses achados em 

animais, pode-se sugerir que práticas inadequadas de alimentação na vida precoce 

afetam de forma persistente o comportamento alimentar do indivíduo, o que o coloca 

sob maior risco de desenvolver obesidade.  

Levando em conta o contexto atual de elevada prevalência de obesidade e de 

farta disponibilidade de alimentos palatáveis, é de grande valia o conhecimento de que 

o risco do desenvolvimento de doenças associadas está relacionado a experiências no 

início da vida. O reconhecimento dessa vulnerabilidade precoce, assim como dos 

potenciais mecanismos envolvidos, pode determinar novas abordagens e facilitar a 

prevenção de doenças. 
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10. ANEXOS 

 

10.1 ANEXO 1: Artigo submetido 

 

10.1.1 Comprovação de submissão 
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SUMMARY 

Hedonic and homeostatic food intakes are independent factors involved in the 

development of obesity. Although it is well know that early life overfeeding increases 

food intake in adulthood, little is known about its impact on the palatable food 

preference in adulthood. We aimed at verifying hedonic feeding behavior in this 

model, and correlate it to the dopaminergic mesocorticolimbic functioning, involved in 

its regulation. Rat litters were standardized to 4 (small litter -SL) or 8 pups (control - 

NL) at postnatal day 1. Weaning was at day 21, and all tests were conducted after day 

84 of life. Prior to testing, rats were habituated to the sweet pellets. We measured 

regular chow intake, and the preference of sweet food versus the regular chow in the 

homecage, over 24h. Sweet food intake also was measured after 1min. tail-pinch 

stress. Locomotion was assessed in an automated box. The ventral tegmentar area 

(VTA) and nucleus accumbens were micro dissected from frozen brain slices. 

Muscular tissue was also dissected for assessing the phosphorylation of Akt. Akt, 

pAkt, TH and pTH proteins were assessed by Western-blot. The abdominal fat content 

was dissected and weighed. SL rats were heavier than NL at all time points and had 

increased abdominal fat at sacrifice (p=0.035). Locomotor activity was not different 

with regard to total distance, but SL rats spent more time in the center of the box, an 

indicative of less anxiety (p=0.036). No difference was found in chow (p=0.085) or 

sweet food intake at baseline (p=0.65). SL had higher intake of sweet pellets in a two 

food choice paradigm (p=0.017) and in response to tail pinch stress (test x group 

interaction, p=0.006). TH was higher in SL rats’ VTA (p=0.026) and in nucleus 

accumbens (p=0.022). pTH in the nucleus accumbens was not different between the 

groups (p=0.578). SL animals had decreased Pan-Akt in the muscle, which suggest a 

latent peripheral insulin resistance. Exposure to overfeeding during the neonatal period 
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decreases anxiety, induces obesity and programs the feeding behavior persistently, in 

such a way that the animals eat more palatable food. These results are associated with 

a higher TH protein content and transport in these animals, which suggests that the 

dopaminergic mesolimbic circuitry may be involved in the behavioral findings. 

 

Keywords: early overfeeding, dopamine, feeding behavior 
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INTRODUCTION 

 

Overweight, even at very young ages, is becoming increasingly prevalent (Mei, 

Scanlon et al. 1998; Flegal, Carroll et al. 2002; Hedley, Ogden et al. 2004; Kim, 

Peterson et al. 2006). In a cohort study, rapid weight gain from ages 0 to 4 months was 

associated with overweight at age 7 and in young adulthood (Stettler, Kumanyika et al. 

2003). Originally described in the developed world, today this epidemics affects also 

developing countries (Bettiol, Sabbag Filho et al. 2007). The first few years of life 

constitute an important period for the development of overweight in childhood and its 

long-term health consequences.  

