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Resumo 

A obesidade é uma doença que atualmente atinge proporções pandêmicas. A 

atividade inflamatória subsequente ao aumento do tecido adiposo está associada a 

vários prejuízos causados pela obesidade. Pacientes obesos tendem a apresentar 

inflamação de baixo grau sustentada, conhecida como metainflamação, principalmente 

pela produção excessiva de mediadores proinflamatórios pelo tecido adiposo. Dentre 

os distúrbios causados pela obesidade, destaca-se a potencialização das mudanças 

fisiológicas que ocorrem no envelhecimento, levando à diminuição da capacidade de 

adaptação do indivíduo ao ambiente e aumentando a sua vulnerabilidade a processos 

patológicos. Dessa forma, as doenças associadas à obesidade parecem ser ainda 

mais prejudiciais em idosos. Diante do conhecimento dos prejuízos à saúde causados 

pela obesidade, esse trabalho tem como objetivo avaliar a participação da obesidade, 

induzida por uma dieta de cafeteria, no perfil metabólico e na ativação de vias 

proinflamatórias no sistema nervoso central e verificar a diferença de suscetibilidade a 

essas alterações devido às diferentes idades dos indivíduos. Ratas Wistar de 3 e 18 

meses, no início do experimento, foram tratadas por 12 semanas, com dieta de 

cafeteria (5,6 kcal/g) ou ração padrão (2,9 kcal/g) à vontade. Ao final das 12 semanas, 

no período 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 diário. Além disso, apresentaram resistência à 

insulina e número aumentado de astrócitos observados no córtex cerebral. Houve 

efeito da idade e da dieta de cafeteria sobre o aumento do ganho de peso corporal ao 

longo do tratamento, o acúmulo de gordura abdominal e o aumento do índice adiposo. 

Houve efeito da interação entre os fatores idade e dieta na alteração dos níveis séricos 

de triacilgliceróis e na elevação da concentração da citocina proinflamatória 

interleucina 1β no córtex cerebral e no hipocampo. O fator idade atuou, de forma 

estatisticamente significativa no decréscimo da concentração sérica de HDL e de 

leptina, além de promover aumento da concentração da citocina proinflamatória IL-1β 

no hipocampo e do número de astrócitos observados no hipocampo dos animais 

analisados. Esse estudo mostra que, embora a dieta de cafeteria não 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 

resistência à insulina em um período de tempo relativamente curto. Além disso, a dieta 

de cafeteria contribuiu para a deposição de tecido adiposo abdominal, que está 

associado a vários prejuízos à saúde, bem como para a manifestação de 

características de inflamação, como aumento da expressão de IL1-β e astrogliose em 

estruturas relacionadas à cognição, como o hipocampo e o córtex. 

 

  



 
 

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-β levels in hippocampus. The age-related effects were 

the decrese in HDL and leptin blood levels, the increased levels of IL1-β 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-1β and astrogliosis in the hippocampus and in the 

cerebral cortex. 
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Introdução 

 

A obesidade é uma doença crônica, caracterizada como uma doença 

multifatorial, diagnosticada quando o índice de massa corporal (IMC) é maior do que 

30 kg/m2 para humanos (Kanasaki e Koya, 2011). Também é considerado como um 

caso de obesidade quando a circunferência abdominal é superior a 89 centímetros 

para mulheres e 102 centímetros para homens, ou a relação cintura/quadril é superior 

a 0,8 para mulheres e 0,9 para homens (Cetin e Nasr, 2014). Os números crescentes 

nos casos de obesidade humana, em sua maioria, são causados pelo desequilíbrio 

entre a ingestão e o gasto energético, o que resulta em um aumento do tecido 

adiposo, que, quando está acima de determinados valores, é prejudicial à saúde. O 

acúmulo excessivo de tecido adiposo resulta em diminuição da qualidade e da 

expectativa de vida por estar relacionado ao aumento da prevalência de doenças 

como o diabetes tipo 2, doenças cardiovasculares, esteatose hepática, doenças das 

vias respiratórias, neurodegeneração e alguns tipos de câncer (Gregor e Hotamisligil, 

2011). 

