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RESUMO

A ingestdo continua de cerveja pode estar associada a obesidade e distirbios comportamentais.
Entretanto, estudos apontam uma influéncia benéfica da cerveja sobre a resisténcia a insulina
e a neuroinflamagdo. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar se o consumo das
cervejas, com ou sem alcool, tem efeito sobre os parametros comportamentais, bioquimicos e
o acumulo de gordura corporal em ratos. Noventa ratos machos da linhagem Wistar foram
divididos em seis grupos: controle (CTL); controle + cerveja sem alcool (CTL+SA); controle
+ cerveja com alcool (CTL+CA); dieta de cafeteria (DIE); dieta de cafeteria + cerveja sem
alcool (DIE+SA); dieta de cafeteria + cerveja com alcool (DIE+CA). A dieta de cafeteria
iniciou aos 30 dias de vida dos animais, e o fornecimento de cerveja aos 60 dias. A partir dos
91 dias de vida, os animais foram submetidos a testes comportamentais e posteriormente
eutanasiados. O soro sanguineo foi coletado e armazenado para as andlises bioquimicas. Os
estoques de gorduras foram retirados e pesados para verificar o desenvolvimento da obesidade.
Nao encontramos diferenca entre os tratamentos com as cervejas (com ou sem alcool) nas
variaveis analisadas. Os ratos dos grupos dieta de cafeteria apresentaram comportamento tipo-
depressivo e maior nivel de adiposidade e peso corporal em relagdo aos seus respectivos
grupos controle. Concluimos que o consumo das cervejas, na frequéncia e duracdo aderidas
neste trabalho, ndo altera os aspectos comportamentais, bioquimicos e ganho de peso.

Palavras-chave: Obesidade, cerveja, comportamento, dieta de cafeteria, ratos.



ABSTRACT

Continuous beer intake may be associated with obesity and behavioral disorders. However,
studies point to a beneficial influence of beer on insulin resistance and neuroinflammation.
Therefore, the objective of this study was to evaluate whether the consumption of beers, with
or without alcohol, has an effect on behavioral and biochemical parameters and the
accumulation of body fat in rats. Ninety male Wistar rats were divided into six groups: control
(CTL); control + non-alcoholic beer (CTL+SA); control + beer with alcohol (CTL+CA);
cafeteria diet (DIE); cafeteria diet + non-alcoholic beer (DIE+SA); cafeteria diet + beer with
alcohol (DIE+CA). The cafeteria diet started at 30 days of life of the animals, and the supply
of beer at 60 days. From the 91st day of life, the animals were submitted to behavioral tests
and later euthanized. Blood serum was collected and stored for biochemical analysis. Fat
stores were removed and weighed to check for the development of obesity. We found no
difference between treatments with beers (with or without alcohol) in the analyzed variables.
Rats in the cafeteria diet groups showed depressive-like behavior and higher levels of
adiposity and body weight compared to their respective control groups. We conclude that the
consumption of beers, in the frequency and duration adhered in this work, does not change the
behavioral, biochemical and weight gain aspects.

Keywords: Obesity, beer, behavior, cafeteria diet, rats.
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1 INTRODUCAO

A cerveja ¢ uma bebida produzida a partir da fermentagdo de cereais e possui
carboidratos, etanol, 4gua e minerais em sua composi¢cdo (DE GAETANO et al., 2016). A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2018) aponta a cerveja como a segunda bebida
alcodlica mais consumida no mundo. No Brasil, de acordo com a Pesquisa Nacional de Saude
(PNS) de 2019, 26,4% das pessoas com 18 anos ou mais costuma consumir bebida alcodlica
a0 Menos uma vez na semana.

Uma das grandes preocupagdes sobre o consumo de bebidas alcodlicas ¢ a sua relacao
com a ansiedade e depressdo (GAVIN et al., 2015). O etanol ¢ uma das substancias que ativa
o sistema de recompensa presente no cérebro, e seu uso continuo e abusivo pode causar uma
dessensibilizagdo deste sistema. Tal dessensibilizagdo esta relacionada com disturbios
comportamentais (OLIVEIRA & MALBERGIER, 2014; SANTOS et al., 2014).

Além de sua relacdo com o sistema nervoso central, o etanol fornece calorias (7,1
kcal/g) uma vez que ¢ derivado da fermentagdo de alimentos que contém carboidratos
(KACHANI; BRASILIANO; HOCHGRAF, 2008). Em humanos, o consumo de etanol
também estd relacionado com o habito de uma maior ingestdo de alimentos. Sendo assim, a
ingestdo continua de etanol, e demais componentes presentes na cerveja, fornece uma
quantidade substancial de calorias que pode favorecer o desenvolvimento de obesidade
(MMATH & LEATHERDALE, 2017; INAN-EROGLU et al., 2020)

A obesidade ¢ definida pela OMS como um acumulo excessivo de gordura corporal e
esta relacionada as doengas cardiovasculares, diabetes ¢ doencas mentais, como a ansiedade ¢
a depressao (PERRY; GUILLORY; DILKS, 2021). O consumo de bebidas e alimentos com
alta quantidade de sodio, carboidrato e lipidio ¢ apontado como um dos principais fatores
causadores de um aumento demasiado na gordura corporal (ENES; CAMARGO; JUSTINO,
2019).

A andlise da literatura ndo permite estabelecer com clareza a relagdo entre o consumo
de cerveja, obesidade e alteracdes de comportamento do tipo-depressivo e tipo-ansioso.
Alguns estudos colocam o consumo didrio de cerveja, geralmente associado a um estilo de
vida sedentdrio, como um fator ligado a uma maior chance de desenvolver sobrepeso e
obesidade (INAN-EROGLU et al., 2020; MADER et al., 2020). Outros estudos apontam
efeitos benéficos da ingestdo moderada de cerveja na lipoproteina de alta densidade (HDL) e
sensibilidade a insulina (DE GAETANO et al., 2016; GALLEGO et al., 2020). Todavia os

dados sdo inconclusivos.
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Existem estudos em ratos que analisaram o consumo de bebidas alcodlicas, ganho de
peso e enzimas envolvidas no processo oxidativo. Além destes estudos, pesquisadores
analisaram marcadores inflamatérios e o dano hepatico causado pela ingestdo excessiva de
calorias, ou entdo, buscaram estabelecer valores de referéncia para enzimas relacionadas a
atividade hepatica em ratos. (LIMA et al., 2014; BORTOLIN et al., 2018; KOLOTA et al.,
2019).

Poucos estudos em ratos e/ou camundongos analisaram diretamente a intera¢do entre
cerveja, obesidade e alteragdes comportamentais. Sendo assim, ¢ muito relevante realizar
pesquisas que ajudem a esclarecer alguns aspectos da ligacdo entre o consumo de cerveja e o

estado de obesidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CERVEJA

A Cerveja ¢ uma bebida que resulta da fermentacdo, a partir de leveduras, do mosto de
cevada malteada (BRASIL, 2019). O inicio da fabricagdo de cervejas ndo dispde de uma data
exata na literatura, no entanto estudos indicam que as primeiras cervejas foram produzidas a
mais de 2000 anos antes de cristo (KUNZE, 2004; BREDA et al., 2022). Habitantes da antiga
Mesopotamia produziam uma espécie preliminar de cerveja que, juntamente ao pao, era
distribuida para a for¢a de trabalho da época. Desde entdo, a cerveja vem sendo adaptada e
melhorada de acordo com a necessidade e o interesse dos seres humanos (KUNZE, 2004;
HUGHES, 2014; RAIHOFER et al., 2022).

Nos dias atuais a cerveja ¢ uma das fontes de etanol mais consumida no mundo.
Segundo o relatério sobre etanol e saude publicado pela OMS em 2018, na regido das
américas (norte, central e sul) a cerveja representa 53,8% do consumo de etanol entre pessoas
com 15 anos completos ou mais. Ja no Brasil, especificamente, esta porcentagem aumenta
para 62%. Em 2019, uma pesquisa conduzida pela Organizacdo Pan-Americana de Saude
(OPAS) apontou a cerveja como a bebida alcodlica mais consumida em paises da América
Latina, onde o Brasil representou 30,8% da amostra total. As estatisticas encontradas
mostraram uma alta ingestdo de cerveja a nivel mundial, o que nos levou a investigar mais
sobre os componentes desta bebida e seus possiveis efeitos.