Much interest has been directed to the developmental origins of health and 

disease (DOHaD). At first, studies focused on the effects of being born small, such as 

an increased risk for developing overweight and its metabolic consequences later in 

life (Hales and Barker 1992). However, more recently, researchers are also exploring 

the idea that exaggerated neonatal nutrition is another possible trigger for these 

metabolic disorders (Vickers, Breier et al. 2000; Rodrigues, De Souza et al. 2007; 

Rodrigues, de Moura et al. 2009; Glavas, Kirigiti et al. 2010). Therefore, 

environmental modifications during ‘critical periods’ of development, especially early 

overfeeding and rapid weight gain early in life may permanently increase the risk of 

overweight and associated diseases (Plagemann, Harder et al. 1999; Boullu-Ciocca, 

Dutour et al. 2005; Plagemann 2005; Singhal, Cole et al. 2007).  

An established animal model for the study of these effects is to raise rats in 

‘small litters’ as opposed to normal litters. The artificial reduction of the natural litter 

size to half of the number of pups per nest promotes early overfeeding and consequent 

early hyperglycaemia, rapid fat accumulation, and obesity (Plagemann, Harder et al. 
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1999; Boullu-Ciocca, Dutour et al. 2005; Plagemann 2005). Into adulthood, these rats 

present persistent alterations such as overweight, hyperphagia, glucose intolerance, 

hyperinsulinemia, dyslipidemia (Plagemann, Harder et al. 1999), increased blood 

pressure and glomerulosclerosis (Boubred, Daniel et al. 2009). Epigenetic 

modifications seem to mediate these findings, with hypermethylation of the insulin 

receptor promoter in the hypothalamus (Plagemann, Roepke et al. 2010) and of the two 

Sp1-related binding sequences essential for the mediation of leptin and insulin effects 

on hypothalamic POMC expression (Plagemann, Harder et al. 2009).  

The central regulation of food intake, metabolism and ultimately body weight 

gain is mainly processed in hypothalamic and brainstem nuclei (review in Saper, Chou 

et al. 2002)). In addition, other CNS regions participate in modulating the motivational 

and emotional components of food intake. The ventral tegmentar area – nucleus 

accumbens circuit appears to be crucial in promoting the intake of palatable foods as 

well as regulating the duration of meal consumption (Meguid, Fetissov et al. 2000; 

Grigson 2002; Saper, Chou et al. 2002).  Sweet and fatty foods potentiate the release 

of dopamine (DA), induce more pleasurable subjective feelings, and therefore are 

more rewarding (Martel and Fantino 1996; Grigson 2002). Mammals, including 

humans, will eat beyond their homeostatic caloric needs if presented with highly 

palatable food (Saper, Chou et al. 2002). Indeed, systematic reviews exploring the 

relationship between the consumption of sugar-sweetened beverages and health 

outcomes report that higher intakes are associated with greater energy intake, higher 

body weight, lower intake of other nutrients, and worse health indexes in children and 

adults (Malik, Schulze et al. 2006; Vartanian, Schwartz et al. 2007).  

Reports from the last decade have shown associations between genetic 

variations of genes related to the dopaminergic system and increased food 
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consumption and body weight in humans (Jonsson, Nothen et al. 1999; Levitan, 

Masellis et al. 2004). In addition, fMRI studies show that women who gained weight 

over a 6-month period have a reduction in the striatal response to palatable food 

consumption (Stice, Spoor et al. 2008). There is evidence that early life events can 

modulate mesolimbic DA metabolism and palatable food ingestion and in animals and 

humans (Barbieri, Portella et al. 2009; Silveira, Portella et al. 2010). In the present 

investigation we therefore hypothesized that alterations to the neonatal nutritional 

environment, as induced by raising the rats in litters of different sizes, would alter the 

behavioral response to sweet food in adult rats and this would be reflected in changes 

in the central regulation of the dopaminergic mesolimbic pathways. To evaluate our 

hypothesis, we first confirmed that rats overfed in small litters develop abdominal 

obesity, then tested regular and palatable food consumption in different situations, and 

finally investigated the tyrosine-hydroxilase content (the enzyme responsible for 

catalyzing the formation of DOPA, precursor of dopamine) in the ventral tegmentar 

area and nucleus accumbens, areas related to motivation and reward.  