Atualmente, a obesidade assume proporções pandêmicas e, segundo a 

Organização Mundial da saúde (OMS, 2011), o sobrepeso (quando o IMC está entre 

24,9 e 30) atinge cerca de 1,6 bilhões de indivíduos acima de 15 anos. No Brasil, 

cerca de 40% da população 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 projeção da OMS – feita em 2005, quando os obesos somavam 

aproximadamente 400 milhões de indivíduos- é de que, em 2015, o número de obesos 

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

O tecido adiposo secreta inúmeros peptídeos e proteínas biologicamente 

ativos, chamados de adipocinas. Esses componentes atuam controlando o balanço 

energético do organismo e também exercem um papel no controle imunológico. Entre 

as adipocinas secretadas, estão incluídas as citocinas produzidas pelo tecido adiposo. 

A inflamação é caracterizada pelo envolvimento entre citocinas pró e anti-

inflamatórias. As citocinas proinflamatórias são, por exemplo, interleucina-1, fator de 

necrose tumoral (TNF), interferon gama (IFN-γ), interleucina-12, interleucina-18, entre 

outros. As citocinas anti-inflamatórias são a interleucina-4, interleucina-10, 

interleucina-13, interferon alfa (IFN-α), entre outros (Cavaillon, 2001). 
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Na década de 1990, a descrição da expressão e secreção aumentada de Fator 

de necrose tumoral α pelo tecido adiposo de roedores obesos, fez a primeira ponte 

entre a inflamação na obesidade e a resistência à insulina (Hotamisligil e Spiegelman, 

1994). Logo após, a partir da descrição da leptina, um hormônio específico dos 

adipócitos, com capacidade de controlar o balanço energético do organismo, o tecido 

adiposo passou a ser reconhecido como um verdadeiro órgão endócrino (Zhang et al., 

1994). 

Praticamente todas as adipocinas estão com a regulação da sua secreção 

alterada na obesidade. Assim como o TNF-α, várias adipocinas que estão implicadas 

na patogênese da inflamação e também da resistência à insulina são produzidas em 

maior quantidade na medida em que o tecido adiposo vai aumentando, as quais geram 

alterações metabólicas. Por outro lado, algumas adipocinas com efeitos anti-

inflamatórios ou que favorecem a sensibilidade à insulina, como a adiponectina, estão 

diminuídas. Algumas vezes, ainda, pode ocorrer resistência à ação de adipocinas, o 

que pode impedir os efeitos antiobesidade e sensibilizadores à insulina de algumas 

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

O tecido adiposo apresenta várias características diferentes dos tecidos 

endócrinos clássicos (Guerre-Millo, 2004). Por exemplo, os diferentes depósitos de 

tecido adiposo, em diferentes regiões anatômicas (tecido adiposo visceral ou 

subcutâneo), são heterogêneos não só em sua capacidade metabólica, como também 

no padrão de secreção de adipocinas. As diferenças entre as características 

secretórias dos diferentes depósitos de tecido adiposo parecem ter repercussões 

locais via mecanismo autócrino ou parácrino. Diretamente no fígado, no caso das 

substâncias produzidas pela gordura intraperitoneal, ou nos outros órgãos, uma vez 

que o tecido adiposo pode contribuir para os níveis sistêmicos de algumas adipocinas 

(Klein et al., 2007). Outra diferença dos tecidos secretórios clássicos, é que o tecido 

adiposo é composto por tipos celulares distintos: adipócitos maduros e células 

estromais vasculares (incluindo macrófagos) que, por sua vez, podem contribuir para a 

variedade de substâncias produzidas pelo tecido adiposo (Maury e Brichard, 2010).  