As principais matérias-primas da cerveja sdo lupulo, dgua, leveduras e cereais como
arroz, trigo, milho e¢ aveia (DE KEUKELEIRE et al., 2003; GIOVENZANA; BEGHI,
GUIDETTI, 2014). Ap6s o processo de fermentacdo a bebida em questdo obtém em sua
composi¢do etanol, carboidratos, proteinas, vitaminas do complexo B e minerais como sodio,
potassio, magnésio, ferro e fosforo (DE GAETANO et al, 2016). Entre os varios
componentes da cerveja os ndo alcoolicos sdo os mais citados quando se trata de possiveis
efeitos benéficos.

Os polifendis sdo compostos nao alcoodlicos que podem variar de acordo com a matéria-
prima e processo de fabricagdo da bebida (OSORIO-PAZ; BRUNAUER; ALAVEZ, 2019).
Tais substancias derivam, principalmente, do malte e do lupulo. Vale destacar a acdo de
polifendis como os flavonoides, dentre eles o xanthohumol e isoxanthohumol, ¢ também do
grupo de 4cidos iso-a-acids, compostos os quais possuem acdo antioxidante e anti-

inflamatoria no organismo. Estes compostos podem exercer um efeito supressor sobre o
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desenvolvimento de obesidade, neuroinflamagdo e declinio mental (AYABE et al., 2018;
SAMUELS; SHASHIDHARAMURTHY; RAYALAM, 2018; OSORIO-PAZ; BRUNAUER;
ALAVEZ, 2019; TIRADO-KULIEVA et al., 2023).

Os efeitos benéficos da cerveja estdo associados ao seu consumo moderado
(aproximadamente 330 ml/dia para mulheres e 660 ml/dia para homens) (DE GAETANO et
al., 2016; PADRO et al., 2018). No entanto, o consumo excessivo de cerveja possui riscos
devido a alta ingestao de etanol.

O etanol ¢ definido pela OMS como uma substancia toxica e psicoativa que pode afetar
estruturas do sistema nervoso central. A ingestdo de etanol em sua fase inicial (de maneira
leve @ moderada) ativa um sistema de recompensa no cérebro, este sistema esta relacionado,
principalmente, com a dopamina. A liberacdo de dopamina estd associada a sensagdo de
prazer. Entretanto, quando consumido de maneira abusiva o etanol aumenta o ritmo do
funcionamento de neurdnios dopaminérgicos. Uma liberagcdo alta e continua de dopamina
pode levar a dessensibilizagdo do sistema de recompensa, a qual esta relacionada com a
obesidade e sintomas de ansiedade e depressio (OLIVEIRA & MALBERGIER, 2014;
SANTOS et al., 2014; GAVIN et al., 2015).

Além de estar ligado a disturbios comportamentais, o consumo de etanol em excesso
pode causar um acumulo de gordura no figado. Aproximadamente 2% a 10% da quantidade
ingerida de etanol ¢ eliminada pelos rins e pulmdes. O restante, apds ser absorvido pelo trato
gastrointestinal, ¢ levado ao figado para ser oxidado. Uma das principais vias de
metabolizacdo do etanol no figado ¢ a da enzima alcool desidrogenase (ADH), responsavel
pela transformacdo do etanol em aldeido acético. O aldeido acético inibe a B-oxidacdo de
acidos graxos na mitocondria do hepatocito, resultando em um excesso de acidos graxos no
figado. (MARTINS, 2013; MENG et al., 2019).

Ademais, a ingestdo de etanol fornece uma quantidade considerdvel de calorias sem
valor nutricional (7 kcal/g). O consumo exagerado de etanol em humanos ¢ relacionado a uma
maior ingestdo de alimentos que, juntamente as calorias provenientes dos componentes nao
alcodlicos da cerveja, pode ocasionar um superavit calorico que favorece o ganho de peso e
desenvolvimento de obesidade (KACHANI; BRASILIANO; HOCHGRAF, 2008;
YEOMANS, 2010; MMATH & LEATHERDALE, 2017).
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2.2 OBESIDADE

A obesidade ¢ uma doenga cronica, multifatorial, que tem como caracteristica o excesso
de adiposidade (TAVARES; NUNES; SANTOS, 2010; PORET et al., 2018). O tecido
adiposo tem como fun¢do conhecida o armazenamento de energia, para quando necessario,
mas também possui participagdo no sistema imunolégico (STOLARCZYK, 2017). O
organismo acumula energia, como triglicerideos, em células denominadas adipdcitos (TURER
et al., 2012). Um grande acimulo de triglicerideos gera um aumento do tecido adiposo
(subcutaneo e visceral), o que torna o organismo mais suscetivel ao desenvolvimento de
obesidade (PORET et al., 2018).

Existe mais de um tipo de tecido adiposo no organismo. Um deles é o tecido adiposo
marrom (TAM), o qual possui um papel termogénico relacionado com a manutengdo da
temperatura corporal. Isso ocorre devido a grande quantidade de mitocondrias e consequente
capacidade oxidativa alta (FUSTER et al., 2016). Outro tipo de tecido adiposo ¢ o branco
(TAB), que estoca energia em forma de lipideos e também tem a funcdo de liberar citocinas e
horménios (LACERDA; MALHEIROS; DE ABREU, 2016). Por fim, existe o tecido adiposo
bege que ¢ derivado de uma transformagdo de adipdcitos brancos, processo conhecido como
“escurecimento” do TAB. O tecido adiposo bege ¢ similar ao TAM em aspectos histologicos
e pode captar glicose e acidos graxos para gerar calor (KURYLOWICZ & PUZIANOWSKA-
KUZNICKA, 2020; CHENG et al., 2021).

Quando os adipécitos presentes nas regides subcutdnea e visceral aumentam de
tamanho de maneira exagerada, células como monocitos, T CD4 e CDS, provenientes do
sistema imunologico, entram no tecido adiposo estimulando a liberagdo de agentes pro-
inflamatorios (WASINSKI ef al., 2013). A seguir, abordaremos as principais citocinas e
demais agentes envolvidos no processo inflamatorio.

O fator de necrose tumoral (TNF-a) estd presente em situagdes como apoptose, inducdo
de resisténcia a insulina e producdo de outras citocinas como a interleucina 1 (IL-1) e 6 (IL-6).
A ag3o do TNF-a envolve o estimulo na expressao da lipase hormonio sensivel (LHS), o que
diminui a lipase lipoproteica (LPL) e dificulta a captacdo de glicose dos adipocitos
(LACERDA; MALHEIROS; DE ABREU, 2016; STOLARCZYK, 2017).

A IL-6 tem ag¢do inflamatoria, age no metabolismo de carboidratos e lipideos, e estd

relacionada com o aumento de peso corporal, resisténcia a insulina e inibi¢do da LPL. O
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contetido plasmatico aumentado de IL-6 pode estimular a supressdo de leptina e a sintese
hepatica de triacilglicerdis (LACERDA; MALHEIROS; DE ABREU, 2016).

A interleucina 10 (IL-10) assim como a adiponectina tem agdo anti-inflamatoria,
inibindo a sintese de TNF-a e IL-6. Tanto a IL-10 quanto a adiponectina parecem estar
relacionadas com a atenuagdo de aterosclerose. Ainda, a adiponectina esta correlacionada
positivamente com a sensibilidade a insulina e sua expressao diminui quando o tecido adiposo
aumenta (SIPPEL et al., 2014).

A leptina ¢ uma importante adipocina que tem agdo no hipotalamo, reduzindo a
ingestdo de alimentos. Além de agir no hipotdlamo, a leptina favorece a sensibilidade a
insulina, aumenta a oxidacdo lipidica no musculo esquelético e reduz a sintese hepatica de
triacilglicerol (SIPPEL ef al., 2014; LACERDA; MALHEIROS; DE ABREU, 2016;
STOLARCZYK, 2017).

O estado inflamatorio causado pela obesidade pode levar a disturbios metabolicos como
a sindrome metabdlica (SM). A definicdio de SM ¢ complexa, entretanto a Sociedade
Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM) se refere a esta condigdo como um grupo
de doencas com base na resisténcia a insulina. O componente observado com mais frequéncia
na SM ¢ a obesidade abdominal, e pode estar relacionada com um estilo de vida sedentario,
dislipidemias e hipertensdo (GIERACH et al., 2014; MYERS; KOKKINOS; NYELIN, 2019).
No quadro 1 sdo apresentados os critérios para diagnostico de SM segundo National

Cholesterol Education Program (NCEP).