 

METHODS 

Animals 

 

Wistar rat matrices (60 days, 180-200g), were obtained from Universidade Federal de 

Pelotas and acclimatized to our rat facility (Unidade de Experimentação Animal - 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre) for 2 weeks prior to mating. All rats were 

housed in Plexiglas cages in groups of 2-4 rats, under a temperature of 25+/-2 ºC and 

humidity of 35%. Cage floor was covered with wood chips, and cleaning was done 2-3 

times per week. Food and water were left ad libitum. After mating, the females were 
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left in single cages until giving birth. At day 1 after birth, litters were culled to 4 

animals (3 male and 1 female per litter) in the small litter group (SL), and to 8 pups (5-

6 males and 3-2 females) in the normal litter group (NL). Weaning occurred at day 21, 

when rats were separated by gender. Only males were used in these studies. Body 

weight was measured weekly until day 84 of life, and at sacrifice (day 110-120). In 

these experiments we used 55 offspring from 18 litters, having no more than 2 pups 

per group per experiment. All the experiments were performed after 60 days of life. 

When rats were subjected to more than one behavioral task, it was given at least one 

week of recovery between the tasks. The project was approved by the local Ethics 

Commitee (Grupo de Pesquisa e Pós-Graduação - Hospital de Clínicas de Porto 

Alegre, project 09-409). 

 

Standard chow intake and body weight 

 

Food intake was measured by leaving a previously known amount of food in the cage 

cover and measuring the remaining after the desired period. Care was taken to start the 

measurement in a clean cage and to search the cage for food spills afterwards. Initial 

food intake was measured for a period of 24h, with the rats in their usual groups of 3-4 

littermates, and the amount was presented as an average per cage per rat. Body weight 

was measured weekly using a digital scale with a precision of 0.01g. 

 

Sweet food habituation and preference test 

Prior to testing for the sweet food consumption, the animals were habituated to the 

new food, as described before (Silveira, Portella et al. 2004). Baseline preference test 
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was done by placing 50g of sweet pellets (Froot Loops®, Kellogs) and 50g of regular 

habitual chow, in the cage cover, and measuring the remaining after 24h.   

 

Sweet food consumption in response to tail pinch stress:  

A subset of animals was submitted to tail pinch stress, which consisted of pinching the 

region between 2-3 cm from the base of the tail for the period of 1min, with a wooden 

clothespin, then measuring the sweet food intake for 1h in the presence of standard rat 

chow, and the preference for the following 23h. 

 

Open Field test 

A separate group of animals was tested for locomotor activity and anxiety using the 

open field paradigm in an automated apparatus (EP-149 IR, Insight Equipamentos 

Científicos LTDA, Ribeirão Preto, SP). Tests were performed in two days, being the 

first day considered as training for novelty exposure with duration of 5 minutes and the 

following day as the testing with duration of 30 minutes. Total locomotion measured 

in distance traveled, central versus peripheral locomotion as well as habituation over 

the 2 days were evaluated. The open field was thoroughly cleaned with 30% ethanol 

between trials and between different animals. 

 

Western blot  

Muscle samples or brains of fast-decapitated rats were flash frozen in isopentane under 

dry ice, and stored at  -80ºC freezer until analysis. Three to five brain slices measuring 

between 120-180 µm were cut in a cryostat, and bilateral punches (1mm diameter) of 

the nucleus accumbens (nAcc), and ventral-tegumental area (VTA) were obtained, 

using the Swanson Atlas as a guide (Swanson 2004).  
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Tissue samples were homogenized in a cytosolic extraction buffer with protease 

(Complete, Roche) and phosphatase inhibitors (Phostop, Roche). Total protein was 

quantified using a BCA kit with bovine serum albumin as a standard (Sigma-Aldrich). 

Samples containing 20 µg of total protein were loaded on 4% to 15% polyacrylamide 

gradient gels (Invitrogen), submitted to electrophoresis and then transferred to a 

nitrocellulose membrane (GE Helthcare). A standard molecular weight (Magic 

Marker, Invitrogen) was run simultaneously for comparing molecular weights of the 

visualized proteins. Blots were blocked in a Tris-Base solution containing 5% non-fat 

milk concentrate and 1% Tween-20. The membranes were incubated with appropriate 

primary antibodies against Thyrosine Hydroxylase (Sigma-Aldrich) 1:8000, pTH 

(Millipore) 1:2000, AKT (Cell Signaling) 1:2000 and pAKT (Cell Signaling) 1:2000. 

