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Resumo

A obesidade é uma doencga que atualmente atinge propor¢cdes pandémicas. A
atividade inflamatdria subsequente ao aumento do tecido adiposo esta associada a
varios prejuizos causados pela obesidade. Pacientes obesos tendem a apresentar
inflamacao de baixo grau sustentada, conhecida como metainflamacéo, principalmente
pela producdo excessiva de mediadores proinflamatérios pelo tecido adiposo. Dentre
os disturbios causados pela obesidade, destaca-se a potencializacdo das mudancas
fisiologicas que ocorrem no envelhecimento, levando a diminuigdo da capacidade de
adaptacao do individuo ao ambiente e aumentando a sua vulnerabilidade a processos
patologicos. Dessa forma, as doengas associadas a obesidade parecem ser ainda
mais prejudiciais em idosos. Diante do conhecimento dos prejuizos a salde causados
pela obesidade, esse trabalho tem como objetivo avaliar a participacdo da obesidade,
induzida por uma dieta de cafeteria, no perfil metabdlico e na ativacdo de vias
proinflamatérias no sistema nervoso central e verificar a diferenca de suscetibilidade a
essas alteracbes devido as diferentes idades dos individuos. Ratas Wistar de 3 e 18
meses, no inicio do experimento, foram tratadas por 12 semanas, com dieta de
cafeteria (5,6 kcal/g) ou racao padrdo (2,9 kcal/g) a vontade. Ao final das 12 semanas,
no periodo do diestro do ciclo estral, os animais foram decapitados. Os animais que
foram tratados com dieta de cafeteria, tanto de 3 quanto de 18 meses, apresentaram
aumento do consumo energético diario. Além disso, apresentaram resisténcia a
insulina e numero aumentado de astrécitos observados no cortex cerebral. Houve
efeito da idade e da dieta de cafeteria sobre o aumento do ganho de peso corporal ao
longo do tratamento, 0 acumulo de gordura abdominal e 0 aumento do indice adiposo.
Houve efeito da interacdo entre os fatores idade e dieta na alteracdo dos niveis séricos
de triacilglicer6is e na elevacdo da concentracdo da citocina proinflamatoria
interleucina 1B no cortex cerebral e no hipocampo. O fator idade atuou, de forma
estatisticamente significativa no decréscimo da concentracdo sérica de HDL e de
leptina, além de promover aumento da concentracdo da citocina proinflamatéria IL-10
no hipocampo e do nimero de astrdcitos observados no hipocampo dos animais
analisados. Esse estudo mostra que, embora a dieta de cafeteria ndo seja capaz de
induzir um quadro completo de dislipidemia em 12 semanas, em animais submetidos a
essa dieta a partir dos 3 e dos 18 meses de idade, seria suficiente para induzir
resisténcia a insulina em um periodo de tempo relativamente curto. Além disso, a dieta
de cafeteria contribuiu para a deposicdo de tecido adiposo abdominal, que esta
associado a varios prejuizos a saude, bem como para a manifestacdo de
caracteristicas de inflamag&o, como aumento da expressado de IL1-f e astrogliose em
estruturas relacionadas a cognigdo, como o hipocampo e o cortex.



Abstract

Obesity is a pandemic disease. Obese patients are likely to show low-grade
inflammation, named “metainflammation”, mainly due to an excessive production of
inflammatory mediators by adipose tissue. Obesity intensifies age-related physiological
changes, increasing the vulnerability of elderly patients to pathological processes.
Thus, obesity-related diseases are accentuated in the elderly. Despite of obesity-
related disorders, the aims of this study are to evaluate the role of cafeteria diet-
induced obesity on the metabolic profile and on the proinflammatory pathways
activation in the central nervous system, and to evaluate the vulnerability to the
disorders accordingly the stage in life of the rats. Three and 18 months-old female
Wistar rats were treated for 12 weeks with cafeteria diet (5,6 kcal/g) or standard chow
(2,9 kcal/g) ad libitum. At the end of 12 weeks, at the diestrous phase of estrous cycle
the rats were killed. All the cafeteria diet-fed rats showed increased diary energetic
intake. Also, the cafeteria diet-fed rats showed insulin resistance, higher blood leptin
level and increased number of astrocytes in the cerebral cortex. There were diet-
induced effects on increasingly body weight, abdominal fat deposition and adipose
index. There was interaction between diet and age on the blood triglyceride levels and
on the increase of Interleukin 1-B levels in hippocampus. The age-related effects were
the decrese in HDL and leptin blood levels, the increased levels of IL1-B in the
hippocampus and the astrogliosis in the hippocampus. This study shows that, although
cafeteria diet for 12 weeks did not induce a complete dislipidemic profile, it was
capable to induce insulin resistance in a short period of time. Also, cafeteria diet
contributed to increased abdominal fat. Abdominal fat is related to several adverse
health effects. Cafeteria diet also induced the manifestation of inflammation features,
like increased expression of IL-18 and astrogliosis in the hippocampus and in the
cerebral cortex.
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Introducéo

A obesidade é uma doenga cronica, caracterizada como uma doenca
multifatorial, diagnosticada quando o indice de massa corporal (IMC) é maior do que
30 kg/m? para humanos (Kanasaki e Koya, 2011). Também é considerado como um
caso de obesidade quando a circunferéncia abdominal € superior a 89 centimetros
para mulheres e 102 centimetros para homens, ou a relacdo cintura/quadril é superior
a 0,8 para mulheres e 0,9 para homens (Cetin e Nasr, 2014). Os numeros crescentes
nos casos de obesidade humana, em sua maioria, sdo causados pelo desequilibrio
entre a ingestdo e o gasto energético, o que resulta em um aumento do tecido
adiposo, que, quando esta acima de determinados valores, é prejudicial a saude. O
acumulo excessivo de tecido adiposo resulta em diminuicdo da qualidade e da
expectativa de vida por estar relacionado ao aumento da prevaléncia de doencas
como o diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares, esteatose hepatica, doencas das
vias respiratérias, neurodegeneracao e alguns tipos de cancer (Gregor e Hotamisligil,
2011).

Atualmente, a obesidade assume proporcbes pandémicas e, segundo a
Organizacdo Mundial da saude (OMS, 2011), o sobrepeso (quando o IMC esta entre
24,9 e 30) atinge cerca de 1,6 bilhGes de individuos acima de 15 anos. No Brasil,
cerca de 40% da populacdo apresenta excesso de peso, sendo que a obesidade
atinge 8,9% dos homens e 13,1% das mulheres adultas (dados do IBGE para
2002/2003). A projecdo da OMS - feita em 2005, quando os obesos somavam
aproximadamente 400 milhdes de individuos- é de que, em 2015, o niumero de obesos

ultrapasse os 700 milhdes (um aumento de 75% dos casos em 10 anos).

O tecido adiposo secreta inUmeros peptideos e proteinas biologicamente
ativos, chamados de adipocinas. Esses componentes atuam controlando o balanco
energético do organismo e também exercem um papel no controle imunolégico. Entre
as adipocinas secretadas, estdo incluidas as citocinas produzidas pelo tecido adiposo.
A inflamacdo € caracterizada pelo envolvimento entre citocinas pro e anti-
inflamatdérias. As citocinas proinflamatérias séo, por exemplo, interleucina-1, fator de
necrose tumoral (TNF), interferon gama (IFN-y), interleucina-12, interleucina-18, entre
outros. As citocinas anti-inflamatérias sdo a interleucina-4, interleucina-10,

interleucina-13, interferon alfa (IFN-a), entre outros (Cavaillon, 2001).



Na década de 1990, a descricdo da expressao e secrecdo aumentada de Fator
de necrose tumoral a pelo tecido adiposo de roedores obesos, fez a primeira ponte
entre a inflamacéo na obesidade e a resisténcia a insulina (Hotamisligil e Spiegelman,
1994). Logo apos, a partir da descricdo da leptina, um horménio especifico dos
adipdcitos, com capacidade de controlar o balango energético do organismo, o tecido
adiposo passou a ser reconhecido como um verdadeiro 6érgao endécrino (Zhang et al.,
1994).

Praticamente todas as adipocinas estdo com a regulacdo da sua secrecdo
alterada na obesidade. Assim como o TNF-a, varias adipocinas que estdo implicadas
na patogénese da inflamacédo e também da resisténcia a insulina sdo produzidas em
maior quantidade na medida em que o tecido adiposo vai aumentando, as quais geram
alteracdes metabdlicas. Por outro lado, algumas adipocinas com efeitos anti-
inflamatorios ou que favorecem a sensibilidade a insulina, como a adiponectina, estao
diminuidas. Algumas vezes, ainda, pode ocorrer resisténcia a acao de adipocinas, o
gue pode impedir os efeitos antiobesidade e sensibilizadores a insulina de algumas

adipocinas, como a leptina (Maury e Brichard, 2010).

O tecido adiposo apresenta varias caracteristicas diferentes dos tecidos
enddcrinos classicos (Guerre-Millo, 2004). Por exemplo, os diferentes depdsitos de
tecido adiposo, em diferentes regides anatbmicas (tecido adiposo visceral ou
subcutaneo), sdo heterogéneos ndo sé em sua capacidade metabdlica, como também
no padrdo de secrecdo de adipocinas. As diferencas entre as caracteristicas
secretérias dos diferentes depoésitos de tecido adiposo parecem ter repercussdes
locais via mecanismo autécrino ou paracrino. Diretamente no figado, no caso das
substancias produzidas pela gordura intraperitoneal, ou nos outros 6rgaos, uma vez
gue o tecido adiposo pode contribuir para os niveis sistémicos de algumas adipocinas
(Klein et al., 2007). Outra diferenca dos tecidos secretdrios classicos, € que o tecido
adiposo € composto por tipos celulares distintos: adipécitos maduros e células
estromais vasculares (incluindo macréfagos) que, por sua vez, podem contribuir para a

variedade de substancias produzidas pelo tecido adiposo (Maury e Brichard, 2010).
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Uma das adipocinas com fungdo especial sobre a inflamagédo é o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a). O TNF-a € mais expresso no tecido adiposo visceral do
gue no tecido adiposo subcutaneo e é mais abundantemente produzido pelas células
estromais vasculares (especialmente macrdofagos) do que pelos adip6citos
propriamente ditos (Fain et al., 2004, Maury et al., 2009). A maioria dos efeitos do

TNF-a sobre o tecido adiposo sdo mediadas pelo subtipo de receptor 1 (TNFR1), e a



subsequente ativacdo de varias vias de transducéo de sinal. Duas vias de sinalizagdo
intracelular, ativadas a partir de dois fatores de transcricdo, estdo associadas aos
efeitos proinflamatorios e de resisténcia a insulina na obesidade, a via do fator nuclear
kKB (NF-kB) e a via da cinase do ¢c-JunNH2 terminal (JNK). Essas vias sdo ativadas por
varios estimulos, incluindo citocinas proinflamatérias, como o préprio TNF-q,

Interleucina-1@, Interleucina-6, entre outros (Shoelson et al., 2006).

Além de estimular adipocinas proinflamatoérias (Maury et al., 2009), o TNF-a
inibe adipocinas antiinflamatérias, como a adiponectina (Bruun et al., 2003). Essas
caracteristicas do TNF-a o apontam como crucial para o prejuizo da regulacdo da
secrecao de adipocinas que ocorre na obesidade (Maury et al., 2009).

A leptina € um horménio secretado pelos adipécitos. Inicialmente, a leptina foi
descrita como o sinal do tecido adiposo ao sistema nervoso central para inibir o
consumo de alimento e diminuir o peso corporal (Zhang et al., 1994). Esse conceito
veio da observacdo de que tanto humanos quanto roedores sem leptina funcional
manifestavam tanto comportamento alimentar voraz quanto obesidade, enquanto o
tratamento com leptina exdgena era capaz de reverter o quadro. Com o passar do
tempo, viu-se que a leptina costuma estar presente em altos niveis no sangue de
individuos obesos que possuem grandes reservas de energia e resisténcia a leptina
(Ahima, 2008). Os niveis circulantes de leptina correspondem a massa adiposa, mas
também refletem imediatamente as mudancas no estado nutricional. Por exemplo, os
niveis circulantes caem logo apés o inicio do jejum (Becker et al., 1995). A secrecao
de leptina depende do tipo de depdsito adiposo, sendo produzida em mais quantidade
pelo tecido adiposo subcutaneo do que pelo tecido adiposo visceral (Montague et al.,
1998). A leptina age no encéfalo e em varios tecidos periféricos, como as células do
pancreas, do figado e do sistema imune. As acdes centrais da leptina, em particular no
hipotalamo, estdo mais relacionadas a homeostase energética e as funcdes

reprodutivas (Badman e Flier, 2007).

A adiponectina é uma proteina produzida abundantemente pelo tecido adiposo
e, como a leptina, sua expressao é restrita a células adiposas maduras (Maeda et al.,
2012, Halleux et al., 2001). Ao contrario da maioria das adipocinas, a adiponectina
circulante é correlacionada negativamente com o indice de massa corporal (Brichard
et al., 2003) e estad diminuida em individuos obesos, em pacientes com diabetes
mellitus tipo dois ou em pacientes com doencgas cardiovasculares (Ouchi e Walsh,
2007). Os mecanismos que estdo envolvidos na subproducdo de adiponectina

envolvem o estado hormonal anormal, junto com o aumento do estresse oxidativo e o



estado proinflamatério que prevalece na obesidade (Delporte et al., 2002, Furukawa et
al., 2004, Bruun et al., 2003). A ligacdo da adiponectina a seus receptores causa
inibicdo da gliconeogénese e aumento da oxidacdo de &cidos graxos, estimulo do
gasto energético e inibicao tanto do estresse oxidativo quanto da inflamacéo (Capeau,
2007, Yamauchi et al, 2007). A adiponectina também tem propriedades
sensibilizantes a insulina, antiaterogénicas, antiinflamatoérias e antioxidantes (Maury e
Brichard, 2010).