Quadro 1 - Critérios para sindrome metabdlica segundo o National Cholesterol Education Program

CRITERIOS NCEP

Obesidade Cintura abdominal > 102 c¢m em homens e >
88 em em mulheres

Glicose plasmatica = 110 mg/dl

Triglicerideos = 150 mg/dl

HDL < 40 mg/dl em homens e < 50 mg/dl em
mulheres

Pressio arterial Pressdo sistélica = 130 mmHg ou diastdlica
> 85 mmHg

Fonte: adaptado de Santos; Schrank e Kupfer (2009)

Nota: Resisténcia a insulina ndo aparece como critério obrigatorio no NCEP

Quando nao tratada, a SM aumenta a chance de desenvolvimento de doencas cronicas

ndo transmissiveis (DCNT). As DCNT, como diabetes mellitus tipo Il e doencas
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cardiovasculares, constituem uma das principais causas de mortalidade no mundo
(BORTOLETTO et al., 2016; RODRIGUES et al., 2021; FAHED et al., 2022).

Ademais, os disturbios metabdlicos causados pela obesidade podem alterar a
funcionalidade de estruturas cerebrais (FUCHS et al., 2004; KIM et al., 2016). Uma destas
estruturas ¢ o hipocampo, o qual se encontra nos lobos temporais do cérebro, ¢ esta
relacionado a criagdo de memorias e regulagdo de respostas emocionais, como ansiedade e
depressao (BOLDRINI et al, 2014). O dano inflamatdério decorrente da obesidade pode
prejudicar o hipocampo, gerando uma diminui¢ao na expressao do fator neurotrofico derivado
do cérebro (BDNF) (THOMPSON RAY et al., 2011). A redug@o na expressao do BDNF ¢
um dos principais fatores que desencadeiam alteragdes comportamentais de ansiedade e
depressio ( MARTINOWICH; MANJI; LU, 2007; LARSEN et al., 2010; SCHMIDT;
SHELTON; DUMAN, 2011).

2.3 SAUDE MENTAL: ANSIEDADE, DEPRESSAO E MEMORIA

A ansiedade ¢ uma resposta fisiologica propria do ser humano, tendo seu valor
adaptativo como motivadora para lidar com situagdes da vida. Entretanto, quando a resposta a
estimulos causadores ¢ exacerbada, a ansiedade pode se tornar patologica. Existem varios
tipos de ansiedade, estando eles associados a tensdo muscular e preparagdo excessiva para o
perigo futuro (MANUAL DIAGNOSTICO E ESTATISTICO DE TRANSTORNOS
MENTALIS; DMS-5, 2014; LENHARDTK & CALVETTI, 2017).

A depressdo ¢ um disturbio mental caracterizado pela persisténcia da tristeza, falta de
interesse em atividades recompensadoras, sentimento de vazio e irritabilidade. A causa deste
transtorno ¢ associada a fatores sociais, psicologicos e biologicos que alteram a capacidade de
funcionamento do individluo (MANUAL DIAGNOSTICO E ESTATISTICO DE
TRANSTORNOS MENTAIS; DMS-5, 2014; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2023).

A memoria se refere a capacidade de codificar, reter e evocar informagdes. Existem trés
tipos principais de memoria, a memoria de trabalho, a de curto prazo e a de longo prazo. A
memoria de longo prazo pode ser classificada como declarativa ou ndo-declarativa (KANDEL
etal.,2014).

Os transtornos de comportamento descritos acima, assim como problemas de memoria,
estdo ligados com disturbios da fungdo encefdlica, como por exemplo a regulagdo de

neurotransmissores (KANDEL, 2014; CASTILLO et al., 2019). Um dos principais
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neurotransmissores envolvidos em fungdes psicofisiologicas ¢ a serotonina. Também
conhecida como 5-hidroxitriptamina (5-HT), a serotonina tem importante papel na formacao
de memorias e seu desequilibrio no cérebro pode levar a comportamentos de ansiedade e
depressdao (KANDEL et al., 2014; MENDONCA et al., 2022).

Outro neurotransmissor importante ¢ o dcido gama-aminobutirico (GABA), o qual tem
funcdo inibitoria no sistema nervoso central. Do ponto de vista bioldgico, neurotransmissores
que tem ligacdo com o estado de depressdo, tais como serotonina ¢ GABA, também se
relacionam com a ansiedade. Sendo assim, existe a possibilidade destes transtornos mentais se
desenvolverem de forma conjunta (MARTINS, 2013; GAVIN et al., 2015).

O glutamato ¢ o principal neurotransmissor excitatorio no sistema nervoso central. No
estado fisiologico, o glutamato possui fungdo na plasticidade sindptica ¢ memoria. Entretanto,
em condi¢des patoldgicas este neurotransmissor provoca neurotoxicidade. A atividade
glutamatérgica aumentada esta presente em pessoas com depressdo (CASTILLO et al., 2019).

E importante ressaltar a agdo de dois neuropeptideos, a ocitocina e arginina-
vasopressina. A acdo central da ocitocina tem efeito ansiolitico e antidepressivo, ja a arginina-
vasopressina possui efeito ansiogénico e depressivo. Os efeitos opostos destes neuropeptideos
destacam a releviancia da homeostase no organismo em relagdo as respostas emocionais

(CASTILLO et al., 2019; YOON & KIM, 2022).

2.4 DIETA DE CAFETERIA

A partir de uma perspectiva historico-evolutiva o consumo exagerado de alimentos
facilmente convertidos em energia ¢ coerente, considerando a necessidade que havia de
economia ¢ estoque de energia. Atualmente, os alimentos com maior acessibilidade e mais
consumidos por seres humanos sdo produtos ultraprocessados e com alto teor caldrico. Sendo
assim, para uma representacao mais proxima do padrao alimentar atual, em estudos com
animais, usam-se as dietas hipercaloricas (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005; SAMPEY et
al, 2011).

A dieta de cafeteria (Dcaf) consiste em um conjunto de alimentos de alta palatabilidade,
ricos em agucar e gordura, que proporcionam grande ingestdo de quilocalorias (kcal). O
consumo de alimentos com tais caracteristicas leva a ativacdo do sistema de recompensa,
através de estimulos a uma regido do cérebro, que por sua vez pode causar o comportamento

de comer excessivamente (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005; BORTOLIN et al., 2018).
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A Dcaf ¢ considerada um modelo de indugdo a obesidade adequada para se usar em
animais de laboratorio, visto que estes possuem respostas metabolicas similares aos humanos.
O uso da dieta hipercaldrica pode causar em ratos as condigdes necessarias para representar,
de maneira semelhante, a SM em humanos. Isso pode ser verificado, ¢ avaliado, através da
hiperglicemia, hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia (SAMPEY et al, 2011; BORTOLIN
et al.,2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL.:

Avaliar se o consumo das cervejas com ou sem dlcool interfere nos parametros
bioquimicos, comportamentais e o acimulo de gordura corporal de ratos tratados com dieta de

cafeteria.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

® Avaliar se o consumo das cervejas com ou sem alcool aumentam o ganho de

peso induzido pela dieta de cafeteria;

o Verificar se o consumo das cervejas com ou sem alcool alteram a concentragdo

plasmatica de glicose, triglicerideos e colesterol em animais tratados com dieta de cafeteria;

o Verificar o efeito do consumo das cervejas com ou sem alcool no
comportamento tipo-ansioso ¢ locomoc¢do de ratos tratados com dieta de cafeteria

através do Teste de Labirinto em cruz elevado e Teste de Campo Aberto;

® Avaliar o efeito do consumo das cervejas com ou sem dalcool no
comportamento tipo-depressivo de ratos tratados com dieta de cafeteria através do Teste de

Nado Forgado e Splash Test;

® Avaliar o efeito do consumo das cervejas com ou sem alcool na memoria de
reconhecimento de ratos tratados com dieta de cafeteria através do Teste de Reconhecimento

de Objetos;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COMITE DE ETICA

Este trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica no uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, sob o nimero 0575721/2021.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O desenho do experimento esta representado na figura 1.