Uma das adipocinas com função especial sobre a inflamação é o fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α). O TNF-α é mais expresso no tecido adiposo visceral do 

que no tecido adiposo subcutâneo e é mais abundantemente produzido pelas células 

estromais vasculares (especialmente macrófagos) do que pelos adipócitos 

propriamente ditos (Fain et al., 2004, Maury et al., 2009). A maioria dos efeitos do 

TNF-α sobre o tecido adiposo são mediadas pelo subtipo de receptor 1 (TNFR1), e a 
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subsequente ativação de várias vias de transdução de sinal. Duas vias de sinalização 

intracelular, ativadas a partir de dois fatores de transcrição, estão associadas aos 

efeitos proinflamatórios e de resistência à insulina na obesidade, a via do fator nuclear 

κB (NF-κB) e a via da cinase do c-JunNH2 terminal (JNK). Essas vias são ativadas por 

vários estímulos, incluindo citocinas proinflamatórias, como o próprio TNF-α, 

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

Além de estimular adipocinas proinflamatórias (Maury et al., 2009), o TNF-α 

inibe adipocinas antiinflamatórias, como a adiponectina (Bruun et al., 2003). Essas 

características do TNF-α o apontam como crucial para o prejuízo da regulação da 

secreção de adipocinas que ocorre na obesidade (Maury et al., 2009). 

A leptina é um hormônio secretado pelos adipócitos. 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 observação de que tanto humanos quanto roedores sem leptina funcional 

manifestavam tanto comportamento alimentar voraz quanto obesidade, enquanto o 

tratamento com leptina exógena era capaz de reverter o quadro. Com o passar do 

tempo, viu-se que a leptina costuma estar presente em altos níveis no sangue de 

indivíduos obesos que possuem grandes reservas de energia e resistência à leptina 

(Ahima, 2008). Os níveis circulantes de leptina correspondem à massa adiposa, mas 

também refletem imediatamente as mudanças no estado nutricional. Por exemplo, os 

níveis circulantes caem logo após o início do jejum (Becker et al., 1995). A secreção 

de leptina depende do tipo de depósito adiposo, sendo produzida em mais quantidade 

pelo tecido adiposo subcutâneo do que pelo tecido adiposo visceral (Montague et al., 

1998). A leptina age no encéfalo e em vários tecidos periféricos, como as células do 

pâncreas, do fígado e do sistema imune. As ações centrais da leptina, em particular no 

hipotálamo, estão mais relacionadas à homeostase energética e às funções 

reprodutivas (Badman e Flier, 2007).  

A adiponectina é uma proteína produzida abundantemente pelo tecido adiposo 

e, como a leptina, sua expressão é restrita a células adiposas maduras (Maeda et al., 

2012, Halleux et al., 2001). Ao contrário da maioria das adipocinas, a adiponectina 

circulante é correlacionada negativamente com o índice de massa corporal (Brichard 

et al., 2003) e está diminuída em indivíduos obesos, em pacientes com diabetes 

mellitus tipo dois ou em pacientes com doenças cardiovasculares (Ouchi e Walsh, 

2007). Os mecanismos que estão envolvidos na subprodução de adiponectina 

envolvem o estado hormonal anormal, junto com o aumento do estresse oxidativo e o 
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estado proinflamatório que prevalece na obesidade (Delporte et al., 2002, Furukawa et 

al., 2004, Bruun et al., 2003). A ligação da adiponectina a seus receptores causa 

inibição da gliconeogênese e aumento da oxidação de ácidos graxos, estímulo do 

gasto energético e inibição tanto do estresse oxidativo quanto da inflamação (Capeau, 

2007, Yamauchi et al., 2007). A adiponectina também tem propriedades 

sensibilizantes à insulina, antiaterogênicas, antiinflamatórias e antioxidantes (Maury e 

Brichard, 2010). 

A resistência à insulina começou a ser estudada em 1936, quando Himsworth 

observou que havia dois tipos de diabetes: aquele que é sensível à insulina, mas 

simplesmente não dispõe de insulina, e aquele em que não falta insulina, porém é 

insensível aos efeitos da insulina (Himsworth, 1936). Contudo, a mensuração direta da 

insulina só pode ser feita a partir de 1960 (Yalow et al., 1965), quando um estudo 

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

A associação entre a resistência à insulina e a resposta imune foi reconhecida 

com a identificação da resistência à insulina em estados infecciosos (Clowes et al., 

1978, Wichterman et al., 1979). Várias doenças associadas com a resposta 

inflamatória ativa podem apresentar resistência à insulina como característica (hepatite 

do tipo C, síndrome da imunodeficiência adquirida, artrite reumatóide (Bahtiyar et al., 

2004, Sidiropoulos et al., 2008). Além disso, o salicilato, um medicamento com efeito 

anti-inflamatório, pode provocar melhora da sensibilidade à insulina (Shoelson et al., 

2006). 