A resisténcia a insulina comecou a ser estudada em 1936, quando Himsworth
observou que havia dois tipos de diabetes: aquele que é sensivel a insulina, mas
simplesmente ndo dispde de insulina, e aquele em que nao falta insulina, porém é
insensivel aos efeitos da insulina (Himsworth, 1936). Contudo, a mensuracao direta da
insulina s6 pode ser feita a partir de 1960 (Yalow et al., 1965), quando um estudo

relatou que obesos diabéticos apresentavam mais insulina do que controles eutréficos.

A associacao entre a resisténcia a insulina e a resposta imune foi reconhecida
com a identificagdo da resisténcia a insulina em estados infecciosos (Clowes et al.,
1978, Wichterman et al.,, 1979). Varias doencas associadas com a resposta
inflamatdéria ativa podem apresentar resisténcia a insulina como caracteristica (hepatite
do tipo C, sindrome da imunodeficiéncia adquirida, artrite reumatéide (Bahtiyar et al.,
2004, Sidiropoulos et al., 2008). Além disso, o salicilato, um medicamento com efeito
anti-inflamatorio, pode provocar melhora da sensibilidade a insulina (Shoelson et al.,
2006).

Na década de 1990 (Hotamisligil e Spiegelman, 1994), o TNF-a foi apontado
como possivel inibidor da sinalizacdo intracelular da insulina pela sua capacidade de
bloquear o receptor de insulina. Nessa época, ja se sabia que os pacientes com
diabetes do tipo 2 apresentavam estado inflamatério (Fearnley et al., 1959, Ogston e
McAndrew, 1964). A relagdo entre o estado inflamatério e o estado metabdlico ainda
ndo estava bem estabelecida. Essa conexdo comeca a se estabelecer mais tarde, com
a observacédo de que, quando comparado ao tecido adiposo de individuos magros, o
tecido adiposo de individuos obesos secreta maior quantidade de citocinas
inflamatorias e que essas citocinas inflamatoérias podem inibir a sinalizagéo de insulina
(Hotamisligil et al., 1995, Hotamisligil et al., 1996). Estudos genéticos usando RNA
mensageiro de interferéncia em genes de mediadores inflamatérios também

mostraram efeitos benéficos sobre a a¢do da insulina (Uysal et al., 1997).

O estado inflamatério devido ao estado metabdlico obeso ndo se caracteriza

pelos sinais cardinais da inflamac&o (rubor, inchaco, dor e calor). As respostas



classicas incluem aumento do metabolismo basal e rapida resposta do sistema imune
no local do dano ou da infeccdo. Normalmente, uma vez que a infec¢do ou 0 dano seja
resolvido, o estado inflamatério também é freado (Hotamisligil, 2006). Por outro lado, o
gatilho para a inflamacado na obesidade é metabdlico, causado pelo desequilibrio entre
a ingestao de nutrientes e 0 gasto energético e, caso haja perda de peso, a inflamacéo
é revertida. Sinais metabdlicos que emergem de células metabdlicas (principalmente
adipécitos), iniciam a resposta inflamatéria e alteram a homeostase metabdlica

(Gregor e Hotamisligil, 2011).

Geralmente, um patdgeno inicia a inflamacao, ativando uma via de sinalizacao
na célula hospedeira ou na célula imune sentinela, que da origem a uma resposta
imune. Entretanto, ainda ndo se sabe exatamente como se da o sinal para iniciar a
inflamacdo em animais obesos ou que ingerem excesso de nutrientes, especialmente
0s acidos graxos saturados. Contudo, ja se pode afirmar que o sinal se origina nas
células metabdlicas (adipdcitos, midcitos ou hepatdcitos), as quais podem iniciar uma
resposta frente a uma situacdo nociva. Por exemplo, o adipécito pode ativar varias
vias de sinalizagao inflamatéria, como a ativacdo do inflamassoma, das vias cinase c-
JUN terminal (JNK) e fator nuclear kB (NF-kB), e produzir citocinas proinflamatorias.
Cabe ressaltar que 0 aumento nos niveis de citocinas proinflamatérias em tecidos de
individuos obesos é significativo, porém modesto em comparacao aguele que ocorre

durante uma infeccéo, trauma ou resposta imune aguda (Gregor e Hotamisligil, 2011).

A primeira descricdo da inflamacdo em tecidos de camundongos obesos
mostrou niveis aumentados de TNF-a no tecido adiposo, e também dentro dos
adipécitos, em comparacédo a individuos magros (Hotamisligil et al., 1995). Apés o
primeiro estudo, Varios outros surgiram, cada vez mais, apontando para diferencas
entre os perfis inflamatérios entre individuos obesos e eutréficos. Varios estudos
apontam que, além do TNF-a, outras citocinas proinflamatérias se apresentam
aumentadas em tecidos de individuos obesos, como IL-6, IL1-B e muitas outras
(Shoelson et al., 2006, Berg e Scherer, 2005). Contudo, n&o apenas o tecido adiposo
costuma apresentar maiores niveis de expresséo de citocinas proinflamatérias. Sabe-
se que outros tecidos também apresentam esse perfil, como figado, musculo,
pancreas e encéfalo (Cai et al., 2005, Ehses et al., 2007, De Souza et al., 2005,
Saghizadeh et al., 1996).

Estudos das vias de sinalizagdo celular identificaram as proteinas JNK, IKK
(IkB cinase) e, mais recentemente, a proteina PKR (proteina cinase dependente de

RNA) como contribuintes principais da inducdo da inflamag&o em tecidos envolvidos



com o metabolismo (Solinas e Karin, 2010, Nakamura et al., 2010). Além disso, 0
sensor imunoldgico conhecido como inflamassoma e os receptores Toll-Like (TLRs) do
sistema imune inato, também estdo mais ativados em tecidos de animais obesos do
gue quando comparados aos controles. Adicionalmente, embora os fatores de atragéo
elou ativacdo de células imunes em tecidos obesos ndo estejam bem elucidados,
sabe-se que células isoladas da medula 6ssea podem migrar até um meio de cultura
contendo adipécitos explantados de animais obesos, identificando uma possivel
conexao entre tecidos de animais obesos e a infiltracdo de células imunoldgicas (Ito et
al., 2008).

O estado de ativacdo das células imunes que migram para o tecido adiposo
(seja M1 ou M2; proinflamatdrio ou anti-inflamatério, respectivamente) é influenciado
por fatores metabdlicos (Gregor e Hotamisligil, 2011). Sabe-se que tecidos de
camundongos obesos tendem a apresentar um aumento da populagdo proinflamatdria
(M1) de macréfagos que, por sua vez, podem prejudicar a acao da insulina (Olefsky e
Glass, 2010).

Todavia, ndo apenas macréfagos podem migrar para tecidos metabélicos em
obesos. Tanto mastdcitos como células Natural Killer (NK) também estdo aumentados
no tecido adiposo de obesos e podem contribuir para o estado inflamatério e para a
fisiopatologia metabdlica (Liu et al., 2009, Ohmura et al., 2010). Além disso, ja foi
verificada alteracdo da populacéo de células T do tecido adiposo de animais obesos. A
relacdo de células T CD8+/ TCD4+ aumenta de acordo com o0 aumento da obesidade,
e a populacédo de células T reguladoras (T reg) diminui, criando um ambiente favoravel

a ativacdo imune (Feuerer et al., 2009, Nishimura et al., 2009).

Outro fator que diferencia a inflamacdo classica da metainflamacao (termo
utilizado para indicar a inflamacdo em decorréncia da obesidade, ou de vias
metabdlicas alteradas, é a cronicidade. A secrecdo de citocinas proinflamatérias e a
infiltracdo de células imunologicas nos tecidos metabdlicos, em caso de obesidade,
crescem gradualmente e tendem a ndo desaparecer, a menos que haja perda de
peso. Esses eventos contrastam com a resposta inflamatéria aguda, que tende a

terminar com a resolucao da inflamagé&o (Gregor e Hotamisligil, 2011).

Um estudo relatou aumento na expressdo de genes relacionados a
macrofagos no tecido adiposo de individuos obesos j4 na terceira semana apds o
inicio de uma dieta hiperlipidica (Xu et al., 2003), embora um aumento mais acentuado
ocorra a partir da décima sexta semana, coincidindo com a detec¢éo da resisténcia a

insulina. Outro estudo (Strissel et al., 2007), também verificou aumento da expressao



de genes relacionados a macréfagos em tecido adiposo, mas somente a partir da
oitava semana. Esses autores correlacionaram o0 aumento da infiltracdo de
macréfagos com a morte celular de adipécitos, apontando os macréfagos como
responsaveis pela remocdo das células mortas e pelo remodelamento do tecido
adiposo. O motivo do remodelamento do tecido adiposo durante a obesidade ainda é
uma area pouco explorada. Parece que o estado inflamatorio induzido pela obesidade
nao é tao critico a ponto de estimular a resolucdo desta condigdo, e, por isso, 0s sinais
inflamatérios sdo mantidos a longo prazo. Além disso, uma vez que a obesidade é
uma doenca crdnica, ha a persisténcia do estimulo. Outra diferencga entre o paradigma
classico de inflamacdo e a metainflamacdo é o estado metabdlico. Enquanto no
paradigma classico hda um aumento da taxa metabdlica, a metainflamacdo é

caracterizada pela diminui¢cdo da taxa metabdlica (Gregor e Hotamisligil, 2011).

O tecido adiposo é o local onde as primeiras alteracdes inflamatérias foram
descritas. Mediadores inflamatérios no tecido adiposo podem causar resisténcia a
insulina em adipdcitos (Hotamisligil e Spiegelman, 1994). Por exemplo, adipdcitos
tratados com TNF-a exibem diminuicdo da sensibilidade a insulina e diminuicdo da
captacédo de glicose (Engelman et al., 2000, Stephens et al., 1997). Além disso, como
resposta a sinais provenientes de nutrientes ou de citocinas, JNK ou IKK séo ativadas
e podem ter como alvo o substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1), para fosforilacdo
de serina, 0 que inibe a via de sinalizacdo de insulina. Ndo apenas JNK e IKK estédo
envolvidas no bloqueio desta via, como muitas outras proteinas, como PKR, cinase
ativada por estresse (SEK), cinase reguladora de sinal extracelular (ERK) e
mammalian target of rapamycin (mTor), resultando na ativacdo de diversas vias
celulares que podem culminar com a diminuicdo da sinaliza¢do da insulina (Boura-
Halfon e Zick, 2009).

Alguns grupos de pesquisa fizeram delecbes completas de populacBes de
células do sistema imune. Um estudo depletou a populagéo de células CD11c+, que
incluem macréfagos, células dendriticas e neutrofilos, entre outros, e mostrou que a
sensibilidade a insulina aumentou nos animais que tiveram as células depletadas
(Patsouris et al., 2008). Outros trabalhos, envolvendo a deplegéo de células T CD8+,
com aumento de células T CD4+ e células T reguladoras, relataram melhora na
sensibilidade a insulina de camundongos obesos (Feuerer et al., 2009, Nishimura et
al., 2009).Pesquisas com deplecdo de mastdcitos e células natural killer também
verificaram reducgdo da inflamacdo no tecido adiposo e melhora da homeostase da
glicose (Liu et al., 2009, Ohmura et al., 2010). Esses estudos apontam o0 sistema

imune e suas acdes inflamatdrias como contribuintes para a ruptura da fungéo



metabdlica. Portanto, a remoc¢do de componentes imunolégicos celulares seria
benéfica para a sinalizacdo da insulina. Dessa forma, evidencia-se o papel da
inflamacé&o do tecido adiposo na manifestac@o da resisténcia a insulina que acontece
com a obesidade.

Embora ndo seja considerado um 6rgdo metabdlico classico, o encéfalo é o
local onde se da a regulacéo do apetite e o controle do gasto energético. O encéfalo e,
especificamente o hipotadlamo, responde a sinais enddcrinos e metabdlicos, incluindo-
se 0s proprios nutrientes, a insulina liberada pelo pancreas e a leptina secretada pelo
tecido adiposo (Gregor e Hotamisligil, 2011).

Tanto a leptina quanto a insulina tém importantes efeitos anorexigenos,
mediados pela sinalizacdo hipotalamica. E interessante notar que, na obesidade, o
hipotalamo tende a apresentar resisténcia a insulina e a leptina, levando a perda do
controle do comportamento alimentar e, consequentemente, exacerbando o ganho de
peso (Obici e Rossetti, 2003). Além de influenciar o apetite, o sistema nervoso central
pode influenciar também a resposta de érgaos periféricos a nutrientes, como se pode

observar no controle hipotalamico da producéo hepatica de glicose (Obici et al., 2002).

A inflamacéo tecidual do sistema nervoso central ocorre de forma diferente em
relacdo aos tecidos periféricos. Isso acontece porque reacdes inflamatorias
exageradas podem danificar esse tecido, que €& muito delicado. Uma das
caracteristicas que diferencia a acao inflamatéria do tecido nervoso e a inflamacao nos
tecidos periféricos € a presenca da barreira hematoencefalica. Esta barreira
hematoencefalica proporciona um ambiente controlado para a otimiza¢do da funcéo
neuronal, limitando a inflamacé&o, impedindo a entrada de proteinas plasméaticas, bem
como de células imunolégicas periféricas e dos mediadores inflamatérios produzidos
por elas (DeSalvo et al., 2011, Banerjee e Bhat, 2007). Além disso, 0 parénquima do
sistema nervoso central apresenta um perfil anti-inflamatério, principalmente devido as
concentracoes de fator de crescimento tumoral 8 (TGF-B), IL-10 e gangliosideos que

podem ser toxicos aos linfécitos T (Irani et al., 1996, Strle et al., 2001).