Figura 1 -Delineamento experimental

divisdo de grupos inicio do formecimento A
(5) i carivgd eutanasia
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21 dias 30 dias 60 dias 91 dias 101 dias
Inicio da dista de cafeterta inicio dos testes |'r|-:jil5:e de gdippsidade e
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Fonte: o autor
4.2.1 Animais
Foram utilizados 90 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus Novergicus), obtidos no
Nucleo Avangado de Estudos da Vida (NAEVI) da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPGQG).

4.2.2 Divisdo de grupos

No 21° dia de vida, os 90 animais utilizados foram divididos em seis grupos: controle (CTL)

(1); controle e cerveja sem alcool (CTL+SA) (2); controle e cerveja com alcool (CTL+CA)
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(3), dieta de cafeteria (DIE) (4); dieta de cafeteria e cerveja sem alcool (DIE+SA) (5) dieta de
cafeteria e cerveja com alcool (DIE+CA) (6), totalizando 15 animais por grupo. No entanto,
para a realizacdo do experimento a amostra total foi dividida em quatro levas, sendo trés levas
de 24 animais (4 ratos por caixa) e uma leva com 18 animais (3 ratos por caixa). Todos os

animais receberam agua e racao ad libitum.

4.2.3 Ambiente

Os animais foram mantidos no Biotério Central da UEPG em caixas para roedores,
com cama de maravalha, em condigdes de temperatura controlada de 21 + 2°C, com

luminosidade em ciclo claro/escuro de 12 horas.

4.2.4 Alimentagao

Os ratos receberam a ragao padrao (Nuvilab - CR 1) de acordo com o consumo de cada
grupo. A dieta de cafeteria (Dcaf) foi ofertada aos animais dos grupos experimentais a partir
dos 30 dias de vida. A composi¢do da Dcaf foi baseada nos cardéapios 1, 2 e 3, ofertados de

maneira alternada toda segunda, quarta e sexta-feira, respectivamente, como consta no quadro

2.

Quadro 2 - Composi¢do da dieta de cafeteria

Cardapio 1
Alimento Qtd (g-ml) Kcal/g-ml Carboidrato (g) Proteina (g) | Lipidio (g) | Sédio (mg)
Racéo padrio 1 3,39 0,55 0,22 0,04 0,00
Salgadinho de milho 1 5,4 0,48 0,064 0,36 7,84
Bolacha Wafer 1 5,13 0,66 0,04 0,23 1,63
Refrigerane de cola 1 0,42 0,10 * * 0,05
Cardapio 2
Racéo padrio 1 3,39 0,55 0,22 0,04 0,00
Marshmallow 1 3,05 0,61 0,03 * 0,51
Apresuntado 1 1,72 0,10 0,16 0,085 14,17
Refrigerante de cola 1 0,42 0,10 * * 0,05
Cardapio 3
Racéo padrio 1 3,39 0,55 0,22 0,04 0,00
Salgadinho sabor 1 4,8 0,56 0,11 0,22 6,44
bacon
Bolacha maria 1 4,46 0,73 0,08 0,13 3,53
Refrigerante de cola 1 0,42 0,10 * * 0,05

Fonte: adaptado de Didek., et al (2019)

Nota: *segundo informagdes do fabricante, ndo possui quantidades significativas do nutriente marcado.
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As cervejas que fornecemos para os ratos foram disponibilizadas, a partir dos 60 dias de
vida dos animais, em bebedouros a cada terca, quinta-feira e sdbado. A composicao das

cervejas (com e sem alcool) ofertadas esta presente no quadro 3.

Quadro 3 - Composicdo das cervejas

Bebida Qtd (ml) Kcal/ml Carboidrato etanol Proteina Sodio
(g/ml) (Yo/ml) ® (mg)

Cerveja 1 0,24 0,05 0 0,001 0,07
Brahma® (lata
- 350 ml) sem
alcool

Cerveja 1 0,41 0,03 4,8 0,003 0,06
Brahma® (lata
- 350 ml) com
alcool

Fonte: o autor

Nota: Informagdes retiradas da tabela nutricional do produto.

4.2.5 Mensuragao do peso

Os animais foram pesados semanalmente, desde os 21 dias de vida até a data da
eutanasia. As medidas foram tabuladas em Excel e analisadas no programa Graphpad Prism

versao 5, para a obtengdo do valor de ganho de peso corporal dos ratos.

4.2.6 Consumo alimentar

Durante o experimento, racdo e alimentos da Dcaf foram pesados a cada troca de
carddpio (segunda, quarta e sexta-feira) para calcular a quantidade em gramas e
consequente quantidade de kcal consumida semanalmente por animal. Calculamos o
consumo de ragdo e dieta através da diferenga entre a quantidade colocada de alimento e a
quantidade restante de alimento na grade. Dividimos o resultado desta conta pelo nimero de

ratos na caixa. Realizamos este céalculo a cada troca de cardapio.
4.2.7 Consumo de cerveja
O consumo de cerveja foi medido e anotado para posterior calculo de consumo em ml

por semana. A formula usada ¢ a mesma do consumo de alimentos, porém, os valores

referentes aos alimentos foram substituidos por valores referentes a cerveja. As quilocalorias
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provenientes das cervejas, com ou sem alcool, foram adicionadas a soma de consumo de
kcal/semana.

Utilizamos um método de indug@o ao consumo de cerveja para minimizar as chances de
um baixo consumo de bebida por parte dos animais. Tal método consiste em retirar a dgua
durante o ciclo escuro dos ratos para fazé-los consumir mais, porém no ciclo claro a dgua foi

recolocada. (MILAT et al., 2017; KOLOTA et al. 2020).

4.2.7. 1 Calculo alométrico

O célculo alométrico ¢ um método que permite comparar animais de massas diferentes
e estabelecer um padrao numérico para eles. Este método consiste em utilizar uma dose ja
obtida em relagdo ao consumo ou administracdo de uma substancia em um determinado
animal e, a partir desse valor, extrapolar a dose equivalente para um animal alvo.

Inicialmente o calculo alométrico era baseado apenas no peso/massa corporal dos
animais de diferentes portes. Porém, autores relataram que considerar apenas o peso corporal
ndo gerava um resultado com uma boa precisdo. Assim, surgiu o método de extrapolacdo
alométrica baseado na area de superficie corporal dos animais. Este método se mostrou mais
eficiente ao correlacionar bem as varias espécies de mamiferos, considerando parametros
bioldgicos como utilizagdo de oxigénio e gasto caldrico (REAGAN-SHAW; NIHAL;
AHMAD, 2007).

O calculo alométrico foi realizado com a finalidade de, a partir do consumo de cerveja
dos ratos, obter um valor equivalente para o consumo de cerveja por humanos. Utilizamos o
trabalho de Reagan-Shaw; Nihal e Ahmad (2007) como base para a reallizagdo do célculo,

através da seguinte formula:

(1)

Onde HED significa “Human Equivalent Dose” e Animal dose corresponde a dose ja
obtida de um determinado animal. Por fim, Animal Km ¢ Human Km se referem aos valores

de &rea de superficie corporal divididos pelo peso de cada animal.
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4.2.8 Quantificagao do conteudo de flavonoides totais das cervejas

O protocolo utilizado para a quantificacdo de flavonoides foi o proposto por Kosalec e
colaboradores (2004), que envolve a captura ¢ complexagdo de aluminio. Em uma placa
(ELISA) de 96 pocos, preparou-se uma curva de calibracdo com padrio do flavonoide
quercetina a partir de uma solugdo 1000 ug mL™! e adicionamos 100 puL de metanol, 100 pL
de uma solucdo aquosa de cloreto de aluminio AICI3 10% (m/v) e 112 pL de 4gua ultra pura
para completar o volume. A varia¢do da curva foi feita nas seguintes concentragdes 100, 80,
60, 40, 20, 10, 5 ¢ 1 pg mL! da solugdo de quercetina. Para a reagdo das amostras,
adicionamos 100 pL de cada cerveja (com e sem alcool), apos o conteudo perder todo o gas.
Feito isso, adicionamos 100 pL. de uma solugdo aquosa de cloreto de aluminio, AICI3 10%
(m/v). A leitura da placa foi realizada em um aparelho de espectofotometria, com
comprimento de onda de 415 nm. Para o calculo do conteudo de flavonoides utilizamos os
valores da curva padrdao de quercetina. As analises foram feitas em triplicata e os resultados

foram expressos em mg de quercetina (QER) por ml de amostra.