The intensity of Western blot bands was quantified by densitometric analysis using the 

program ImageJ (National Institute of Health, USA). Results were expressed as the 

ratio of intensity of the protein of interest to that of α-Tubulin 1:2000 (SNC samples) 

(Sigma-Aldrich) or actin 1:2000 (muscle samples) (Sigma-Aldrich) from the same 

sample. 

 

Statistical analyses  

Continuous data in a one-factor model was analyzed by Student t-Test with litter size 

as the between factor (abdominal obesity, standard chow and sweet food intakes, 

preference test, open field test, TH and pTH). For analysis of the sweet food 

consumption in response to tail pinch and the muscle Akt/pAkt, it was used a Two-

Way ANOVA with group and condition (presence or absence of tail pinch, saline or 

insulin injection) as factors. Repeated measures ANOVA was used for analysis of 



 

 

75 

body weight measures (group and time as factors). Data was presented as mean and 

SEM. Statistical significance was set at p=0.05. 

 

RESULTS 

 

Standard chow intake and body weight 

 

 

As plotted in Figure 1, all rats gained weight as the time passed by. A Repeated 

Measures ANOVA (Time X Group), showed a main effect of time (F(1,53)=3730.634; 

p<0.001). However, a significant time X group interaction (F(1,53)=1.912, p=0.048) 

demonstrated that SL animals are heavier than NL rats from early age (Fig 1). Hence, 

there was no difference in the consumption of standard lab chow between the groups 

(NL=24,47+0,48g/24h, SL=25,74+0,48g/24h; Student T-test, t=-1.843 p=0.084, NL 

n=8, SL n=10).  

 

Food preference test 

 Figure 2 illustrates the preference test. Student T-test showed again that there is 

no difference in the consumption of rat chow between NL and SL animals (t=0.062 

p=0.8, NL n=25, SL n=25), but SL animals eat more sweet pellets than do NL rats 

when having these two types of food available (t =2.481 p=0.017). Therefore, SL 

animals eat more total calories than NL rats (t =6.8 p=0.012), due to an increased 

consumption of sweet food.  

Sweet food consumption in response to tail pinch stress 
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Considering a Two Way ANOVA (group X tail-pinch condition), there was no group 

effect (F(1,32)=0.566, p=0.457), no tail-pinch effect (F(1,32)=0.85), but a significant 

group versus tail-pinch interaction (F(1,32)=19.317, p=0.006), demonstrating that SL 

animals eat more sweet pellets in response to the tail pinch stress than do NL rats 

(Figure 3).  

 

Open Field test 

 The total distance travelled during the 30 minutes of exposure to the Open 

Field apparatus was not different between the groups (NL=9,88+0,59m, 

SL=9,83+0,35m; Student T-test, t=0.072 p=0.942, NL n=26, SL n=28). However, SL 

rats spend more in the center of the apparatus (NL=19,5+1,39% of the time in the 

center, SL=26,4+2,81%; Student T-test, t=2.153 p=0.036), demonstrating a behavior 

compatible with decreased levels of anxiety.  

 

Abdominal fat deposition, peripheral insulin resistance 

Adult SL animals had increased depots of abdominal fat as compared to NL rats 

(NL=1,87+0,05% of body weight as abdominal fat, SL=2,0+0,07%; Student T-test, 

t=2.186 p=0.034, NL n=26, SL n=28). Figure 4 displays the results of the peripheral 

insulin challenge. For muscle Pan-AKT, two Way ANOVA demonstrated a group 

effect (F(1,24)=4.466, p=0.047), in which NL animals have increased levels of the 

protein, without a drug effect (F(1,24)=0.492 p=0.491) and no group versus drug 

interaction (F(1,24)=0.241, p=0.648), NL-Saline n=6, NL-insulin n=6, SL-saline n=7, 

SL-insulin n=6, (Figure 4a). For pAKT, there was no group effect (F(1,23)=2.717, 

p=0.115) and no group versus drug interaction (F(1,23)=0.104, p=0.67), but a drug 

effect was observed as expected (F(1,23)=12.186 p=0.002), in which all animals that 
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received insulin have increased phosphorilation of AKT compared with their saline-

treated counterparts. (Figure 4b).  