No sistema nervoso central, a microglia e os astrdcitos sdo o0s principais
responsaveis por iniciar a resposta a estimulos nocivos. A resposta a um patégeno, ou
a algum dano, inicia com o reconhecimento de alguma caracteristica estrutural do
patdgeno, ou alguma substéncia liberada pelo dano (Kawai e Akira, 2010, Kufer e
Sansonetti, 2011), que ativa a via do TLR, que por sua vez ativa a via do NF-kB,

resultando na transcricdo de genes da familia das citocinas IL-1B (O'Neill, 2004).
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Alguns peptideos permanecem sem serem clivados até a ativacdo da via da caspase-
1, quando hé liberagéo de IL1-B ativa (Martinon e Tschopp, 2004).

A ativacdo da via da caspase-1 € iniciada pela sinalizagdo de um outro grupo
de receptores das células da imunidade inata, os receptores NLRs (nucleotide-binding-
domain leucine-rich repeat-containing receptors) (Stutz et al., 2009). A inter-relacéo
entre a sinalizacdo do TLR e do NLR protege contra danos, e as duas familias de
receptores sdo expressas em células que participam da imunidade inata no sistema
nervoso central. A microglia expressa todos os tipos de TLRs, enquanto os astrécitos

expressam alguns tipos (Downes e Crack, 2010, Gorina et al., 2009).

Uma vez ativada, a microglia secreta citocinas por meio da ativacédo da via do
NLR, como IL1-B e IL-18 que, por sua vez, estimulam a producdo de uma via de
sinalizacao proinflamatoria tanto na microglia quanto em astrocitos (Chakraborty et al.,
2010, Halle et al., 2008, Salminen et al., 2008). Por exemplo, a IL1-B pode induzir a
expressao de TNF-a e IL-6. Essas citocinas proinflamatdrias podem alterar a funcéo
da barreira hematoencefélica e favorecer o recrutamento de leucdcitos presentes no
sangue. Além disso, as citocinas proinflamatérias podem estimular tanto o
recrutamento quanto a proliferacdo das células da imunidade inata do sistema nervoso
central (Blamire et al., 2000). A infiltracdo de células do sistema imunolégico periférico
€ importante para a defesa contra infeccdo e para reparar danos apos trauma ou
isquemia no SNC. Entretanto, € necessario que a inflamacdo gerada a partir do
recrutamento de células periféricas seja contida para evitar os possiveis danos de uma
resposta inflamatéria excessiva ou inapropriada (Trifilo e Lane, 2004, Chen et al.,
2001).

Alguns trabalhos indicam que determinadas vias inflamatérias estdo mais
ativadas no hipotdlamo durante a obesidade. Um estudo mostrou aumento da
expressao de TNF-a, IL1-B e IL-6, entre outros marcadores inflamatérios, no
hipotalamo de camundongos tratados com uma dieta hiperlipidica, quando
comparados aos seus controles (De Souza et al., 2005). Além disso, camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica mostraram aumento da apoptose no hipotalamo
(Moraes et al., 2009). Em outro estudo, em camundongos submetidos a uma dieta
hiperlipidica, a ativagdo especifica de IKKB encefalica resultou em aumento do
consumo alimentar e ganho de peso, com resisténcia hipotalamica significativa a
insulina e a leptina (Zhang et al., 2008). No entanto, a inibicao da sinalizacédo de IKKf
no encéfalo restaurou a sensibilidade a insulina e a leptina e preveniu o ganho de peso

dos animais, resultando em melhora da homeostase da glicose. Mais evidéncias
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apoiam a ideia de que a neuroinflamacéao pode exercer importante papel na resisténcia
a insulina induzida pela obesidade. A via TLR, do sistema imune inato, esta envolvida
em reconhecer patdégenos e iniciar a resposta imune apropriada. Sabe-se que, durante
tratamento com dieta hiperlipidica, acidos graxos saturados podem ativar, sozinhos, a
via de sinalizacdo TLR (Milanski et al., 2009). Além disso, a dele¢édo da proteina de
diferenciacdo mieldide 88 (Myd88) encefélica, que é uma molécula da via de
sinalizacdo TLR, reforcou a sinalizacdo de leptina em camundongos alimentados com
dieta hiperlipidica, quando comparados aos controles. A recuperag¢do da sinalizagéo
de leptina foi acompanhada por um decréscimo do consumo de alimentos e por
diminuicdo do ganho de peso, com consequente melhora da homeostase da glicose
(Kleinridders et al., 2009).

Os resultados relatados até aqui revelam que as vias inflamatdrias do sistema
nervoso central na obesidade podem ser as principais envolvidas no prejuizo a
homeostasia metabdlica sistémica, contribuindo para a inibicdo da sinalizacdo da
insulina e da leptina e impedindo a regulacdo do consumo de alimentos, do peso

corporal e do metabolismo sistémico.

Pesquisas recentes indicam que o peso corporal excessivo e a obesidade
podem ser facilitadores e preditores de doengas neurodegenerativas (Cai, 2013, Gupta
et al., 2012). Embora os mecanismos patogénicos que expliguem essa correlacao
ainda ndo estejam bem elucidados, estudos epidemiolégicos e clinicos tém associado
fatores inflamatérios, como proteina C-reativa (Anty et al., 2006, Mohamed-Ali et al.,
1997), TNF-a (Hotamisligil e Spiegelman, 1994), IL-6 (Mohamed-Ali et al., 1997,
Heinrich et al., 1990) e moléculas de adesdo (Kressel et al., 2009) a disfuncbes

neurologicas subsequentes a desordens metabdlicas.

Além disso, ha a participacéo de células gliais, como microglia e astrécitos, na
inflamacgédo central induzida pela alimentacdo em excesso. A alimentacdo com uma
dieta hiperlipidica levou a uma producdo excessiva de IL-6 pela microglia ativada
(Tapia-Gonzalez et al., 2011) e ativagdo de astrocitos por varios estimulos, tais como
citocinas proinflamatérias (Belanger et al., 2011) e acidos graxos saturados (Gupta et
al., 2012), o que, por sua vez, estimulou a liberagdo de mais citocinas proinflamatdrias,

como TNF-a e IL-6, que podem contribuir com a metainflamacéo central.

O envelhecimento é caracterizado por uma deterioracdo progressiva nas
funcgBes fisioldgicas e nos processos metabdlicos (Jacob et al., 2011), o que, por sua
vez, diminui a adaptacdo do individuo ao meio ambiente. Além disso, esse é o

momento da vida em que o dano cerebral acumulado ao longo da vida se manifesta
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(Pisarska et al., 2000), aumentando sua vulnerabilidade aos processos patoldgicos.
Mais de 35% dos individuos com mais de 65 anos sdo obesos nos Estados Unidos e a
previsdo é que, em 2030, a obesidade atinja metade da populagéo de idosos (Wang et
al., 2007). Esses dados sdo preocupantes, em virtude dos prejuizos que estdo
associados a obesidade, como doencgas cardiovasculares e diabetes tipo 2. Além
disso, os dados citados chamam atencéo das autoridades para esse grupo especifico
da populacéo, que se torna mais vulneravel, acarretando problemas econémicos e dos

sistemas de saude (Hubert et al., 1983).

Ha varias evidéncias de que a obesidade tem efeitos deletérios nas funcdes
cerebrais e cognitivas em individuos idosos (Gustafson et al., 2007, Beydoun et al.,
2008). Numa coorte muito conhecida, o estudo de Framingham, a razdo cintura/quadril
elevada foi associada a significativo declinio cognitivo na idade avangada (Wolf et al.,
2007). Além disso, a obesidade também esta associada com prejuizo cognitivo e
também com o aumento da incidéncia da doencga de Alzheimer (Gorelick et al., 2011,
Luchsinger, 2008). Esse transtorno é caracterizado por prejuizo da funcao cognitiva e
da interacdo social, associado a perda de memobria e alteracbes emocionais
(Grammas, 2011, Stefani e Liguri, 2009). Morfologicamente, a doenca se caracteriza
por acumulo do peptideo B-amildide no espaco extracelular (originando as placas
senis) (Querfurth e LaFerla, 2010). Adicionalmente, a formacdo dos emaranhados
neurofibrilares, a partir da intensa fosforilacdo da proteina tau, também faz parte da

fisiopatologia da doenca de Alzheimer (Querfurth e LaFerla, 2010).

Tanto a formacdo de placas senis quanto a formacdo dos emaranhados
neurofibrilares, sdo acompanhadas de ativagdo microglial e astrocitaria e da elevacao
dos niveis de mediadores proinflamatérios no sistema nervoso central (Lee et al.,
2010, Lue et al, 2001, Verkhratsky et al., 2010). Em longo prazo, este estado
inflamatério causa ativacao glial e dano neuronal, o que, por sua vez, da continuidade
a um ciclo de neuroinflamacéo e neurodegeneragédo. Contudo, ainda nédo esté claro se
a neuroinflamacéo é causa ou consequéncia da doenca de Alzheimer. Porém, sabe-se
gue h& correlagéo entre os niveis periféricos elevados de citocinas pré-inflamatorias,
como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-1p (IL-1B) e interleucina-6 (IL-

6), e 0 maior risco de desenvolvimento da doenca de Alzheimer (Tan et al., 2007).

Sugere-se que a ativacdo das vias inflamatorias contribua para os prejuizos
das funcdes cognitivas relacionados a obesidade (Pistell et al., 2010), e que, embora
0S mecanismos pelos quais a obesidade promova a neuroinflamacéo ainda sejam

pouco entendidos, os dados obtidos até entdo sugerem que a idade avancada exerce
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efeito sinérgico com a obesidade. Ainda ndo ha estudos que tenham como objetivo
investigar os mecanismos especificos, relacionados ao envelhecimento, que
exacerbam a neuroinflamacgé&o induzida pela obesidade, no entanto ha evidéncias de
gue mecanismos envolvidos na regulacao da integridade da barreira hematoencefélica
estejam envolvidos tanto na instalacdo quanto no desenvolvimento do declinio
cognitivo e da doenca de Alzheimer (Zlokovic, 2011, Tucsek et al., 2013).

Estudos com animais indicam que a obesidade esta relacionada tanto com
dano oxidativo no sistema nervoso central, quanto com a neuroinflamacéo (Farr et al.,
2006, Pan et al.,, 2008, Lavin et al., 2011). Em camundongos machos obesos, por
exemplo, alteragcbes metabdlicas sdo seguidas de prejuizo do aprendizado e
diminuicdo da plasticidade sinaptica hipocampal (Hwang et al., 2010). Isso porque
varias adipocinas sao citocinas proinflamatérias capazes de cruzar a barreira
hematoencefélica (Kastin e Pan, 2003, Pan et al., 2007) e varias dessas sdo indutoras
de astrogliose e microgliose reativa. Ja se observou astrogliose reativa em
camundongos obesos em algumas regides do hipotalamo, do hipocampo e do cortex
cerebral (Pan et al., 2008, Hsuchou et al., 2009, Ouchi et al., 2011). Entretanto, ainda
nao se sabe exatamente quais os fatores metabélicos que podem estar relacionados a

gliose reativa nesses animais obesos.

A astrogliose é caracterizada pela sintese aumentada de proteina acida fibrilar
(GFAP), um filamento intermediario encontrado em astrécitos maduros, que modula a
morfologia e a atividade astrocitaria promovendo a estabilidade nesses filamentos
(Eng et al., 1971, Eng et al., 2000). Além da inducdo da secrecdo de varias citocinas
durante a neuroinflamacdo, a astrogliose reativa também é um marcador de dano
encefélico e, como j& descrito, dietas hipercal6ricas ou hiperlipidicas sdo sabidamente
indutoras de dano ao sistema nervoso central (Hoane et al., 2011, Langdon et al.,
2011).

Embora os astrdcitos sejam as células mais abundantes no encéfalo, a
microglia mostra uma rapida resposta a desafios inflamatérios e traumaticos (Streit,
2002, Zhang et al., 2010), com mudangas em marcadores comuns de leucdcitos,
particularmente CD11b, CD45 e CD68.

A atividade proinflamatéria durante a obesidade esta associada a inUmeros
prejuizos a homeostase. Por outro lado, as modificagdes fisioldgicas que acontecem
em decorréncia do envelhecimento culminam em uma incapacidade de manutencgéo
do equilibrio homeostatico, diminuindo a capacidade de adaptacdo do individuo ao

ambiente, com maior vulnerabilidade aos processos patoldgicos (Balcombe e Sinclair,
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2001). Dessa forma, as doencas potencializadas pela obesidade parecem ser ainda
mais prejudiciais em idosos (Souza et al., 2007, Teixeira e Guariento, 2010).
Individuos obesos tendem a apresentar inflamacdo sustentada, principalmente pela
liberacdo de moléculas préinflamatdérias, especialmente pelo tecido adiposo. Esse fator
pode aumentar a suscetibilidade desses individuos obesos ao desenvolvimento de
doencas neuroldgicas, como a doenca de Alzheimer e a doenca de Parkinson, por
exemplo (Ouchi et al., 2011). Por isso, é importante que seja investigado de que
forma a obesidade pode alterar a homeostase do sistema nervoso central em
individuos de diferentes idades.
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Hipbtese

A hip6tese do presente trabalho é que a obesidade induzida por dieta de
cafeteria aumenta a sintese e liberacdo de moléculas proinflamatérias, tanto no
sangue quanto em estruturas associadas a cognicdo, como o hipocampo e o cortex
cerebral, no sistema nervoso central, e provoca hiperfosforilagdo da proteina tau de
modo diferente, de acordo com a idade.

Objetivo geral

Avaliar a participacdo da obesidade, induzida por dieta de cafeteria, na inducéo do
estado proinflamatério no sistema nervoso central e verificar a diferenca de

suscetibilidade a essas alteracbes devido a idade dos individuos.