4.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes utilizados visam avaliar o comportamento tipo-depressivo, tipo-ansioso, a
memoria de curto prazo e atividade locomotora dos ratos. A aplicacdo dos testes comegou a
partir dos 91 dias de vida dos animais e foi registrada através de filmagens. Os testes

comportamentais realizados foram os seguintes:

4.3.1 Teste de labirinto em cruz elevado (LCE)

O teste de LCE ¢ usado para verificar os aspectos relacionados a ansiedade, baseados
na movimentac¢do do animal frente a um ambiente desconhecido em conjunto a uma tendéncia
natural de desviar de espagos abertos (TORRES & ESCARABAJAL, 2002; MORATO, 2006).
A estrutura do equipamento ¢ composta de 4 bracos, sendo 2 abertos e 2 fechados, ambos
opostos, formando uma cruz a 50 centimetros do chdo. Os ratos sdo posicionados ao centro do
labirinto, voltados para a parte aberta para exploragao livre durante 5 minutos. O tempo que o
animal permanece nos bragos abertos e fechados, assim como, tempo de permanéncia na area
central sdo fatores registrados por filmagem para posterior andlise. A cada inicio de teste ¢

feita uma higienizac¢ao do labirinto com alcool 5% (PINTO ef al., 2012).
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4.3.2 Teste de campo aberto (CA)

Este teste avalia a locomocao espontanea do animal. O CA ¢ uma arena iluminada, de 1
m?, com bordas de 40 cm de altura, dividida em 25 quadrados (20 x 20 cm). O rato ¢ colocado
no centro da arena para uma livre exploragdo do ambiente durante cinco minutos. A
realizacdo do teste ¢ filmada para a andlise do nimero de linhas cruzadas pelo animal
(ESTRELA et al., 2015). Antes da aplicagdo de um novo teste ¢ feita a limpeza da arena com

solucao etilica 5%.

4.3.3 Teste de reconhecimento de objetos (TRO)

Este teste € usado para avaliar a memoria de reconhecimento. A estrutura utilizada para
o teste ¢ a mesma do CA. A aplicagdo do teste leva quatro dias consecutivos, sendo trés para
fins de habituagdo do animal ao ambiente do teste e um dia para realizagdo do teste. O
protocolo adotado ¢ adaptado de Ennaceur e Delacour (1992). Na fase de habituacao (3 dias),
o animal ¢ colocado no centro da estrutura de teste durante o periodo de 10 minutos sem a
presenca de objetos. No dia do teste (4° dia), a execugdo ¢ feita em duas partes, com intervalo
de 30 minutos entre a 1* e 2* parte. Primeiramente s3o colocados dois objetos iguais,
denominados “a” e “b”, na estrutura, cada um de um lado da caixa a uma distancia de
aproximadamente 10 cm das paredes. O rato ¢ colocado no centro da caixa e ¢ gravado
durante cinco minutos para investigacdo dos objetos. Considera-se como comportamento de
investigagdo o momento em que o animal aproxima suas narinas a, pelo menos, dois
centimetros do objeto. Apds os primeiros cinco minutos de teste, ¢ realizado um intervalo de
30 minutos, seguido de um novo periodo de investigacdo. No segundo periodo, o rato ¢
colocado novamente na caixa de teste, porém, o objeto “b” colocado inicialmente ¢ trocado
por um objeto de formato e cor diferente. Apds a troca, sdo cronometrados mais cinco
minutos para o animal explorar os objetos. O critério utilizado para andlise dos resultados foi
o indice de discriminac¢do (ID). O ID ¢ calculado pela diferenga entre o tempo de exploracao
do objeto novo (b) e o tempo de exploragdo do objeto familiar (a), dividida pelo tempo total
de exploragdo, como representado na seguinte formula:

— )
+
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4.3.4 Teste de nado forcado (NF)

Usado para avaliar aspectos do comportamento semelhante a depressdo em ratos. Para
a aplicagdo do teste, ¢ utilizado um cilindro de 50 cm de altura e 20 cm de didmetro.
Aproximadamente 2/3 do cilindro sdo preenchidos com agua a 22+2°C. A realizagdo do teste
¢ feita em duas partes: treino e teste propriamente dito, separados por um periodo de 24 horas.
No treino, o animal ¢ colocado por 15 minutos no cilindro, de modo a ndo encostar no fundo,
proporcionando um ambiente inescapavel ao animal. Durante o teste os animais sao
colocados no tubo cilindrico e filmados por cinco minutos. O pardmetro observado foi o
tempo de imobilidade. Ao final de cada etapa do teste, os animais sdo retirados e
secados (ESTRELA et al., 2015; HU et al., 2017). Entre cada etapa realizada, ocorre a troca

de dgua para que o teste sempre inicie com agua limpa.

4.3.5 Splash test (ST)

Avalia um comportamento semelhante a sintomas de anedonia e comportamento
apatico. A aplicagdo do teste ¢ feita através do esguicho de uma solug¢do de sacarose 10% no
dorso do animal. Em seguida, os animais sdo colocados em uma estrutura, como a do CA,
para avaliagdo comportamental. Por causa de sua composi¢ao viscosa, a solugdo de sacarose
adere-se a pelagem dos ratos, fazendo com que os animais iniciem o comportamento de
autolimpeza (grooming). Apos ser feita a aplicagdo da solucdo de sacarose, os animais sao
filmados e observados por 5Sminutos. A avalia¢do das filmagens ¢ feita a partir dos seguintes
critérios: laténcia para o inicio do grooming e duracao total da autolimpeza. Ao final de cada
teste, a caixa usada ¢ higienizada com alcool 5% para a retirada de odores (SMOLINSKY et
al.,2010; HU et al., 2017).

A sequéncia de realizagdo dos testes ¢ apresentada na figura 2.

Figura 2 - Sequéncia de realizagdo dos testes comportamentais
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Fonte: o autor
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4.4 ANALISE “ex vivo”

ApoOs a finalizagdo dos testes comportamentais, os animais foram submetidos a
eutandsia por uma sobredose de cetamina (150mg/kg) e xilazina (30 mg/kg) apos permanecer
em jejum por um periodo de 12 horas.

Para averiguar o desenvolvimento de obesidade nos animais, foram mensuradas as
medidas naso-anal e peso corporal. Estas medidas foram aplicadas ao indice de Lee utilizando

a seguinte formula:

) ®)

As reservas de gordura retroperitoneal, mesentérica e perigonadal dos ratos foram
retiradas e pesadas. Os valores obtidos foram utilizados no célculo de adiposidade corporal

através da formula:

4)
soma das gorduras
100

indice de adiposidade corporal = —
peso corporal final

Coletamos o sangue dos animais logo apds a sobredose de anestésico fazer efeito. Com
o auxilio de um bisturi, realizamos uma sequéncia de cortes logo abaixo do esterno até a
exposi¢do do musculo diafragma do rato. Feito isso, perfuramos o diafragma para expor o
coracgdo e, com o auxilio de uma seringa (uma por rato), coletamos o sangue por puncgdo. As
amostras foram centrifugadas para a obtencdo do soro sanguineo e posteriormente
armazenadas, duas amostras por animal, em um freezer -20° C.

As andlises bioquimicas foram feitas com a utilizagdo de kits comerciais especificos
para a verificacdo das concentragdes de glicose, triglicerideos, colesterol total, aspartato
aminotransferase (AST/TGO), alanina aminotransferase (ALT/TGP) e fosfatase alcalina (FAL)
presentes no soro. Os kits utilizados foram: GLICOSE MONOREAGENTE (1000 ML) -
K082 - 3, TRIGLICERIDES MONOREAGENTE (400 ML) - K117 - 3, COLESTEROL
MONOREAGENTE (400 ML) - K083 - 3, GOT(AST) UV, GPT(ALT) UV, ALP 405 AA.
Realizamos os exames com as amostras e reagentes em temperatura ambiente. Efetuamos a
analise das amostras em um aparelho de espectrofotometria (CT 300i - Wiener Lab Group)

com o ajuste de comprimento de onda recomendado pelo fabricante para cada exame. A
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determinagdo das concentragdes foi realizada de acordo com as férmulas descritas pelo

fabricante.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Adotamos o teste de Shapiro-Wilk para analisar a distribui¢do dos dados. Realizamos a
comparag¢do das variaveis entre os grupos através dos testes de ANOVA two-way ou ANOVA
para medidas repetidas, para amostras independentes ¢ dados paramétricos. Quando houve
diferenga significativa utilizamos o post-test de Bonferroni. Todas as andlises foram feitas por
meio do software GraphPad Prism 5. O nivel de significancia utilizado foi p < 0,05 e os dados

foram expressos como média = erro padrao da média.
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5 RESULTADOS

5.1 CONSUMO ALIMENTAR

A andlise do consumo alimentar mostrou que houve um maior consumo de kcal por
parte do grupo DIE+CA em relagdo aos grupos CTL e CTL+SA, com diferenga
estatisticamente significativa nas semanas 4 ¢ 7. Na semana 4, especificamente, houve um
maior consumo de kcal por parte do grupo DIE+CA em relagdo ao CTL+CA, como

representado na figura 3.