 

Central TH and pTH 

Figure 5 plots the results for tyrosine hydroxylase protein content in the VTA and 

Nacc punches. For the VTA, it was observed that SL animals have increased TH 

protein content when compared to NL rats (Student T-test, t=-2.85 p=0.016). In the 

nucleus accumbens, the same effect was observed (Student T-test, t=-2.62 p=0.022). 

However, there was no difference in the phosphorilated form of the protein between 

the groups in the Nacc (Student T-test, t=-0,573 p=0,578, Figure 6). 

 

DISCUSSION 

 

Our study aimed at investigating the phenotype of an early life obesity model 

with regards to feeding behavior, especially in relation to its hedonic component. We 

saw that SL adult animals were heavier and had increased abdominal fat depots as 

compared to their NL counterparts, and this was accompanied by an altered feeding 

behavior especially concerning the hedonic food consumption. SL rats had an 

increased preference for sweet food in adult life, as well as increased sweet 

consumption when challenged in a situation of mild acute stress. SL animals also 

showed an exploratory behavior compatible with a reduction in anxiety, which was 

already shown by others (Spencer and Tilbrook 2009). Finally, we showed an 

increased content of tyrosine-hydroxilase in the ventral tegmentar area and nucleus 

accumbens, mesolimbic brain areas that regulate the hedonic component of feeding 

behavior. 
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The tail-pinch stress was chosen as a stressor because it increases dopamine 

release (Louilot, Le Moal et al. 1986; D'Angio, Serrano et al. 1987) and eating is the 

predominant response to tail-pinch (Antelman and Szechtman 1975; Antelman, 

Szechtman et al. 1975; Rowland and Antelman 1976; Nemeroff, Osbahr et al. 1978; 

Levine and Morley 1981). In this study we showed that animals that were overfed 

during the neonatal period by reducing the litter size demonstrate, as adults, an 

increased consumption of sweet food in response to tail pinch stress. This may suggest 

that the mesolimbc dopaminergic system is sensitized in these animals. To strengthen 

our findings, we saw that SL rats had an increased content of TH in this brain system. 

These results are in accordance with human reports of altered striatal dopaminergic 

functioning in obese individuals (Wang, Volkow et al. 2001). In humans, it is 

suggested that decreases in striatal D2 receptors found in obese individuals could 

contribute to overeating by modulating the striatal prefrontal pathways, which 

participate in inhibitory control and salience attribution (Volkow, Wang et al. 2008). 

Interestingly, in our model, SL rats ate more sweet when given the choice between 

palatable and regular chow, suggesting that they may be less able to refrain from 

consuming preferred foods when given the option. The lack of difference in pTH 

between the groups may reflect simply the fact that the tissue was collected under 

baseline conditions. 

Apparently conversely to what we found is the fact that food restriction 

strongly increases mRNA levels of tyrosine hydroxylase in the ventral tegmental area 

(Lindblom, Johansson et al. 2006).  However, based in the central TH and abdominal 

obesity results, it could be proposed that SL animals are “wasted” in a metabolic 

context of plenty. One could argue that this paradoxical scenario would be possible if 

these animals were insulin resistant in striatal areas. This is a possibility that remain to 
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be explored. Indeed, as depletion of long-term rather than short-term energy stores 

seems to be involved in the sensitization of the reward system after food restriction 

(Fulton, Richard et al. 2004), it is possible that the observed effects on the mesolimbic 

dopamine system are mediated by adipostatic hormones such as leptin and insulin, 

directly or indirectly by means of neuropeptides sensitive to changes in body weight, 

for instance (Figlewicz, Evans et al. 2003; Fulton, Pissios et al. 2006). Therefore, the 

already reported alterations in hypothalamic insulin sensitivity (Plagemann, Roepke et 

al. 2010) in these animals may be also happening at the level of the VTA.  

 The neonatal overfeeding model was already shown to induce profound 

alterations in the regulation of homeostatic food intake (Plagemann, Harder et al. 