Objetivos especificos

Avaliar o efeito da obesidade e comparar os grupos de diferentes idades em
relacdo aos seguintes fatores:

e Ganho de peso semanal e consumo alimentar de animais tratados com dieta
de cafeteria e animais tratados com dieta de biotério, nas diferentes idades;

o Perfil lipidico, glicemia de jejum e niveis séricos de insulina, leptina,
adiponectina, IL-10 e IL-1pB;

e Concentragdo de IL1- no cortex e no hipocampo;

e Ativacdo microglial por marcacdo com CD68, e ativagdo astrocitaria por
marcagdo com GFAP no cortex cerebral e no hipocampo.

e Fosforilagdo da proteina tau no cértex cerebral e no hipocampo.
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Material e métodos

1.Animais
Foram utilizadas ratas fémeas Wistar adultas, com 3 e 18 meses de idade,

provenientes do biotério central da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os
animais foram separados em grupos de, no maximo, cinco por caixa, com livre acesso
a dieta e a agua, e permaneceram em ambiente com temperatura controlada entre
22°42°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas (das 6 as 18h). Os animais foram
divididos em quatro grupos e tratados durante 12 semanas: Controle 6 meses: animais
de 3 meses, no inicio do experimento, que receberam racdo padrédo e agua; dieta 6
meses: animais de 3 meses, no inicio do experimento, que receberam dieta de
cafeteria com refrigerante e agua; controle 21 meses animais com 18 meses, no
experimento, que receberam dieta padrdo e agua; dieta 21 meses: animais de 18
meses, no inicio do experimento, que receberam dieta de cafeteria com refrigerante e
agua (Figura 1). O desenho experimental esta representado na Figura 2. Esse projeto
foi aprovado no CEP da UFRGS sob namero 21962.

Dieta Padrao

Ratas com 3 meses l i

Dieta de Cafeteria

Dieta Padrao

Ratascom 18 meses |

Dieta de Cafeteria

Figura 1. Grupos experimentais.
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Semanas

Fornecimento da dieta e quantificacio do consumo |

12 102 122

I T 1 1 T 1 1 T 1 T 1 |
v ) Inicio da verificagio do ciclo
Inicio da dieta estral
Decapitacdo

Figura 2. Desenho experimental

2.Dieta

A dieta de cafeteria constitui um modelo de estudo de obesidade exdgena, e é
caracterizada pelo estimulo a ingestdo de alguns alimentos que, normalmente, fazem
parte dos habitos alimentares dos paises ocidentais. Muitos itens alimentares
empregados neste modelo sdo ricos em carboidratos simples e gorduras, resultando
em alimentacédo hipercalérica, quando comparada a racdo padrdo de biotério. A oferta
destes alimentos resulta em aumento da ingestao calorica, obesidade, resisténcia a

insulina, entre outros (Prada et al., 2005).

Este tipo de dieta tem sido empregado em ratos 7 dias ap6s o parto (Weisberg
et al., 2003), a partir do desmame (21 dias de vida) (Prats et al., 1989), ou mesmo em
ratos adultos (Rothwell e Stock, 1979). Em geral, a dieta é administrada por 3 a 8
semanas, mas ja foram realizados estudos com um periodo maior do que 5 meses (De
Schepper et al., 1998). A quantidade de itens de consumo disponiveis aos animais
varia de 2 a 40, sendo que alguns autores descrevem o emprego de 2 itens
alimentares diferentes a cada dia, dentro de uma relacdo de 10 itens (Flatt et al.,
1984), enquanto outros oferecem 12 itens diariamente, sem variacdo (Prats et al.,
1989).

A dieta padrdo oferecida aos animais nesse estudo foi a ragdo de biotério
(NUVILAB CR-1), que possui 2,95 kcal/g, sendo 55% de carboidratos, 22% de

proteinas e 4,5% de lipideos.

A dieta experimental escolhida foi uma dieta palatavel hiperlipidica e
hipercal6rica, composta de aproximadamente 16% de proteinas, 40% de gordura e
44% de carboidratos, adaptada de uma dieta hiperlipidica conhecida como dieta de
cafeteria ou dieta ocidental (Estadella et al., 2004), seguindo-se os padrdes utilizados

por Goularte (Goularte et al., 2012). A dieta de cafeteria foi disponibilizada a vontade,
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todos os dias, aos animais do grupo dieta, e foi composta de acordo com a tabela 1.

Os alimentos foram agrupados de acordo com a Tabela 2 e cada grupo de alimentos

foi oferecido em dias alternados.

Tabela 1: Alimentos oferecidos na dieta de cafeteria. Adaptada de Goularte et al. 2012

Alimento Qtd(g)* kcal* CHO(g)* PTN(g)* LIP(g)* Na'(mg)*
Racdo Padréo 1 2,95 0,55 0,22 0,04 2,7
Salame (Majestade, Brasil) 1 3,38 0 0,32 0,24 12,48
Bisnaga Seven Boys 1 2,95 0,53 0,09 0,04 4,7
Yokitos Bolinha Sabor Queijo (Yoki,

Brasil) 1 4,8 0,6 0,06 0,24 11,04
Deliket Jelly Bean 1 3,8 0,95 0 0 0,2
Linguica (Perdigéo, Brasil) 1 3,18 0,01 0,18 0,32 15,73
Bolo de Chocolate (Nutrella, Brasil) 1 3,25 0,5 0,05 0,12 6,18
Bolacha Maisena 1 4,3 0,73 0,07 0,12 4,33
Marshmallow 1 3,3 0,8 0,04 0 0,31
Presunto gordo com capa de gordura

(Sadia, Brasil) 1 1,55 0 0,17 0,09 8,33
Salgadinho Fritello 1 5,08 0,52 0,08 0,29 6,4
Biscoito Waffer de chocolate

(Bauducco, Brasil) 1 52 0,63 0,05 0,27 1,13
Bala de Goma Dori Gomets 1 3,6 0,9 0 0 0,5
Coca-Cola (Coca-Cola, Brasil) 1 0,43 0,11 0 0 0,05

* Qtd= quantidade; kcal= kilocalorias; CHO= carboidratos; PTN= proteinas, LIP=lipideos, Na+= sddio.

Tabela 2: Grupos de alimentos oferecidos em dias alternados. Adaptada de Goularte et al. 2012

item 1 item 2 item 3 item 4 item 5
Racao Salgadinho

A Padréo Salame Yokitos Bisnaguinha Jelly Bean
Racao

B Padréo Linguica Bolo de Chocolate Biscoito Maisena  Marshmallow
Racao Bala de

C Padrédo Presunto Wafer Salgadinho Fritello Goma

3.Consumo alimentar



19

Os alimentos foram pesados antes de serem fornecidos aos animais. Vinte e
guatro horas apos o fornecimento, realizava-se a pesagem dos alimentos restantes. A
medida do consumo foi calculada pelo peso dos alimentos fornecidos menos o peso
dos alimentos restantes. A partir da quantidade de alimento consumida, fez-se o
calculo do consumo de cada nutriente, com uso das informag¢fes nutricionais dos
alimentos oferecidos, assumindo-se o valor calérico de 4 kcal/lg de carboidrato, 4
kcal/g de proteina e 9 kcal/g de lipideos.

Os animais foram pesados, individualmente, uma vez por semana e também no
dia da decapitacdo, para posteriores calculos de variacdo de peso e indice adiposo
(quantidade de gordura abdominal em gramas/peso corporal em gramas).

4. Acompanhamento das fases do ciclo estral

Apo6s 10 semanas de dieta, o lavado vaginal de cada animal foi analisado
diariamente. A coleta foi realizada com auxilio de uma pipeta plastica contendo soro
fisiolégico, introduzida no canal vaginal da fémea, onde se fazia o lavado. O liquido era
depositado sobre uma lamina e analisado a fresco no microscépio 6ptico. Pela andlise
da composicao celular do esfregaco, inferiu-se em qual fase do ciclo estral o animal se
encontrava. O ciclo estral de ratas Wistar € dividido em 4 fases: proestro, quando o
lavado é composto principalmente de células epiteliais; estro, quando o lavado é
composto principalmente de células epiteliais cornificadas; metaestro, quando o lavado
€ composto de células epiteliais corneificadas e leucécitos, e diestro, quando o lavado

€ composto principalmente por leucécitos (Jacobs et al., 2014).

5. Coleta de tecidos

A fim de garantir menor influéncia dos hormbnios sexuais sobre os parametros
analisados, todas as coletas foram realizadas na fase do diestro do ciclo estral. Ao
final de 12 semanas do inicio do experimento, foram retirados os alimentos e os
refrigerantes das caixas as 7h da manha. As 13h, quando totalizavam 6 horas de
jejum, realizou-se a decapitacdo e foram coletadas as estruturas de interesse. As
fracbes de gordura visceral, perigonadal e retroperitoneal (que juntas constituem a

gordura abdominal) foram retiradas e pesadas.

Fez-se a dissecacdo do encéfalo e a secgdo sagital do mesmo em superficie

gelada. O hemisfério esquerdo foi imediatamente mergulhado em solucéo fixadora de
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zinco (ver a secdo de imuno-histoquimica). O cortex e o hipocampo do hemisfério
direito foram dissecados e congelados para posteriores analises pelos métodos de
ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) e Western blotting.

O sangue troncular foi coletado em tubos de ensaio contendo gel separador
Vacuette® Ref.455071. Apos periodo de coagulagéo, o sangue foi centrifugado por 15
minutos a 1000xg. O soro foi coletado, separado em aliquotas, e estocado a -20°C até

0 momento das analises bioquimicas.

6. Dosagens séricas

Realizaram-se as dosagens séricas de insulina (Millipore® Rat/Mouse Insulin
Cat. #EZRMI-13K), leptina (Invitrogen® Rat Leptin Cat.#KRC2281),adiponectina
(Millipore® Rat adiponectin Cat.#EZRADP-62K), Interleucina 10 e Interleucina 1f
(eBioscience®, Rat IL-10 Cat.88-6010-22 e eBioscience® Rat IL-1p Cat.E093071637)
pela técnica Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA), de acordo com as

orientacBes dos fabricantes.

Realizaram-se, além das dosagens descritas acima, a dosagem sérica de
glicose (In Vitro®, Ref. 10261), triacilglicerdis (Labtest® Ref.87), colesterol total
(Labtest® Ref.76-2/100) e fracdo HDL (Labtest®Refl350), por testes enzimaticos
colorimétricos, de acordo com as orienta¢des dos fabricantes.

A fim de mensurar a possivel resisténcia a insulina dos animais, fez-se o
célculo do indice do HOMA (modelo de avaliacdo da homeostase) proposto por
Matthews (Matthews et al., 1985), a partir dos valores de glicose e de insulina séricos

([glicemia em mmol/L x insulinemia em mU/L] / 22,5).

7. Dosagem de citocinas no encéfalo

A interleucina 1B foi dosada nos homogeneizados (ver secdo de

homogeneizacdo de tecidos) de cértex e hipocampo, pelo método de ELISA (kit
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comercial eBioscience Cat E09307-1637), e os resultados foram normalizados para a
guantidade de proteina no tecido.

8. Imuno-histoquimica

8.1 Fixagao

Logo apés as estruturas serem retiradas dos animais, os hemisférios
esquerdos foram colocados em tubos individuais, contendo fixador de zinco no volume
de 10 vezes o volume da peca, por 48 horas. O fixador de zinco contém, por litro, 0,5 g
de acetato de célcio, 5 g de cloreto de zinco, 5 g de acetato de zinco e o restante do
volume de solucao de Tris-HCI 0,1M, pH=7,6. Apos a fixacdo com solucao de zinco, as
pecas foram transferidas para solucdo de alcool 70%, onde permaneceram por, no

maximo, uma semana.

8.2 Emblocamento em parafina

A fim de preservar a estrutura anatdmica das pecas, fez-se 0 emblocamento
em parafina. Apés as pecas serem retiradas da solucdo de alcool 70%, passou-se a
solucdo de alcool 80% por uma hora, depois realizaram-se dois banhos, de uma hora
cada, em alcool 100%, seguidos por dois banhos, de uma hora cada, em alcool
isopropilico, dois banhos, de uma hora cada, em xilol histolégico, finalizando com dois
banhos, de uma hora cada, em parafina, na estufa, a temperatura de derretimento
(aproximadamente 60°C). Por fim, fez-se o emblocamento em parafina, com o cuidado

de evitar a formacéo de bolhas, em formas plasticas especificas para histologia.

8.3 Imuno-histoquimica

Foram realizados cortes coronais em micrétomo, com lamina metdalica, na
espessura de 8 um cada e intervalo de 80 um entre os cortes. Os cortes eram
depositados, um a um, em 4gua destilada a temperatura de 37°C, e posicionados em
lamina histolégica coberta com solugdo de gelatina a 10%. A montagem de cada

lamina foi realizada incluindo um corte de cada grupo experimental.

Para a realizacdo da imuno-histoquimica, inicialmente fazia-se a selecdo das
laminas histolégicas, que deveriam conter, pelo menos 3 sec¢Bes de cada animal

analisado, que pudessem fazer a representagéo antero-posterior do encéfalo.
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Primeiramente, fazia-se a desparafinizacdo da lamina, sempre na capela de
exaustdo, durante 7 minutos, sendo um minuto em cada solugdo: xilol, novamente

xilol, &lcool 100%, novamente &alcool 100%, alcool 95%, alcool 90% e agua destilada.

Apo6s a desparafinizacéo, fez-se o bloqueio da peroxidase. As laminas foram
mergulhadas em solucdo de peroxido de hidrogénio a 3% e metanol a 10% em PBS
(tampao fosfato salino), em incubacdo durante 30 minutos. Apds a incubacdo, os
cortes foram lavados duas vezes, quinze minutos cada, com solugéo de triton 0,2% em
PBS.

Apos a lavagem, realizou-se a incubacao para bloqueio de sitios inespecificos
em solucdo de soro normal de cabra a 3% em solug&o de lavagem (triton + PBS), por
30 minutos. Somente apoOs este Ultimo bloqueio, as bordas dos cortes foram
suavemente enxugadas, e se fez o contorno com caneta hidrofébica, a fim de limitar o

escoamento da solucdo de anticorpos que seria aplicada em seguida.