Figura 3 - Consumo de quilocalorias a cada semana
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Fonte: o autor

Nota: Valores de consumo de kcal/semana de cada grupo a partir do inicio do experimento. Dados expressos
como média =+ erro padrdo da média. * (p<0,05) indica um maior consumo dos grupos dicta em relagdo aos
grupos controle, $ indica diferenga entre um grupo dieta e um grupo controle especificos, ANOVA two-way
seguido de post-hoc de Bonferroni. (n por grupo = 15).

5.2 CONSUMO DE CERVEJA

Houve um maior consumo de cerveja por parte do grupo CTL+SA em relagdo ao grupo
DIE+CA das semanas 7 a 11. Nas semanas 8 ¢ 10 houve um maior consumo por parte do

grupo CTL+CA em relagdo ao grupo DIE+CA, como consta na figura 4.



Figura 4 - Consumo de cerveja a cada semana
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Nota: Valores do consumo de cerveja/semana de cada grupo a partir 7* semana de experimento. Dados expressos
como média + erro padrao da média. # (p<0,05); ## (p<0,01); ### (p<0,001) indica um maior consumo dos
grupos controle em relagdo aos grupos dieta, $ indica diferenca de consumo entre grupos controle e dieta
especificos, ANOVA two-way seguido de post-hoc de Bonferroni. (n por grupo = 15).

5.2.1 Calculo alométrico

Para cada grupo multiplicamos o valor da HED em ml/kg por 70, uma vez que

padronizamos um humano adulto de 70 quilos na realizacdo do calculo. Os resultados do

calculo alométrico estao presentes no quadro 4.

Quadro 4 - Resultados do calculo alométrico

Grupos Média do consumo | Consumo semanal equivalente | Consumo semanal equivalente
semanal em ml - rato para humanos (ml) para humanos (em latas de 350
ml)
CTL+SA 150+ 3,9 6.667 19
CTL+CA 135+3,1 5,552 15
DIE+SA 126 +7,0 4.864 13
DIE+CA 88+2,5 3.362 9

Fonte: o autor

5.2.2 Quantificagdo do conteudo de flavondides

Os resultados referentes a quantificacdo do contetido de flavonoides totais sdo

apresentados no quadro 5.
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Quadro 5 - Resultados da quantifica¢do de flavonoides

Cerveja com alcool (QER - mg/ml) Cerveja sem alcool (QER - mg/ml)

3,01 2,62

Fonte: o autor

5.3 DADOS BIOMETRICOS

Ao analisarmos os valores de peso corporal dos grupos a cada semana, observamos que
os grupos que receberam a dcaf (DIE, DIE+SA ¢ DIE+CA) apresentaram um maior peso
corporal em relagcdo aos grupos controle a partir da semana 7. O teste de ANOVA mostrou
que o grupo DIE+SA ganhou mais peso durante o experimento, especificamente, em relagao

ao grupo CTL+SA.

Figura 5 - Evolugdo do peso dos animais a cada semana
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Fonte: o autor

Nota: Valores de peso semanal (g) de cada grupo. Dados expressos como média + erro padrio da média.
ANOVA two-way seguido de post-hoc de Bonferroni. (n por grupo = 15).

Figura 5.a - Evolug@o do peso semanal a partir da semana 7
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Nota: Peso semanal a partir da 7* semana de experimento. Dados expressos como média + erro padrdo da média.
* (p<0,05) indica diferenga dos grupos dieta em relagdo aos grupos controle, $ indicadiferenga entre grupos dieta
e controle especificos; ANOVA two-way seguido de post-hoc de Bonferroni. (n por grupo = 15).
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A Dcaf causou aumento significativo nos seguintes aspectos: peso final dos animais,
diferenga entre o peso final e peso inicial, estoques de gordura perigonadal, retroperitoneal e
mesentérica (tanto separadamente quanto somados), indice de adiposidade e indice de Lee.
Nao houve diferenga significativa entre os grupos DIE+CA e CTL+CA em relagdo ao peso

final, e peso final - peso inicial. Estes dados sdo apresentados nas figura 6 a 9.

Figura 6 - Peso final e diferenca do peso final para o peso inicial
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Nota: Valores de peso dos animais, (a) peso final, (b) diferenca entre peso final e inicial. Dados expressos como
média + erro padrdo da média. * (p<0,05); ** (p<0,01), indica diferenca dos grupos dicta em relagdo aos grupos
controle; ANOVA two-way seguido de post-hoc de Bonferroni. (n por grupo = 15).

Figura 7 - Peso dos estoques de gordura somados e separadamente
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Nota: Valores da gordura visceral, (a) soma dos estoques coletados, (b) gordura perigonadal, (c) gordura
retroperitoneal, (d) gordura mesentérica. Dados expressos como média + erro padrdo da média. *** (p<0,001),
indica diferenga dos grupos dieta em relagdo aos grupos controle; ANOVA two-way seguido de post-hoc de
Bonferroni. (n por grupo = 15).

Figura 8 - Indice de adiposidade
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Nota: Valores do indice de adiposidade dos animais. Dados expressos com média + erro padrdo da média. ***
(p<0,001), indica diferencga dos grupos dieta em rela¢do aos grupos controle; ANOVA two-way seguido de post-
hoc de Bonferroni. (n por grupo = 15).
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Figura 9 - Indice de Lee
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Nota: Valores do indice de Lee dos animais. Dados expressos em média + erro padrdo da média. * (p<0,05)

indica diferenca de um grupo dieta em relagdo a um grupo controle; ANOVA two-way seguido de post-hoc de
Bonferroni. (n por grupo = 15).

5.4 DADOS BIOQUIMICOS

Nao encontramos diferenca significativa (p<0,05) nos valores de glicose (p= 0,5033),

triglicerideos (p= 0,1106) e colesterol total (p= 0,5548), como apresentado na tabela 1.

Tabela 1 - Exames bioquimicos relacionados a sindrome metabdlica

Glicose (mg/dl) Colesterol (mg/dl) Triglicérides (mg/dl)
CTL 134,64 + 6,28 124,57 + 4,69 149,97 + 6,38
CTL+SA 159,03 + 15,81 119,35+ 5,49 153,02+ 7,12
CTL+CA 134,56 + 3,55 117,52 + 7,94 165,76 + 12,92
DIE 159,97 + 13,60 122,01 + 7,68 170,68 + 10,54
DIE+SA 147,01 +£ 10,29 107,80 + 5,91 167,70 + 14,23
DIE+CA 140,29 + 14,52 122,29 + 6,09 173,52 + 12,35

Fonte: o autor

Nota: Valores de concentragcdes das analises bioquimicas de glicose, triglicérides e colesterol total. Dados
expressos em média + erro padrdo da média. ANOVA two-way (n por grupo = 11).

Nas analises bioquimicas referentes a FAL, AST e ALT, o grupo CTL+SA apresentou

uma maior concentragdo de AST em relagdo ao grupo DIE+SA. Quanto a ALT encontramos
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diferenga dos grupos controle para os grupos dieta, porém ndo conseguimos encontrar esta
diferenca entre grupos especificos. Nao encontramos diferengas nas concentragdes de FAL.

Estes dados s3o apresentados na tabela 2.