1999; Plagemann 2005; Plagemann, Harder et al. 2009; Plagemann, Roepke et al. 

2010), however the mesolimbic hedonic control of palatable food had never been 

explored in these animals. Interestingly, it is known that the lateral hypothalamic area 

(LHA) is involved in the incentive salience of food and other rewards by modulating 

the striatal and VTA responses to food (Mieda and Yanagisawa 2002; Georgescu, 

Sears et al. 2005). Neonatal overfeeding affects the firing of lateral hypothalamic 

neurons in response to cholecystokinin and serotonin (Zippel, Heidel et al. 2001), and 

therefore an altered functioning of the LHA and consequent peculiar modulation of the 

VTA in these animals could explain the finding of our study.  

Recent evidence suggests that brain reward circuits can be activated with 

natural rewards like food, just as they can with drugs of abuse (Holden 2001; Grigson 

2002; Volkow and Wise 2005). In our study, SL animals seem to be more prone to 

ingest palatable foods and have an altered regulation of the mesolimbic TH content. 

Other interventions during the neonatal period also affect food preferences in 

adulthood and the mesolimbic dopamine metabolism (Silveira, Portella et al. 2010). 
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Considering that early life programming seems to be an important mechanism leading 

to overweight and obesity (Beall, El Haddad et al. 2004; Desai, Gayle et al. 2005; 

Plagemann 2008; Plagemann, Harder et al. 2009), we propose that early life 

overnutrition, as well as other types of neonatal events, programs the functioning of 

the brain reward circuitry, increasing the preference for palatable foods in adulthood 

and contributing to the development of obesity and related disorders. 

In times of obesity epidemics and plenty availability of calorically dense, 

highly palatable foods, it is of extreme importance to understand the variations in the 

vulnerability to obesity. As the fetal environment is well recognized to contribute 

importantly to health and disease predisposition later in life, we should widely 

acknowledge that early overnutrition has also important and persistent effects, 

programming feeding behavior (specifically adult feeding preferences and palatable 

food intake), as well as increasing obesity risk. 
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LEGENDS TO FIGURES: 

 

Figure 1. Body weight of rats raised in normal (NL) and small (SL) litters. Repeated 

Measures ANOVA (time X group), main effect of time (F(1,53)=3730.634; p<0.001) 

and time X group interaction (F(1,53)=1.912, p=0.048). NL n=27,SL n=28. Data are 

mean + SEM. 

 

Figure 2. Food preference test, showing regular chow versus sweet food intake of rats 

raised in normal (NL) and small (SL) litters. Student T-test, t=2.481 p=0.017, NL 

n=25, SL n=25 for NL versus SL sweet food intake. Data are mean + SEM. 

 

Figure 3. 1h sweet food intake of rats raised in normal (NL) and small (SL) litters, 

subjected or not to tail-pinch stress. Two Way ANOVA (group X test), showing group 

X test interaction F(1,32)=19.317, p=0.006) . NL-no TP n=9, NL-TP n=8, SL-no TP 

n=9, SL- TP n=10. Data are mean + SEM. 

 

Figure 4. Muscle pan-AKT and p-AKT of rats raised in normal (NL) and small (SL) 

litters, subjected or not to 5u/kg IP insulin challenge. A) pan-AKT protein levels are 

increased in NL rats, (Two Way ANOVA, group effect (F(1,24)=4.466, p=0.047). NL-

Saline n=6, NL-insulin n=6, SL-saline n=7, SL-insulin n=6. B) phosphorilated AKT, 

effect of the drug (F(1,23)=12.186 p=0.002), n=6 per group. 

 

Figure 5. TH protein levels in the VTA and Nucleus Accumbens (Acc). TH is 

increased in SL rats, in both VTA (Student T-test, t=2.85 p=0.016, NL n=7, SL n=6) 

and Acc (Student T-test, t=-2.62 p=0.022, NL n=7, SL n=7). 
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Figure 6. phosphorilated TH protein levels in Nucleus Accumbens (Acc) of rats, 

Student  T-test, t=-0.573 p=0.578, NL n=7, SL n=6. 
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Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
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Baixar livros de Trabalho
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