Os anticorpos foram diluidos (CD68- Millipore® lote NG1869834, na proporcao
de 1:75, GFAP Millipore® lote LV1786434 na propor¢cdo de 1:750) em solucdo de
bloqueio (soro normal de cabra + solugdo de lavagem). Depois, pipetou-se 50 pL da
solucdo de anticorpo sobre cada corte. A seguir, as laminas foram incubadas durante
48 horas a 4°C.

Apoés a incubacao, os cortes foram lavados 2 vezes, com triton 0,2% em PBS
por 10 minutos. Procedeu-se entédo a incubagédo com solucdo de anticorpo secundario
IgG antimouse Santa Cruz® conjugado a peroxidase, na propor¢cédo de 1:500 em PBS.

Apobs, eram realizadas duas lavagens de 5 minutos com PBS.

A revelagdo da imuno-histoquimica foi realizada com solucdo de
diaminobenzidina (DAB) a 0,06% em PBS, mais solucdo de peroxido de hidrogénio a
10% em &gua, na proporgdo de 1 pL da solugéo de peroxido de hidrogénio para cada
1 mL da solucdo de DAB. As laminas foram mergulhadas na solug¢&o por 10 minutos, e
depois realizou-se lavagem com PBS por um minuto. Apds, as laminas foram
mergulhadas em solu¢do de hematoxilina de Meyer por 30 segundos, e colocava-se

em agua corrente por 20 minutos.

Para finalizar, montou-se as laminas, comec¢ando com a desidratagdo das
mesmas, com dois banhos em alcool 96% por um minuto cada, dois banhos em alcool
100% por um minuto cada, e dois banhos em xilol histolégico de um minuto cada. As

laminas foram montadas com uma gota de balsamo do Canada e laminula histolégica.
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A visualizacdo dos cortes histologicos foi realizada em microscopio 6ptico
Nikon® modelo Eclipse E600 e, a captura das imagens, pelo sistema de captura de
imagens Motic Images Plus® 2.0, no aumento de 200x. A andlise das imagens
capturadas foi realizada com o software ImageJ®.

9. Homogeneizacgéo

Realizou-se homogeneizacgéo de tecido do cértex cerebral e do hipocampo das
amostras destinadas as técnicas de ELISA e Western blotting.

A homogeneizacdo das estruturas foi realizada com tampéo de lise (NaCl 150
mM, Tris 20 mM, EDTA 5 mM, glicerol 10%, NP 40 10% e PMSF 1 mM, pH 7,4). Os
homogeneizados foram centrifugados por 10 minutos a 3000 g em centrifuga
refrigerada a 4°C. Apdés, foi feita a quantificacdo de proteinas do sobrenadante pelo
método de Bradford (Bradford, 1976).

10. Western blotting

Para a quantificacdo da expressdo da proteina tau fosforilada (p-tau) em
hipocampo e cortex, utilizou-se a técnica de Western blotting. As proteinas foram
separadas por SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato
de sddio). O homogeneizado, composto por 60 ug de proteinas totais, foi colocado em
cada poco do gel com tampdo de carga e o padrdo de peso molecular correu no
mesmo gel. As amostras foram aquecidas a 100°C por 2 minutos antes de aplicadas

ao gel.

Apés a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose, usando um sistema de transferéncia (mini Trans-blot Electrophoretic
Transfer Cell), a 110 V por 1h30min. As membranas foram incubadas com leite em p6
8% em tampao Tris salino contendo 0,1% de tween 20 (TTBS) por 60 minutos, com o

objetivo de bloquear liga¢des inespecificas.

Apo6s 3 lavagens com agua destilada, as membranas foram incubadas por 16 a
18 horas (a 4°C) com o anticorpo primario anti-human phospho-PHF-tau
pSer202/Thr205 monoclonal antibody da Thermo Scientific® diluido em TTBS na

propor¢do 1:1000. As incubagcfes com os anticorpos secundarios iniciaram apés 3
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lavagens com TTBS e duraram 2 horas a temperatura ambiente. Todas as incubacdes
foram realizadas sob agitacdo constante. Antes de proceder a revelacdo por
guimioluminescéncia, as membranas foram lavadas por trés periodos de 10 minutos
com TBS (TrisHCI 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). A reacdo de quimioluminescéncia
ocorreu com uso de um sistema de detec¢do baseado em substratos luminescentes,
com exposicdo das membranas ao filme autorradiografico Hyperfilm (Amersham) por
aproximadamente 1 minuto. A autorradiografia gerada foi analisada pelo software
Image J®.

Os resultados de cada membrana foram relativizados aos valores encontrados
com a incubacdo das mesmas com o anticorpo primario anti-gliceraldeido fosfato
desidrogenase (GAPDH) na concentracdo de 1:1000. As amostras de todos os grupos

experimentais foram processadas em paralelo.

11. Andlise estatistica

Os dados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) de medidas
repetidas ou ANOVA de duas vias, seguida de pés-teste de Bonferroni, quando
indicado. Os resultados foram analisados com auxilio do software SPSS® verséo 17.0,
e os graficos foram construidos com auxilio do software GraphPad Prism ® verséo 5.0.
O nivel de significaAncia admitido foi de 95% (p<0,05).
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Resultados

1.Consumo alimentar

Os resultados de consumo alimentar foram analisados pelo teste ANOVA de
medidas repetidas, seguida de pés-teste de Bonferroni, representados pela média de
cada grupo experimental. Para os valores de consumo alimentar em quilocalorias
(kcal), ndo houve interagdo entre os fatores dieta e tempo de tratamento (F (s366=1,09;
p=0,3746 para n=6 a 12 animais). Houve efeito estatisticamente significativo do tipo de
dieta (F(366=14,03; p=0,0040 para n=6 a 12), mas ndo houve efeito significativo em

relacdo ao tempo de tratamento (F11,66=1,71; p=0,09 para n=6 a 12) (Figura 3A).

Para os valores encontrados de consumo de carboidratos em gramas por dia
(g/dia), ndo houve interagéo entre os fatores dieta e tempo de tratamento (F(s366=1,09;
p=0,346 para n=6 a 12); houve efeito estatisticamente significativo do tipo de dieta
(F66=5,37; p=0,0390 para n=6 a 12), mas ndo houve efeito do tempo de tratamento
(Fa1,66=0,88; p=0,5614 para n=6 a 12) (Figura 3B).

Para os valores de consumo de proteinas em gramas por dia (g/dia), ndo foi
encontrada interagéo entre os fatores dieta e tempo de tratamento (Fs366=0,84;
p=0,7096 para n=6 a 12). Houve efeito significativo do tipo de dieta (F3e6=82,51;
p<0,0001 para n=6 a 12), embora ndo tenha sido encontrado efeito do tempo de
tratamento (F(11, 66=0,92; p=0,5279 para n=6 a 12) (Figura 3C).

Para os valores de ingestdo de gorduras totais diarias em gramas (g/dia),
verificou-se interacéo entre os fatores dieta e tempo de tratamento (Fss66=3,62;

p<0,0001 para n=6 a 12). Também observou-se efeito significativo do tipo de dieta
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(F3.66=96,02; p<0,0001 para n=6 a 12) e do tempo de tratamento (F¢e6=6,63;
p<0,0001 para n=6 a 12) (Figura 3D).



27

= 3504
A S e dieta 6 meses

-T:' 5501 s 2 = dieta 21 meses
] é L] . = a 4 controle 6 meses
g @ . e« * ° * o v controle 21 meses
g 2504 v - . 8 y Vv A
= v v § Y = v v
o A A W - =
.5 2004 * A a = A
= A A A A
-]
©
°  r——r——T—T—T—T—T—T—r—r

Ng s 8 E 04 &3 3N

Semanas

% e e dieta 6 meses
= s m  dieta 21 meses
S 509 a o o a
® vy ® ° ° . 4 controle 6 meses
S 45{4 v Y ¢ nS ’ e 4
§ - v v . v v controle 21 meses
8 §
: 40 ) ¥ ., s B
o . A 4
b 354 4 A A & A
o A
o}
¢
& R g8 8 4 ©4 ¢ 8,82 .3

Semanas

£ 20 o dieta 6 meses

v v v v v K
B b v v v v v
* jda & 8 Y A = dieta 21 meses
] T A A A
$ P _ - 4 4 controle 6 meses
S
2 101 v controle 21 meses
s [Mat
o © Mewmasga”
w0 4 o
S
7]
3
£ - r—r—r—rrrr—r—r—r—r—

> > > > " d > > > >

N9 4 8§46 4 ¢ 3 38X 9

Semanas
)
% 10
D -~ ° e dieta 6 meses
@ . L] .
s 8{m = o & L4 . ™ = dieta 21 meses
g & . . o e 4 controle 6 meses
s 6 2 = v controle 21 meses
S - o
B o
5 41
o v vy v v ® W
® R G ¢ 2 A p A Eod i A
T 24
o
s
2 0r—T—T—TT—T—T—T—TTT
o > > > > d & > > 2> >
£ NS 8 d o4 333N
Semanas

Figura 3. Dados analisados por ANOVA de medidas repetidas, representados como média. A) Consumo
alimentar em quilocalorias: ndo houve interacdo entre os fatores dieta e tempo de tratamento, nem efeito
do tempo de tratamento, mas houve efeito significativo do tipo de dieta (F(3,66=14,03; p=0,004; n=6 a
12).B) Consumo de carboidratos em gramas por dia: ndo houve interacdo entre os fatores dieta e
tempo de tratamento, nem efeito do tempo de tratamento, mas houve efeito significativo do tipo de dieta
(F,66=5,37; p=0,0390; n=6 a 12). C) Consumo de proteinas em gramas por dia: ndo houve interacio
entre os fatores dieta e tempo de tratamento, nem efeito do tempo de tratamento, mas houve efeito
significativo da dieta (F,66=82,51; p<0,0001; n=6 a 12). D) Consumo de gorduras totais em gramas por
dia: houve interagdo entre os fatores dieta e tempo de tratamento (Fs66=3,62; p<0,0001; n=6 a 12),
houve efeito significativo do tipo de dieta (F66=96,02; p<0,0001; n=6 a 12) e do tempo de tratamento
(F(u,ee):g,Ol; p<0,0001; n=6 a 12).
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2.Perfil lipidico

Os resultados das dosagens de colesterol total, fracdo HDL do colesterol e
triacilgliceréis, em miligramas por decilitro de soro (mg/dL), foram analisados por
ANOVA de duas vias, seguida de pos-teste de Bonferroni, quando indicado. Os

resultados estdo expressos como média * erro padrdo da média.

N&o encontramos diferenca estatisticamente significativa entre os grupos nos
valores de colesterol total. Para os valores de fracdo HDL de colesterol, encontramos
efeito significativo da idade, com F(13=8,57 e p=0,0059. Para os valores de
triacilglicerdis séricos, encontramos interacdo dos fatores dieta e idade, com
F1.36=10,53 e p=0,0025. Na Tabela 3 estdo as médias obtidas para cada resultado.

Tabela 3. Perfil lipidico.

Parametro Controle 6 Controle 21 Dieta 21

(mg/dL) meses meses Dieta 6 meses meses Significancia
Col. 70,937+7,201 102,329+16,993 92,714+22,99 62,128+6,237 ns
HDL-col. 42,909+1,776 36,036%2,183 45,853+3,882 35,307+1,878 b

Triacilgliceréis 62,297+7,966 113,079+29,372 118,297+15,481 76,760+14,433 c

A letra “b” significa efeito da idade, a letra “c” significa interagéo e “ns” significa “n&o significativo”.

3. Peso corporal

Os valores de ganho de peso corporal foram analisados com ANOVA de
medidas repetidas, seguida de pos-teste de Bonferroni e estdo representados como
meédia. Ha interacdo entre os fatores dieta e tempo de tratamento (F(s432=2,52;
p<0,0001, n=6 a 12). Também ha efeito estatisticamente significativo da dieta (F
3.36=4,60; p=0,0080, n=6 a 12) e do tempo de tratamento (F2432=10,96; p<0,0001,;
n=6 a 12) (Figura 4 A).

Para avaliar o ganho de peso corporal, fez-se o calculo do peso final menos
peso inicial (variagdo do peso). Os dados foram analisados com ANOVA de duas vias,
seguida de pés-teste de Bonferroni, e estao representados como média £+ EPM. Nao

ha interacéo dos fatores dieta e idade (F(1,3=0,53; p=0,4701; n=6 a 12), mas ha efeito



significativo da dieta (F(1,36=6,93; p=0,0124,

p=0,0326; n=6 a 12). (Figura 4B)
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Figura 4. Peso corporal. A) Ganho de peso corporal ao longo do tratamento. Dados analisados
com ANOVA de medidas repetidas. Houve interacdo dos fatores dieta e tempo de tratamento
(F(6,432=2,52; p<0,001), efeito da dieta (F(36=4,60; p=0,0080) e do tempo de tratamento
(F(12,432=10,96; p<0,001). B) Variagcdo de peso corporal. Dados analisados com ANOVA de duas
vias. N@o houve interacdo dos fatores dieta e da idade, mas houve efeito significativo da dieta
(F(1,36=6,93; p=0,0124) e da idade (F(36=4,94; p=0,0326). “a” significa efeito da dieta, “b” significa

efeito da idade.

4.Tecido adiposo

Dieta 6 meses
Dieta 21 meses
Controle 6 meses
Controle 21 meses
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n=6 a 12) e da idade (F,35=4,94;

Os resultados de peso de gordura abdominal e também os de indice adiposo

(peso da gordura abdominal/peso corporal total) foram analisados com ANOVA de

duas vias, seguida de pés-teste de Bonferroni. Os resultados estdo expressos como

média + EPM.

Os resultados de peso de gordura abdominal apresentaram interacdo dos
fatores dieta e idade (F(1,36=4,98; p=0,0319; n=6 a 12) e efeito significativo da dieta
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(F(1.36=6,68; p=0,0140; n=6 a 12), embora n&o tenham apresentado efeito significativo
da idade (F(1,36=1,99; p=0,1664; n=6 a 12) (Figura 5A).