Tabela 2 - Exames bioquimicos relacionados a atividade hepatica

TGO/AST (U/l) TGP/ALT (UN) FAL (UN)
CTL 187,67 + 31,52 55,67 + 4,81 213,33 2727
CTL+SA 208,67 + 18,39* 66,50 + 6,61 208,17 + 14,35
CTL+CA 180,67 + 20,99 64,20 = 4,40 197,17 + 26,88
DIE 131,17 + 15,14 41,80 + 3,60 219,33 + 8,27
DIE+SA 131,50 + 10,41 45,80 + 11,63 238,67 + 31,03
DIE+CA 115,83 17,37 52,67 + 11,24 192,33 + 17,64

Fonte: o autor

Nota: Valores de concentragdes das andlises bioquimicas de AST, ALT, FAL. *p<0,05. Houve diferenca
significativa na concentragdo de AST do grupo CTL+SA para o grupo DIE+SA. Dados expressos em média +
errro padrdo da média. ANOVA two-way seguido de post-hoc de Bonferroni. (n por grupo = 6).

5.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

5.5.1 Teste de labirinto em cruz elevado

Nao houve diferenga significativa entre os grupos no tempo de permanéncia no brago

fechado e aberto, como apresentado na figura 10.
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Figura 10 - Teste de labirinto em cruz elevado
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Nota: Valores referentes ao teste de labirinto em cruz elevado, (a) tempo brago aberto, (b) tempo brago fechado.
Dados expressos em média + erro padrdo da média. ANOVA two-way (n por grupo = 15).

5.5.2 Teste de campo aberto

Os resultados do teste de CA mostraram uma diferenca dos grupos que receberam a
Dcaf em relagdo aos grupos controle. Todavia, ndo encontramos diferenga entre grupos

especificos, como consta na figura 11.

Figura 11 - Teste de campo aberto
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Nota: Numero de linhas cruzadas no teste de CA. Houve diferenca dos trés grupos Dcaf em relagdo aos trés
grupos controle, porém a analise de ANOVA two-way ndo apontou diferenga entre grupos especificos. Dados
expressos em média + erro padrdo da média. (n por grupo = 15)
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5.5.3 Teste de reconhecimento de objetos

Como apresentado na figura 12, ndo encontramos diferenga significativa entre os

grupos nos valores referentes ao TRO.

Figura 12 - Valores TRO

et b b g
%] 2] - o
L L 1 J

indice de discriminagio
(=]
Erd
L

(=]
[=]

2
(8]

CTL+SA A
CTL+CA A
DIE
DIE+SA
DIE+CA

Fonte: o autor

Nota: Valores referentes ao TRO. Dados expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA two-way (n
por grupo = 15).

5.5.4 Teste de nado for¢ado

Nos resultados de NF, o grupo DIE mostrou um tempo de imobilidade

significativamente maior em relag¢do ao grupo CTL, como consta na figura 13.

Figura 13 - Teste de nado for¢ado
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Figura 13. Valores referentes ao teste de NF. Dados expressos como média + erro padrio da média. ***
(p<0,001) indica diferenga de um grupo dieta em relagdo a um grupo controle , ANOVA two-way seguido de
post-hoc de Bonferroni. (n por grupo = 15).
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5.5.5 Splash test

Nao houve diferenca significativa entre os grupos nos parametros de tempo para iniciar

a limpeza e tempo total de limpeza, como apresentado na figura 14.

Figura 14 - Splash Test
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Nota: Valores referentes ao ST, (a) tempo para iniciar a autolimpeza, (b) tempo total de limpeza. Dados
expressos como média + erro padrio da média. ANOVA two-way. (n por grupo = 15).
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6 DISCUSSAO

O consumo de cerveja, neste estudo, ndo alavancou o ganho de peso nem o
comportamento tipo-depressivo induzido pela Dcaf. Observamos que a Dcaf induziu a um
aumento significativo no peso corporal dos animais, bem como a um comportamento tipo-
depressivo durante as semanas de experimento. Houve diferenca significativa no peso dos
estoques de gordura visceral, indice de Lee, indice de adiposidade e na comparagdo entre o
peso final e o peso inicial.

O modelo de obesidade induzida por dieta vem sendo utilizado em ratos da linhagem
Wistar, mostrando-se adequado por causa da similaridade das respostas metabolicas
provocadas pela obesidade em humanos (ROSINI; DA SILVA; DE MORAES, 2012). A dieta
de cafeteria ¢ composta de um conjunto de alimentos hiperpalataveis e com quantidade
excessiva de calorias, com baixa quantidade de proteinas e alta quantidade de carboidratos e
gordura (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005; BORTOLIN et al., 2018).

Verificamos que os ratos alimentados com Dcaf + cerveja com alcool consumiram mais
kcal em comparacdo ao grupo controle, mostrando também um maior peso corporal. Nossos
achados vao ao encontro do que ha na literatura no que tange ao uso da dieta hipercaldrica
como meio de indugdo de obesidade. Segundo Bortolin et al (2018) e Lang et al (2019) a
ingestdo de alimentos com alta palatabilidade leva ao consumo alimentar excessivo, através
do sistema de recompensa, que contribui para o aumento de peso e desenvolvimento de
obesidade.

Com relagdo ao consumo de cerveja, constatamos que os grupos CTL+SA e CTL+CA
ingeriram uma quantidade maior de cerveja em relagdo ao grupo DIE+CA. Acreditamos que
este resultado se deve ao quesito palatabilidade, ou seja, apds ingerir alimentos da dieta os
animais perdem parte do interesse por alimentos e bebidas com menor palatabilidade. No
trabalho de Kolota e colaboradores (2019) foi relatado um menor consumo da dieta padrao
apds os animais ingerirem vinho. Isto corrobora com nossos achados ao mostrar uma
preferéncia dos animais pelo componente com maior palatabilidade ofertado no tratamento.

Neste estudo, as andlises referentes ao peso corporal dos animais nao mostraram
diferenga significativa entre os grupos dieta e controle que receberam a cerveja com alcool.
Uma das hipoteses para este achado é a de que a cerveja (com alcool), aliada a dieta, teve um
efeito protetivo. Este efeito pode ter sido causado por componentes da fermentacdo de cereais
presentes na cerveja, tais como os flavondides e o grupo de acidos iso-o-acids. Estas

substancias podem exercer um efeito supressor sobre o estado inflamatorio causado pela
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obesidade (AYABE et al., 2018; SAMUELS; SHASHIDHARAMURTHY; RAYALAM,
2018; OSORIO-PAZ; BRUNAUER; ALAVEZ, 2019). No estudo de Ehrlich; Pirchl e
Humpel (2012), ratos tratados com uma solucdo contendo etanol apresentaram diminui¢do no
peso corporal, entretanto a memoria espacial dos ratos foi prejudicada. Isto indica que o
etanol, presente na cerveja, também pode estar ligado a um menor ganho de peso, porém pode
danificar estruturas cerebrais.

Ainda, a cerveja com alcool pode ter potencializado o ganho de peso do grupo controle
que a consumiu. A obesidade ¢ uma doenca complexa e multifatorial, o que torna dificil
determinar com exatiddo a sua etiologia, entretanto uma das causas mais apontadas ¢ a
ingestao excessiva de calorias (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005; ROSINI; DA SILVA;
DE MORAES, 2012; VENTURINI et al., 2013). Sendo assim, ndo descartamos a hipdtese de
que a cerveja com alcool, através do valor caldrico do etanol e seus outros componentes,
tenha induzido a um ganho de peso suficiente para o ndo aparecimento de diferenga
significativa, quando comparados os grupos controle e¢ dieta que receberam cerveja com
alcool.

No presente estudo, o consumo das cervejas (com e sem alcool) ndo influenciou o
acimulo de gordura corporal dos animais. Entretanto, verificamos que no indice de Lee houve
diferenga significativa entre os grupos controle e dieta que receberam a cerveja sem alcool.
Todavia, atribuimos essa diferenca ao efeito da Dcaf no aumento de peso, uma vez que nao
verificamos diferenga significativa entre os grupos DIE, DIE+SA e DIE+CA. Kolota e
colaboradores (2019) também ndo encontraram um maior ganho de peso em ratos tratados
com cerveja.

Em relagdo aos estoques de gordura visceral e indice de adiposidade, encontramos
diferenga significativa dos trés grupos dieta para seus respectivos grupos controle. Este
resultado indica que a Dcaf foi eficaz em induzir um aumento na quantidade de gordura
visceral. Sendo assim, ¢ importante que o indice de Lee seja acompanhado de outros dados
biométricos para a determinagdo do estado de obesidade, assim como para a identificagdo dos
fatores que causaram um aumento demasiado na gordura corporal.(BERTOLO, 2020).