Os resultados de indice adiposo, da mesma forma, apresentaram interacdo dos
fatores idade e dieta (F(1,36=4,87; p=0,0337; n=6 a 12) e efeito significativo da dieta
(F(1.36=8,58; p=0,0056; n=6 a 12), embora n&o tenham apresentado efeito significativo
da idade (F(1,36=2,51; p=12,17; n=6 a 12) (Figura 5B).
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Figura 5. Tecido adiposo. A) Peso da gordura abdominal. Houve interacéo dos fatores dieta e idade
(F,36=4,98; p=0,0319; n=6 a 12) e efeito da dieta (F(,36=6,69; p=0,0140), mas ndo houve efeito
significativo da idade. B) indice adiposo. Ha interagdo dos fatores dieta e idade (F,36=4,87;
p=0,0337, n=6 a 12) e efeito da dieta (F(,36=8,68; p=0,0056), mas ndo houve efeito da idade. “a”

significa efeito da dieta, “c” significa interacéo dos fatores dieta e idade.

5. Homeostase da glicose

Para verificar a situagdo da homeostase da glicose nos animais, foi realizada a
dosagem de glicose sérica, de insulina, e também o calculo HOMA (modelo de
avaliacdo da homeostase). Os resultados foram analisados com ANOVA de duas vias,
seguida de pGs-teste de Bonferroni.

N&o houve diferengas estatisticamente significativas de glicemia entre os
grupos (Figura 6A). Os resultados de insulina ndo apresentaram interacéo dos fatores
idade e dieta (Fu36=1,87; p=0,1794; n=6 a 12), nem efeito da idade (F3=1,76;
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p=0,1924; n=6 a 12), mas apresentaram efeito significativo da dieta (F 35=6,94;

p=0,0123; n=6 a 12) (Figura 6B).

Em relagdo ao indice HOMA, ndo houve interacdo dos fatores dieta e idade
(F136=2,38; p=0,1318; n=6 a 12), nem efeito significativo da idade (F 35=2,34;
p=0,1348; n=6 a 12), mas houve efeito significativo da dieta (F 36=6,32; p=0,0165;

n=6 a 12) (Figura 6C).
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Figura 6. Homeostase da glicose. A) Glicemia. Nao houve diferenca significativa entre os grupos. B)
Insulina sérica. Nao ha interacéo dos fatores dieta e idade, nem efeito do fator idade, mas ha efeito
significativo do fator dieta (F36=6,94; p=0,0123; n=6 a 12). C) indice HOMA. N&o ha interagdo dos
efeitos dieta e idade, nem efeito significativo do fator idade, mas ha efeito significativo da dieta

(F,36=6,32; p=0,0165; n=6 a 12). “a”significa efeito da dieta.
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6. Adipocinas

Os resultados das dosagens séricas de adiponectina e de leptina, em mg/dL,
foram analisados com ANOVA de duas vias, seguida de pOs-teste de Bonferroni
guando indicado, e estdo expressos como média *+ EPM. N&do ha diferencas
significativas da concentracdo de adiponectina entre os grupos (Figura 7A). Para os
resultados de leptina, ndo foi encontrada interacdo dos fatores idade e dieta
(Fa35=2,43; p=0,1280; n=6 a 12), mas observa-se efeito significativo da dieta
(F(1.35=4,35;p=0,0444; n=6 a 12) e da idade (F,35=4,13; p=0,0499; n=6 a 12) (Figura
7B).
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Figura 7. Adipocinas. A)Adiponectina. Nado houve diferencas significativas entre os grupos; n=6
a 12. B)Leptina. Nao houve interacdo dos fatores dieta e idade, mas houve efeito da dieta
(F(,35=4,35; p=0,0444; n=6 a 12) e da idade (F,35=4,13; p=0,0499). “a” significa efeito da dieta e
“b” significa efeito da idade.

7. Citocinas

Fez-se dosagem sérica da citocina antiinflamatéria IL-10, e também da citocina
proinflamatéria IL1-B. Os dados foram analisados com ANOVA de duas vias. Para IL-

10, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (figura 8).
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Devido a quantidade reduzida de amostras obtidas, ndo foram realizadas dosagens de
IL-10 no coértex cerebral nem no hipocampo dos animais. J& os valores para IL1-B, no
soro, ficaram todos abaixo de 39 pg/mL, que é o limite detectavel do kit comercial
utilizado.
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Figura 8. Interleucina 10 no soro. N&o ha diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (n=6 a
12; p>0,05).

Realizou-se a dosagem de citocina proinflamatéria IL-18 em homogeneizado
de cortex cerebral e também de hipocampo, relativizados pela quantidade de proteina
dessas mesmas estruturas. Os resultados foram analisados com ANOVA de duas
vias, seguida de poés-teste de Bonferroni. Para os dados de IL1-B no cértex cerebral,
houve interacéo dos fatores dieta e idade (F, 2=7,18; p=0,0126; n=6 a 12), mas ndo
houve efeito significativo da dieta (F(126=3,15; p=0,078; n=6 a 12) nem da idade
(F26=0,41; p=0,5262; n=6 a 12) (Figura 9A).

Para os dados de IL1-B no hipocampo, ha interacdo dos fatores dieta e idade
(Fa27=8,40; p=0,0074; n=6 a 12), e efeito estatisticamente significativo da dieta
(Fa2n=11,52; p=0,0021; n=6 a 12) e da idade (F@.»=12,42; p=0,0014; n=6 a 12)
(Figura 9B).
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Figura 9. IL-1B no cdértex e no hipocampo. A) IL1-B no cértex. Ha interagdo dos fatores dieta e idade
(Fa,26=7,18; p=0,0126; n=6 a 12), mas ndo ha efeito significativo da dieta ou da idade. B) IL1-B no
hipocampo. H& interacdo dos fatores dieta e idade (F@27=8,40; p=0,0074; n=6 a 12), e efeito
significativo da dieta (Fq,27=11,52; p=0,0021) e da idade (F@27=12,42; p=0,0015). “a” significa efeito da

“ "

dieta, “b” significa efeito da idade e “c” significa interacdo dos fatores dieta e idade.

09. Ativacdo microglial e astrocitaria

Foi realizada imuno-histoquimica para CD68 no cértex cerebral, e GFAP no
cértex e no hipocampo. CD68 é um marcador de mondcitos, macréfagos e microglia,
sendo a microglia o alvo da marcacéo no presente estudo. GFAP é um marcador de
astrgcitos. Os resultados foram analisados com ANOVA de duas vias, seguida de pds-
teste de Bonferroni, e estdo expressos como média do numero de células por corte,

para cada grupo (03 cortes ou mais de cada animal) + EPM.

Para os resultados de marcacdo com CD68 no cortex, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p>0,05; n=4) (Figura 10 A e Figura 11).
Para os resultados de marcacdo com GFAP no cértex, observou-se que ndo houve
interagdo dos fatores dieta e idade (Fq, 17=0,81; p=0,3803; n=5 a 6), nem efeito
significativo da idade (F17)=0; p=0,9475; n=5 a 6), mas observou-se efeito
significativo da dieta (F,17=5,27; p=0,0347; n=5 a 6) (Figura 10B e Figura 12).
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Para marcacdo com GFAP no hipocampo, ndo houve interacdo dos fatores
dieta e idade (F@1,11)=1, 27, p=0,2839; n=4 a 5), nem da dieta (F,11)=3,99; p=0,0711,
n=4 a 5), mas observou-se efeito estatisticamente significativo da idade (F,11)=5,75;
p=0,0353; n=4 a 5) (Figura 10C e Figura 13).
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Figura 10. Ativacdo microglial e astrocitaria. A) CD68 no cortex cerebral. Ndo houve diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos (p>0,05; n=4). B) GFAP no co6rtex cerebral. Nado houve
interacdo dos fatores dieta e idade, nem efeito significativo da idade, mas houve efeito da dieta
(F@,17=5,27; p=0,00347; n=5 a 6). C) GFAP no hipocampo. N&o houve interacdo dos fatores dieta e
idade, nem efeito significativo da dieta, mas houve efeito da idade (F,11)=5,75; p=0,0353; n=4 a 5). A

“n

letra “a” significa efeito da dieta e a letra “b” significa efeito da idade.
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Figura 11. Fotomicrografia mostrando a marcacéo de CD68 no cortex
cerebral. Barra=100um
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Figura 12. Fotomicrografia mostrando marcacdo com GFAP no cortex cerebral.
Barra=100pum
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Controle 6 meses Dieta 6 meses

Figura 13. Fotomicrografia mostrando marcagédo com GFAP no hipocampo. Barra=100um

10. Proteina tau fosforilada

Os resultados da analise da expresséo da proteina tau fosforilada, verificada
por Western blotting no homogeneizado de coértex cerebral e hipocampo, relativizados
pela expressdo de GAPDH, foram analisados por ANOVA de duas vias. Ndo houve
diferencas estatisticamente significativas nem em cortex nem em hipocampo entre 0s

grupos (n=6 a 8; p>0,05) (Figura 14).
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Figura 14. Proteina tau fosforilada no cortex e no hipocampo. A) Proteina tau fosforilada no
cortex. Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p>0,05; n=6 a 8). B)
Proteina tau fosforilada no hipocampo. N&o houve diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos (p>0,05; n=6 a 8).
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Discussao

Este estudo mostra que, embora a dieta de cafeteria n&o seja capaz de induzir
um quadro completo de dislipidemia em 12 semanas, em animais submetidos a dieta
aos 3 e aos 18 meses de idade, esse tipo de dieta é suficiente para induzir resisténcia
a insulina nesse periodo de tempo relativamente curto. Além disso, a dieta de cafeteria
contribuiu para a deposicdo de tecido adiposo visceral, que é associado a varios
prejuizos a saude, tanto de individuos jovens, como de idosos, bem como para a
manifestacao de sinais de inflamacdo em estruturas relacionadas a cogni¢do, como o

cortex cerebral e o hipocampo.

Como se pode observar na secdo de resultados, 0os animais que receberam
dieta de cafeteria ingeriram uma dieta com mais calorias, carboidratos e gorduras
totais e menos proteinas do que o0s animais que receberam dieta controle,
caracterizando esta dieta de cafeteria como hipercalérica e hiperlipidica.
Adicionalmente, a dieta de cafeteria apresenta alta palatabilidade para humanos e
parece ser palatavel também para roedores. Dessa forma, associando maior ingestao
calorica e alta palatabilidade, espera-se que o0s animais que recebem dieta de
cafeteria apresentem elevagéo do peso corporal em pouco tempo. Neste estudo, todos
0s animais que receberam dieta de cafeteria apresentaram aumento do consumo

energético e do peso corporal.

Estudos realizados em humanos mostram que, durante o envelhecimento, ha
um declinio gradual da quantidade de alimento ingerido (Hauser e Neumann, 2005,
Morley e Silver, 1988). Além disso, o envelhecimento esta associado a importantes
alteracBes da percepcdo do alimento, como diminuicdo do olfato e do paladar, bem
como diminuicdo da capacidade de percepcdo de texturas, o que também contribui
para a diminuicdo da ingestdo alimentar (Morley, 2001). Neste estudo, com ratos
Wistar tratados por 12 semanas, ndo verificamos diminuicdo da quantidade de
alimento ingerido pelos ratos mais velhos, contrariando os estudos citados. Outros
estudos realizados neste laboratério também ndo mostraram diminuicdo do consumo

alimentar pelos animais mais velhos (dados n&o publicados).

Embora todos os grupos que receberam dieta de cafeteria tenham ganho de
peso corporal significativo ao longo do experimento, o grupo dieta 21 meses
apresentou um ganho de peso cerca de 43% menor do que o grupo dieta 6 meses.
Além disso, os resultados de ganho de peso dependem da idade, ou seja, os dois

grupos de 21 meses (controle e dieta) apresentaram menor ganho de peso corporal ao
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longo do experimento do que os animais de 6 meses. Uma possivel explicacao para a
reducdo do ganho de peso nos individuos com mais idade é que a digestdo e a
absorcdo de nutrientes podem estar prejudicadas. Sabe-se que, em mamiferos com
idade avancada, ha hipossecrecéo de pepsina e de acido cloridrico no estbmago, além
de reducdo da secrec¢do de suco pancreatico, bem como de lipase pancreética e de
sais biliares, reduzindo a velocidade e a eficacia do processo de absorcdo de
proteinas, vitaminas, minerais, de carboidratos e de lipideos (Holt e Balint, 1993,
Woudstra e Thomson, 2002). Entdo, apesar dos animais de 21 meses terem ingerido
guantidades de alimento semelhantes aos animais de 6 meses, podemos sugerir que
tenha havido diminuicdo da absorcdo dos nutrientes que compdem os alimentos,
dificultando o ganho de peso.

Por outro lado, o aumento de gordura abdominal foi significativo em ambos os
grupos que receberam a dieta de cafeteria, mas também houve interacdo entre os
fatores dieta e idade. O grupo dieta 21 meses apresentou peso da gordura abdominal
cerca de 45% menor do que o grupo dieta 6 meses. Uma vez que sugerimos que 0s
animais do grupo 21 meses possam estar absorvendo menos nutrientes, € esperado
gue haja menos deposi¢cdo de gordura nos compartimentos corporais. Esse resultado
contrariou estudos que mostram que o envelhecimento fisiolégico esta associado a um
aumento progressivo da massa adiposa, que pode ser independente do ganho de
peso, com concomitante perda de massa muscular (Prentice e Jebb, 2001, Fantin et
al., 2007). Em pacientes obesos, o tipo de distribuicdo de gordura parece ser um fator
contribuinte para a condi¢cdo de morbidade ou de melhor qualidade de vida (Lee et al.,
2008a, Sun et al., 2009), principalmente porque o aumento da gordura visceral esta
associado com diabetes tipo 2 e sindrome metabdlica (Fox et al., 2007, Oka et al.,
2010). Além disso sabe-se que os adipdcitos presentes na gordura visceral séo
capazes de produzir muitos mediadores proinflamatérios, o que favorece a instalacéo
do perfil proinflamatério da obesidade (Lafontan e Girard, 2008). No presente estudo,
houve acumulo de gordura nos grupos que receberam dieta de cafeteria,
independente da idade, mas nos grupos mais velhos esse acumulo foi menor. Além de
0s animais dos grupos que receberam dieta apresentarem maior acimulo de gordura
abdominal, também houve aumento do indice adiposo nesses animais. Embora haja
interacdo entre os fatores idade e dieta nestes dados, podemos perceber que o0s
animais do grupo dieta, independente da idade, apresentaram aumento do indice
adiposo, o que mostra aumento da proporcao de tecido adiposo em relacdo ao peso
corporal. Novamente, a dieta de cafeteria se mostrou eficaz para inducdo da

obesidade no periodo de 12 semanas.
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Apesar do ganho de peso significativo nos animais que receberam dieta de
cafeteria em comparagdo com o0s que ndo receberam, n&o foram verificadas
diferencas significativas nos niveis de colesterol total entre os grupos. Os resultados
referentes ao HDL mostraram um efeito da idade e ndo da dieta, ou seja, 0s animais
dos grupos 21 meses apresentaram menores niveis de HDL do que os animais dos
grupos 6 meses. Esse resultado esta de acordo com estudos prévios realizados tanto
em humanos (Taddei et al., 1997) quanto em ratos (Zagayko et al., 2013). Ainda ndo
se sabe exatamente quais 0S mecanismos envolvidos na redugdo do HDL em
individuos mais velhos. Possivelmente, essa reducdo seja responsavel pelo maior
risco de apresentar doencgas cardiovasculares que ocorre em pessoas de mais idade
(Taddei et al., 1997, Cho, 2009, Ruiz Cantero, 2011). Quanto aos triglicerideos, houve
uma interacao dos fatores dieta e idade, de modo que a alteragdo dos niveis séricos
de triglicerideos relacionou-se tanto com a idade quanto com a dieta administrada e
ndo apenas desses fatores independentemente. Ja foi descrito que 0s niveis séricos
de triglicerideos em resposta a uma dieta hipercaldrica dependem da idade dos ratos
(Chuffa e Seiva, 2013).

A funcdo enddécrina dos adipécitos parece estar relacionada com o
envelhecimento celular. Estudos realizados in vitro compararam adipdcitos maduros
de animais jovens e velhos, e verificaram que hd uma diminuicdo da expresséo génica
tanto de leptina quanto de adiponectina e aumento progressivo da resisténcia a
insulina nos adipécitos mais velhos (Yu e Zhu, 2004). Apesar de no presente estudo
nao termos verificado diferencas significativas na concentracdo plasmatica de
adiponectina, as concentracdes séricas de leptina foram mais baixas nos animais mais
velhos (21 meses). Outros estudos, com humanos, também verificaram decréscimo da
concentracao de leptina sérica ou plasmatica no envelhecimento e esse achado foi
associado a diminuicdo da qualidade e da expectativa de vida (Arai et al., 2011,
Gulcelik et al., 2013, Koenig et al., 2014). Por outro lado, a dieta de cafeteria favoreceu
aumento das concentragdes plasmaticas de leptina, concordando com outros estudos
gue indicam que a obesidade estimula o aumento da producéo de leptina, que pode
resultar em resisténcia a leptina (Maury e Brichard, 2010, Guerre-Millo, 2004, Ouchi et
al., 2011).

A dieta de cafeteria foi responsavel, no estudo apresentado aqui, pelo estado
de hiperinsulinemia de jejum de 6 horas, apesar de 0s animais nao apresentarem
hiperglicemia. Provavelmente, a glicemia estava dentro dos niveis normais, devido a
uma hiperinsulinemia compensatéria. A hiperinsulinemia compensatoria ocorre quando

ha uma secregao aumentada de insulina, pelas células  pancreéticas, a fim de manter
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0s niveis plasméticos de glicose adequados, e costuma anteceder a resisténcia a
insulina (Reaven, 2005). A analise do HOMA-IR confirmou que os animais que

receberam dieta de cafeteria apresentaram resisténcia a insulina.

Dietas ocidentais, devido ao alto teor de gorduras e de carboidratos, estdo
associadas a resisténcia a insulina, principalmente por causa dos &cidos graxos
saturados e das gorduras trans (Bray et al., 2002). Esse tipo de acido graxo da dieta
parece favorecer o desenvolvimento de resisténcia a insulina a longo prazo, via
alteracdes da composicdo de lipideos das membranas das células-alvo da insulina.
Acidos graxos polinsaturados de cadeia longa mantém a fluidez da membrana e
garantem a eficacia da sinalizacdo celular, influenciando também a expressao génica
de efetores da sinalizacdo (Sampath e Ntambi, 2004). Uma vez que a dieta de
cafeteria é pobre em acidos graxos poliinsaturados e rica em acidos graxos saturados,
pode haver alteracao da composicao dos lipideos das membranas das células-alvo da

insulina, prejudicando ainda mais a sinalizagdo desse hormaonio.

A contribuicdo dos carboidratos para a secrecdo de insulina é variavel, e
depende do tipo e da forma fisica, bem como do indice glicémico dos carboidratos
consumidos. O indice glicémico de um alimento diz respeito ao tempo que
determinado alimento demora para ser absorvido e convertido em glicose. O indice
glicémico é mais baixo quando a absorcdo e/ou a conversdo em glicose demora mais
para ocorrer. A taxa de secrecdo da insulina tende a ser mais baixa quando séo
consumidos carboidratos de baixo indice glicémico (Wolever, 2000). O tratamento
cronico de roedores com dietas ricas em carboidratos de altos indices glicémicos,
como a dieta de cafeteria empregada neste estudo, sdo associadas ao aumento de
tecido adiposo visceral, que esta fortemente associado a resisténcia a insulina (Toida
et al., 1996).

A ingestdo de fibras alimentares tem efeito indireto sobre a secre¢do e a agéo
da insulina. Sabe-se que a dieta de cafeteria contém pouca quantidade de fibras
alimentares, o que prejudica ainda mais o perfil homeostatico da insulina. As fibras
alimentares estédo associadas a diminuicdo da glicemia pés-prandial e da secrecdo de
insulina, melhorando a resposta e a sensibilidade do organismo a insulina, diminuindo
os niveis de triglicerideos e de HDL, aumentando a saciedade e diminuindo o acimulo
de gordura (Higgins, 2004). Os animais alimentados com a dieta de cafeteria nao
ingerem quantidades suficientes de fibra alimentar, nem de outros polissacarideos
resistentes, o que impede que o0s beneficios proporcionados por essa classe de

nutrientes se manifestem.
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Em 1996, o excesso de tecido adiposo, especialmente na regido abdominal, foi
associado com diabetes e doencgas vasculares (Vague, 1996). Desde entdo, a
resisténcia a insulina foi associada positivamente ao aumento do indice de massa
corporal, circunferéncia abdominal e em particular ao indice cintura/quadril em
humanos (Aronne e Segal, 2002), o que reflete aumento da adiposidade,
principalmente visceral. O tecido adiposo visceral é responsavel pela producdo de
mais adipocinas proinflamatérias do que anti-inflamatérias,o que prejudica a acao da
insulina por causa da inflamagdo. Como comentado anteriormente, nos anos 90, a
descricdo da expressdao aumentada de TNF-a pelo tecido adiposo de roedores obesos
fez a primeira ligacdo entre a obesidade e a resisténcia a insulina, uma vez que o
TNF-a é capaz de bloquear o receptor para insulina, prejudicando a via de sinalizagéao
do hormonio (Hotamisligil e Spiegelman, 1994). Por isso, mais uma vez, chama-se a
atencao para o perfil proinflamatério verificado no estado obeso, como um possivel

causador da resisténcia a insulina nesses animais que receberam dieta de cafeteria.

Por outro lado, sabe-se que a resisténcia a insulina é um fator predisponente
para doencas neurolégicas (Ferreira et al., 2014). A resisténcia a insulina periférica
esta associada a déficit cognitivo e atividade espontanea cortical reduzida em
humanos obesos (Baker et al.,, 2011). Além disso, o indice HOMA é inversamente
relacionado a conectividade funcional na regido inferior direita do giro frontal em
pacientes com diabetes do tipo 2, o que resulta em dificuldade de aprendizado (Musen
etal., 2012).

Uma vez que a resisténcia a insulina secundéria a obesidade esta associada a
disfuncbes do sistema nervoso central, incluindo aumento da resposta inflamatoria, foi
realizada a dosagem da citocina proinflamatoria IL-1B no cértex e no hipocampo dos
animais estudados. As citocinas foram inicialmente descritas como mediadores
inflamatérios atuantes na periferia, mas, atualmente, ja se sabe que essas substancias
séo expressas também dentro do sistema nervoso central e atuam na modulagéo de
vérias fungdes neuroldgicas (Block et al., 2007). A via de sinalizacdo da IL1- parece
estar envolvida no declinio cognitivo, no prejuizo da memoéria e na deméncia
associados a idade avancada (Lynch, 2010) além de estar envolvida em varias
condi¢des neurodegenerativas (Allan et al., 2005).

No presente estudo, h& interacdo significativa dos fatores dieta e idade nos
resultados de concentracdo de IL1-B no cortex. Ou seja, 0S grupos 6 e 21 meses
responderam de forma diferente a dieta. O grupo 21 meses que recebeu dieta de
cafeteria apresenta as maiores concentracbes de IL-1B3 entre todos os grupos,

sugerindo que h& participacdo tanto da dieta quanto da idade atuando de forma a



44

aumentar a concentragdo dessa citocina proinflamatoria. Alguns trabalhos também
relataram aumento de citocinas proinflamatdrias, principalmente IL-18 em estruturas
do encéfalo, obtidos tanto de roedores quanto de humanos mais velhos (O'Donnell et
al., 2000, Terao et al., 2002, Lu et al., 2004, Lukiw, 2004).

Além das concentragbes de IL-1B estarem mais elevadas no hipocampo dos
animais do grupo 21 meses que receberam dieta, os animais do grupo controle 21
meses possuem concentracdes mais elevadas de IL-13 do que o grupo controle 6
meses. Esses achados concordam com outros autores que sugerem que exista uma
situacdo de inflamacdo crbnica relacionada ao envelhecimento, caracterizada por
producdo continua de citocinas e quimiocinas proinflamatérias e diminuicdo da
producdo de citocinas antiinflamatérias, favorecendo, dessa forma que os niveis
basais dos mediadores proinflamatérios estejam aumentados em todo o organismo
(Franceschi et al., 2000, Vasto et al., 2007). Da mesma forma que no coértex, no
hipocampo os animais das diferentes idades responderam de forma diferente ao
tratamento. Esse resultado também sugere que a dieta se soma a idade para produzir
uma caracteristica proinflamatdria. Infelizmente, neste trabalho néo foi possivel avaliar
as concentracdes séricas da citocina proinflamatéria IL-18, uma vez que o Kkit
comercial utilizado néo foi suficiente sensivel, e ndo se pode afirmar se esse aumento
no encéfalo da interleucina -1 é proveniente da periferia ou se a citocina esta sendo

produzida em excesso apenas no sistema nervoso central.

Sugere-se que a IL-18 aumentada nas estruturas encefalicas do grupo 21
meses sejam provenientes da periferia, produzidas pelo tecido adiposo aumentado e
inflamado. Essas citocinas produzidas em excesso danificariam a estrutura da barreira
hematoencefalica e poderiam vir a estimular a proliferacdo de astrécitos em reacao ao
dano da barreira e a possivel entrada de substancias potencialmente neurotdxicas.
Porém, devido a problemas técnicos, ndo foi possivel avaliar a estrutura da barreira
hematoencefalica desses animais. A avaliagdo da barreira hematoencefalica permitiria
um conhecimento maior sobre a origem da situacéo inflamatéria do encéfalo, uma vez
gue as citocinas periféricas poderiam atuar prejudicando a estrutura dessa barreira e
exacerbando o perfil proinflamatério. Por outro lado, ndo foram encontradas diferencas
significativas das concentracdes séricas da citocina antiinflamatoria IL-10, sugerindo
gue, uma vez que ndo ha producdo aumentada dessa citocina anti-inflamatoria em
nenhum dos grupos, ndo ha um direcionamento para um perfil anti-inflamat6rio em
nenhum dos grupos. Devido a quantidade reduzida de amostras, néo foi possivel
realizar a quantificagdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 nem no cértex cerebral e
nem no encéfalo dos animais em estudo.
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A obesidade € capaz de danificar a barreira hematoencefalica no hipocampo e
no coértex cerebral em ratos, por meio da diminuicdo da expressdo de mRNA de
proteinas de juncdo apertada, principalmente de Claudina-5 e Claudina-12 no plexo
cordide (Kanoski et al., 2010) e também pode expor o tecido encefélico a fatores
circulantes potencialmente neurotéxicos que normalmente ndo entram em contato com
as celulas do encéfalo. A ingestdo cronica de dieta rica em lipideos também pode levar
a mudancas inflamatérias no cértex cerebral, como evidenciado pela presenca de
niveis aumentados de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)-oxidase,
gerando espécies reativas de oxigénio e ativando a via do NF-kB (Zhang et al., 2005).