Nao encontramos diferenca significativa entre os grupos nos exames bioquimicos de
glicose, triglicérides e colesterol total. A partir disso, concluimos que os ratos alimentados
com Dcaf desenvolveram obesidade mas ndo chegaram a um quadro de sindrome metabdlica.
Uma possivel explicagdo para os resultados que obtivemos nos exames de glicose ¢ a de que a
concentracdo de insulina no sangue dos ratos estava alta, controlando a concentracdo de

glicose sérica (NEWSHOLME; KRAUSE, 2012), porém ndo avaliamos a concentragdo de
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insulina neste estudo. Desta forma, é possivel que a sindrome metabdlica estivesse em
desenvolvimento.

Ainda, quanto aos exames bioquimicos, segundo Rosini; da Silva e de Moraes (2012)
poucos sdo os estudos que mostram um aumento no nivel de glicemia. Didek e colaboradores
(2019) relataram diferenga significativa nas concentragdes séricas de glicose e triglicérides em
seus animais, alimentados com Dcaf. Ja Bertolo (2020) constata ndo ter encontrado diferenca
nos exames de glicose, triglicerideos e colesterol em ratas alimentadas com Dcaf.

Uma outra hipoétese para nossos achados nos exames bioquimicos ¢ uma composicao
inadequada da Dcaf. Scomparin (2023) aponta que a Dcaf ndo possui um padronizacdo de
alimentos que fornecam, em sua composi¢do, o0 minimo necessario de proteinas e
micronutrientes aos roedores. O déficit proteico pode prejudicar a regulagdo de glicose e o
ganho de peso dos roedores (REIS ef al., 1997; MEIRELES ef al., 1999).

Assim, presumimos que o desenvolvimento de sindrome metabdlica em ratos, por meio
da Dcaf, com inicio apdés o desmame, ainda ndo estd bem consolidado na literatura.
Acreditamos que o tempo de tratamento utilizado neste estudo, e em outros, pode ndo ter sido
o suficiente para atingir alguns dos efeitos gerados pela inducdo a obesidade.

Na andlise bioquimica de AST, ALT e FAL, o grupo CTL+SA apresentou uma
atividade hepatica maior em relacdo ao grupo DIE+SA. Todavia, estes dados sao
inconclusivos ¢ ndo devem ser considerados como padrio. No trabalho de Lima e
colaboradores (2014) foi realizado um estudo com ratos Wistar para estabelecer valores de
referéncia em aspectos bioquimicos e hematologicos. Os autores relataram que os valores
podem variar de acordo com o local (cidade/estado, biotério), e sugeriram que cada instituigcao
estabeleca os proprios valores de referéncia para auxiliar nos estudos com ratos.

Apesar da possivel relacdo entre cerveja, Dcaf e disturbios comportamentais, nao
observamos diferenca entre os grupos nos testes relacionados & memoria (TRO) e ansiedade
(LCE). Isto indica que a memoria de curto prazo e o comportamento tipo-ansioso ndo foram
aspectos afetados nos animais. Entretanto, encontramos diferenga significativa do grupo DIE
para o grupo CTL no teste de NF. Este resultado indica que a Dcaf induziu os ratos a um
comportamento tipo-depressivo, uma vez que um maior tempo de imobilidade no teste de NF
esta relacionado ao comportamento semelhante a depressao (HU et al., 2017).

Concluimos que o comportamento tipo-depressivo demonstrado pelos animais do grupo
DIE se deu por uma via neurolédgica, e ndo motora. Afinal, ndo houve diferenca significativa
no teste de CA do grupo DIE em relacdo ao grupo CTL. Isto indica que a mobilidade dos

animais nao foi afetada. Sendo assim, o stress oxidativo ¢ dano inflamatodrio, causados pelo
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acimulo excessivo de gordura corporal, tornam-se explicagdes mais plausiveis para o
resultado encontrado.

Acreditamos que o comportamento tipo-depressivo pode ter sido desencadeado pelo
aumento exacerbado dos estoques de gordura subcutidnea, ndo medidos neste estudo, e
visceral. O acimulo exagerado dos estoques de gordura resulta na liberacdo de agentes pro-
inflamatorios, como TNF-a e IL-6 (WASINSKI e al., 2013). A IL-6 pode exercer um papel
supressor sobre a leptina, responsavel pela sinalizacdo da saciedade., o que pode levar a uma
ingestdo caldrica demasiadamente alta (LACERDA; MALHEIROS; DE ABREU, 2016).
Além disso, o aumento de citocinas pro-inflamatorias circulantes, presente na obesidade e
depressdo, estd relacionado com uma maior atividade da via da quinurenina. A superativagao
desta via pode levar a deple¢do de triptofano, um precursor na sintese de serotonina. A
diminui¢do de triptofano leva a menores niveis de serotonina no organismo, o que pode causar
sintomas de depressdo (ZADOR et al., 2021).

Ademais, o ambiente inflamatdrio, e de baixo grau, causado pela obesidade prejudica o
hipocampo (KIM et al., 2016). O hipocampo é uma estrutura presente no cérebro, e que esta
relacionado com a memoria e regulacdo de respostas emocionais, como ansiedade e depressao
(BOLDRINI et al., 2014). Devido ao estresse oxidativo, e ambiente inflamatorio, as alteragdes
causadas em estruturas cerebrais diminuem a expressdo da proteina BDNF. A reducdo nos
niveis de BDNF ¢ uma das principais causas de alteragdes comportamentais
(MARTINOWICH; MANIJI; LU, 2007; LARSEN et al., 2010; SCHMIDT; SHELTON;
DUMAN, 2011).

Por fim, devido a escassez de pesquisas que utilizaram uma bebida alcodlica em
conjunto com uma dieta hipercalérica em ratos, sugerimos que estudos futuros levem em
consideracdo as seguintes indicagdes: utilizar ratos Wistar na idade adulta no inicio do
tratamento, organizar a composicao da Dcaf de acordo com as necessidades nutricionais dos
animais, iniciar o fornecimento das cervejas (com e sem alcool) junto com a Dcaf, fornecer
uma caixa por rato para um melhor controle do consumo de bebidas e alimentos e aumentar o
tempo de tratamento. Assim, serd possivel alcangar resultados mais abrangentes e
esclarecedores sobre a relacdo entre o consumo de cerveja, acumulo de gordura corporal e

alteragdes comportamentais.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que o consumo de cerveja com e sem alcool, na frequéncia e duracao
utilizadas neste estudo, ndo potencializa o ganho de peso, comportamento tipo-depressivo e

comportamento tipo-ansioso, nem prejudica a memoria de curto prazo na obesidade induzida.
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CARTA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAD
COMISSAD DE ETICA NO USD DE ANIMAIS

CARTA DE APROVACAOD

Processo/ Process CEUA: 0575721/2021
Protocob UEPG: 21.000026509-8

Titulo: Efeito do consumo de cerveja na obesidade
Interessado: Edmar Miyoshi

e-maik edmar@uepg.br
Data de Entrada: 19/07/2021
Resultado: Aprovado

Considerag oes

A Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (CEUA-UEPG) certifica que o5 procedimentos utilizando animais no
projeto de pesguisa acima especificado estdo de acordo com a Diretriz
Brasileira para o Cuidado € a Utilizacao de Animais em Atvidades de Ensino
ou de Pesgquisa Cientifica (DBCA), estabelecida pelo Conselho Macional de
Controle de Experimentaci&o Animal (COMCEA) e com as normas internacion ais
para a experimentacio animal. Dessa forma, fica autorizada a utlizacio de
90 animais da espécie Ratius norvegicns, linhagemfraca: Wistar, sexo: machos,
idade: 21 dias e peso aproximado de 30 gramas, no inicio do experimento, para
a execucio desse projeto.

Ponta Grossa, 07 de agosto de 2021

Profa. Dra. Luciana da Siva Leal Karolewski
Coordenadora da Comissfio de Etica no Uso de Animais CEUA-UEPG

Documents assinado eletronicaments por Luciana da Sikva Leal
Karolewski Presidente da Comissho de Etica no Uso de

= |Animag/PFROPESP, em O0T/082021, &s 0B:25, conforme Resolucio UEPG
CA 114/2018 eart. 19, O, "L", da Lei 114192006,

A autenticidade do documento pode ser conferida no site
htps fiseivepg byautenticidade informando o chddigo verificador
20575721 e 0 chdigo CRC BFC4AL114.
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