O hipocampo é uma estrutura vital para a cognicdo, processamento das
memorias a curto e longo prazo, aprendizado, orientacdo espacial e emocdes, cuja
funcdo deve ser preservada através de continua neurogénese na vida adulta. O cértex
cerebral, por sua vez, também é essencial para a cogni¢céo, locomocao, controle de
humor, processamento da memoria a curto e longo prazo, entre outros. Obesidade e
condicbes associadas a obesidade, como diabetes, hipertensdo, doenca
cardiovascular, doencga obstrutiva do sono, deficiéncia de vitamina B12, fibrilagéo atrial
e distarbios do humor sdo conhecidos por influenciar prejudicialmente o tamanho do
hipocampo e do cértex cerebral (Fotuhi et al., 2012). J& foi demonstrado o aumento da
expressao hipocampal de TNF-a e a ativagado da microglia no hipocampo e no cortex
de camundongos tratados com dieta hiperlipidica (Jeon et al., 2012). Camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica mostraram aumento da peroxidacdo lipidica no
hipocampo (Moroz et al., 2008). Dietas hiperlipidicas e hipercal6ricas podem induzir
sinalizacdo proapoptética local, por meio do aumento da expressao de caspase-3 e
gliose relativa no hipocampo, particularmente no giro denteado (Rivera et al., 2013).
Além disso, inflamacédo local e dano celular podem levar & perda de tecido hipocampal
e cortical. As evidéncias, relacionadas ao tamanho reduzido do hipocampo e do cértex
na obesidade, poderiam acelerar a perda cognitiva que ocorre no envelhecimento de
individuos obesos (Ho et al., 2010, Jagust et al., 2005, Raji et al.,, 2009). Outros
estudos também tém mostrado que o aumento da expressdo de TNF-a e ativacao de
macrofagos ou da microglia podem ser induzidos, tanto no tecido adiposo quanto no
encéfalo de animais alimentados com dieta hiperlipidica (Puig et al., 2012, Lee et al.,
2008b).

No presente estudo, foi realizada a avaliacdo da ativacdo microglial pela
marcacgao de cortes histologicos do encéfalo com CD68. Nao observamos diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos quando foi feita a marcagdo com CD68,

embora tenha sido verificado aumento da concentracdo de IL-18 no homogeneizado
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de cortex, que sugere atividade inflamatoria. Esse resultado nos sugere que, embora a
dieta de cafeteria associada a obesidade seja capaz de induzir o aumento da secre¢éo
de uma citocina proinflamatoria, ela talvez ndo seja suficiente para induzir todo o perfil
proinflamatério verificado em doencgas inflamatdrias neurol6gicas. Os resultados
encontrados neste estudo ndo concordam com Griffin e colaboradores, que
encontraram aumento da ativacdo microglial, associada a neuroinflamacdo e a
disfuncao cognitiva que ocorre no envelhecimento em ratos velhos de até 27 meses de
idade (Griffin et al., 2006).

Sob condigbes fisiolégicas, a microglia apresenta um fenoétipo inativo, que é
associado com a producdo de fatores anti-inflamatérios e de fatores neurotréficos
(Streit, 2002). Em resposta a invaséo de algum patdégeno ou a algum dano tecidual, a
microglia € capaz de mudar para o fenétipo ativado, que promove uma resposta
inflamatoéria que serve para ativar o sistema imune e iniciar a reparagdo tecidual.
Dietas hipercaldricas podem atuar como estimulos causadores de inflamacao
sustentada, resultando em disfuncéo tecidual. Embora alguns estimulos inflamatérios
sejam benéficos e a inflamacao esteja relacionada aos processos de reparo tecidual, a
inflamacdo ndo controlada pode resultar na producdo de fatores neurotéxicos que

amplificam o estado ativado da microglia (Streit, 2002).

Quando ha presenca de patdgenos, lesbes neuronais agudas ou mesmo perda
neuronal, ha ativacdo das células microgliais no SNC. Uma vez apresentadas ao
antigeno e ativadas, as células da microglia fagocitam proteinas e restos neuronais,
apresentam 0s antigenos neuronais na sua superficie e produzem citocinas
proinflamatérias entre outras substancias toxicas, a fim de iniciar a resolucdo da
infeccdo ou do dano (Gonzalez-Scarano e Baltuch, 1999). Ao contrario da resposta
rapida da microglia, a resposta dos astrécitos demora um pouco mais a acontecer,
sugerindo que a secrecao de citocinas pela microglia sinaliza para que ocorra ativacédo
subsequente de astrdcitos. Embora a astrogliose seja utilizada como marcador de
lesdo neuronal por estar associada a danos no tecido nervoso, os mecanismos pelos
guais isso acontece ainda ndo estdo completamente elucidados (O'Callaghan e
Jensen, 1992). A ativacdo da microglia, bem como dos astrocitos, e a elaboracdo de
mediadores proinflamatérios, ocorre em pacientes com diversas doencas do sistema
nervoso central, como doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, esclerose lateral
amiotréfica, entre outros e, mais recentemente, vem sendo relacionada a obesidade
(Shefer et al., 2013, Block et al., 2007).
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No presente trabalho, quando a astrogliose foi avaliada por marcagdo com
GFAP, verificou-se que houve efeito da dieta sobre a quantidade de astrécitos
observada no cortex, embora ndo tenhamos observado efeito direto da idade ou
interacdo entre os efeitos da dieta com a idade. Esse resultado nos sugere que ndo
havia astrogliose nos individuos mais velhos, apenas apds a administracédo da dieta de
cafeteria. Mais uma vez, sugerimos que os fatores proinflamatoérios produzidos pelo
aumento do tecido adiposo nos animais que receberam dieta de cafeteria poderiam
estar danificando a estrutura da barreira hematoencefélica, expondo o tecido nervoso
a substancias potencialmente nocivas que, por sua vez, estimulariam a astrogliose no

cortex dos animais que receberam dieta de cafeteria.

Por outro lado, quando avaliamos a astrocitose pela marcacdo com GFAP no
hipocampo, percebemos que o efeito € apenas da idade. Isso nos sugere que, devido
as caracteristicas morfolégicas e funcionais diferentes do hipocampo, hd um aumento
do namero de astrocitos nos individuos mais velhos (21 meses) Assim, concordando
com resultados obtidos em outros trabalhos que verificaram aumento da gliose reativa
no hipocampo em camundongos mais velhos de até 49 semanas (Balcombe e Sinclair,
2001, Benedict et al.,, 2012, Ferreira et al., 2014) e com o estudo de Haykawa e
colaboradores que observou astrogliose na regido CAl do hipocampo de

camundongos a partir de 40 até 59 semanas de idade (Hayakawa et al., 2007).

Os astrécitos séo classicamente identificados como células que expressam o
filamento intermediario glial, a proteina glial fibrilar acida (GFAP). Embora tenham sido
definidos inicialmente como fundamentais para sustentar a atividade neuronal, muitas
outras funcBes sdo executadas pelos astrocitos, incluindo a remocdo de
neurotransmissores e ions das fendas sinpticas (Malarkey e Parpura, 2008, Bergami
et al., 2008, Bogen et al., 2008). Em varias disfuncdes do SNC, os astrécitos podem
reagir prontamente aos danos, levando a ativacdo da astroglia, a qual € chamada de
astrogliose (Eng e Ghirnikar, 1994). A astrogliose acontece secundariamente a
ativacdo da microglia e é caracterizada pelo aumento da sintese de filamentos
intermediarios, acompanhada de hipertrofia celular e aumento anormal do nimero de
astrgcitos. O aumento da sintese de proteinas filamentosas, particularmente GFAP,
portanto, é o principal marcador de astrogliose. A GFAP é a principal proteina do
filamento intermediario nos astrocitos maduros e faz parte do citoesqueleto dos
astrgcitos, e sua sintese aumentada foi descrita em inlmeros modelos experimentais
envolvendo astrogliose (Eng e Ghirnikar, 1994, Reinhard et al., 1988, Zhang et al.,
2007).
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Apés a ativacdo da microglia, os astrécitos ativados secretam um enorme
namero de moléculas a fim de regularem diversos processos celulares. Trauma,
isquemia, infeccdo, doencgas neuroldgicas e a obesidade (Shefer et al., 2013, Malhotra
et al., 1997, Wakasa et al., 2009, Okamoto et al., 2005) séo disturbios conhecidos por
induzir astrogliose. No tecido nervoso que sofreu dano, os astrocitos reativos podem
produzir citocinas proinflamatérias e citotoxicas que sdo potencialmente lesivas para
0s neur6nios e outras células da glia, o que, por sua vez, pode induzir a ativagdo de
outras vias, culminando com a producéo de espécies reativas de oxigénio e TNF-a
(Oleszak et al., 1998).

A citocina IL1 é indicada como potencial fator-chave na patogénese da doenca
de Alzheimer (Griffin e Mrak, 2002), tendo em vista a participacdo dessa citocina na
ativagao glial que precede o dano neuronal e a hiperfosforilagdo da proteina tau
(Akiyama et al., 2000). Além disso, sabendo-se da associagdo entre a resisténcia a
insulina e lesdes neuropatolégicas, fez-se a quantificacdo da expressdo da proteina
tau-fosforilada (p-tau). Ndo houve diferenca estatisticamente significativa na expressao
da p-tau entre os grupos, concordando em parte com o trabalho de Moroz e
colaboradores, de 2008. Esse estudo relatou que, em camundongos que
desenvolveram obesidade em resposta a dieta hiperlipidica, observaram-se lesfes
neuropatoldgicas junto a um significativo enfraquecimento da ligacéo da insulina a seu
receptor na regido do lobo temporal. A dieta hiperlipidica causou resisténcia a insulina
no encéfalo, o que foi manifestado pela reducdo da capacidade maxima de ligacéo
(Bmax) do receptor de insulina, e aumento da expressdo do gene encefalico de
insulina. Entretanto, da mesma forma que em nosso estudo, os ratos alimentados com
dieta hiperlipidica ndo apresentaram aumento dos marcadores encefalicos de doenca
de Alzheimer, como a proteina tau hiperfosforilada. Esse mesmo estudo concluiu que,
embora a obesidade e o diabetes mellitus do tipo 2 causem atrofia cerebral com
resisténcia encefélica a insulina, bem como estresse oxidativo e degradacdo do
citoesqueleto neuronal, na auséncia de caracteristicas tipicas da doenca de Alzheimer,
a obesidade e o diabetes tipo 2 devem contribuir, mas ndo séo suficientes para causar

doenca de Alzheimer (Moroz et al., 2008).

Apesar de ndo observarmos diferengas significativas na hiperfosforilagdo da
proteina tau entre os grupos, nao é possivel afirmar que ndo houve dano no encéfalo,
uma vez que ha muitas outras proteinas que ndo foram estudadas e que poderiam
estar sendo alteradas, como a proteina B-amiloide, proteinas envolvidas em vias da

apoptose, entre outras. Além disso, também né&o foram realizados estudos avaliando a
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memoria e outros parametros comportamentais nesses animais, o que nos informaria

sobre a integridade funcional do sistema nervoso central.

No presente trabalho, foi administrada dieta de cafeteria a ratas fémeas a partir
de 3 e 18 meses, a fim de verificar se os animais de diferentes idades responderiam
de forma diferente ao tratamento, imaginando que os animais mais velhos sofreriam
mais com 0s prejuizos causados pela obesidade. Embora nem todos os resultados
tenham apresentado interacdo entre os efeitos da idade e da dieta, pode-se perceber
gue em varios aspectos, como deposicao de gordura visceral, indice adiposo,
astrocitose no sistema nervoso central, entre outros, 0s animais do grupo 21 meses
apresentaram respostas diferentes dos animais do grupo 6 meses, mas que nao
necessariamente representam um pior desmpenho fisiolégico. Este estudo, somado ao
fato de que ha relativamente poucos trabalhos que abordam as respostas fisiol6gicas
associadas ao envelhecimento, sugere que mais investiga¢des sejam realizadas, a fim
de esclarecer os mecanismos que estdo envolvidos na fisiologia do envelhecimento e

nas respostas adaptativas dos individuos mais velhos ao seu ambiente.
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Conclusao

Diante dos resultados apresentados e da discussédo elaborada, este estudo
permite concluir que a dieta de cafeteria, quando administrada por 12 semanas a ratas
Wistar de 6 e 21 meses:

e Induziu resisténcia a insulina;

e Induziu aumento do consumo energético diario dos animais;

e Induziu aumento do ganho de peso corporal, com participacdo do efeito do
fator idade;

e Induziu o acimulo de gordura abdominal, com participacdo do efeito do fator
idade;

e Induziu o aumento do indice adiposo, com participacao do efeito do fator idade

e Atuou, juntamente com a idade, na alteracdo dos niveis séricos de
triacilglicerdis;

e Atuou juntamente, com a idade, na elevacdo da concentracdo da citocina
proinflamatéria IL1-B no cortex e no hipocampo dos animais estudados;

e Aumentou o numero de astrocitos observados no coértex dos animais

analisados;

Por outro lado, observou-se gue a idade de 21 meses, quando comparada a idade de

6 meses:

e Induziu decréscimo da concentracao sérica de HDL;

¢ Induziu decréscimo da concentracao sérica de leptina;

e Promoveu o aumento da concentracdo de citocina proinflamatéria IL1-B no
hipocampo;

e Promoveu o aumento do nimero de astrocitos observados no hipocampo dos

animais analisados.

Em suma, estes resultados sugerem que a maioria das respostas metabdlicas
encontradas ao longo do tratamento sdo causadas pela dieta de cafeteria e, na
maioria das vezes, os efeitos potencialmente prejudiciais ndo sdo exacerbados pela
idade avancada. Por outro lado, a dieta de cafeteria atuou em conjunto com a idade na
manifestacdo de caracteristicas inflamatérias no sistema nervoso central, como no
aumento da concentracdo de IL-18 no hipocampo e no coértex, e na indugédo da
astrogliose no cortex. Para poder compreender melhor de que forma a dieta de

cafeteria esta interagindo com a idade para gerar um perfil proinflamatoério, entre as
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perspectivas para esse estudo estdo a avaliagdo mais minuciosa da microglia, com
guantificagcdo da microglia ativada por outros marcadores além do CD68, quantificacéo
de outras citocinas proinflamatdrias circulantes, avaliacdo da integridade da barreira

hematoencefélica e a realizacdo de testes congnitivos.
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