Na década de 1990 (Hotamisligil e Spiegelman, 1994), o TNF-α foi apontado 

como possível inibidor da sinalização intracelular da insulina pela sua capacidade de 

bloquear o receptor de insulina. Nessa época, já se sabia que os pacientes com 

diabetes do tipo 2 apresentavam estado inflamatório (Fearnley et al., 1959, Ogston e 

McAndrew, 1964). A relação entre o estado inflamatório e o estado metabólico ainda 

não estava bem estabelecida. Essa conexão começa a se estabelecer mais tarde, com 

a observação de que, quando comparado ao tecido adiposo de indivíduos magros, o 

tecido adiposo de indivíduos obesos secreta maior quantidade de citocinas 

inflamatórias e que essas citocinas inflamatórias podem inibir a sinalização de insulina 

(Hotamisligil et al., 1995, Hotamisligil et al., 1996). Estudos genéticos usando RNA 

mensageiro de interferência em genes de mediadores inflamatórios também 

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

O estado inflamatório devido ao estado metabólico obeso não se caracteriza 

pelos sinais cardinais da inflamação (rubor, inchaço, dor e calor). As respostas 



6 
 

clássicas incluem aumento do metabolismo basal e rápida resposta do sistema imune 

no local do dano ou da infecção. Normalmente, uma vez que a infecção ou o dano seja 

resolvido, o estado inflamatório também é freado (Hotamisligil, 2006). Por outro lado, o 

gatilho para a inflamação na obesidade é metabólico, causado pelo desequilíbrio entre 

a ingestão de nutrientes e o gasto energético e, caso haja perda de peso, a inflamação 

é revertida. Sinais metabólicos que emergem de células metabólicas (principalmente 

adipócitos), iniciam a resposta inflamatória e alteram a homeostase metabólica 

(Gregor e Hotamisligil, 2011).  

Geralmente, um patógeno inicia a inflamação, ativando uma via de sinalização 

na célula hospedeira ou na célula imune sentinela, que dá origem a uma resposta 

imune. Entretanto, ainda não se sabe exatamente como se dá o sinal para iniciar a 

inflamação em animais obesos ou que ingerem excesso de nutrientes, especialmente 

os ácidos graxos saturados. Contudo, já se pode afirmar que o sinal se origina nas 

células metabólicas (adipócitos, miócitos ou hepatócitos), as quais podem iniciar uma 

resposta frente a uma situação nociva. Por exemplo, o adipócito pode ativar várias 

vias de sinalização inflamatória, como a ativação do inflamassoma, das vias cinase c-

JUN terminal (JNK) e fator nuclear κB (NF-κB), e produzir citocinas proinflamatórias. 

Cabe ressaltar que o aumento nos níveis de citocinas proinflamatórias em tecidos de 

indivíduos obesos é significativo, porém modesto em comparação àquele que ocorre 

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

A primeira descrição da inflamação em tecidos de camundongos obesos 

mostrou níveis aumentados de TNF-α no tecido adiposo, e também dentro dos 

adipócitos, em comparação a indivíduos magros (Hotamisligil et al., 1995). Após o 

primeiro estudo, vários outros surgiram, cada vez mais, apontando para diferenças 

entre os perfis inflamatórios entre indivíduos obesos e eutróficos. Vários estudos 

apontam que, além do TNF-α, outras citocinas proinflamatórias se apresentam 

aumentadas em tecidos de indivíduos obesos, como IL-6, IL1-β e muitas outras 

(Shoelson et al., 2006, Berg e Scherer, 2005). Contudo, não apenas o tecido adiposo 

costuma apresentar maiores níveis de expressão de citocinas proinflamatórias. Sabe-

se que outros tecidos também apresentam esse perfil, como fígado, músculo, 

pâncreas e encéfalo (Cai et al., 2005, Ehses et al., 2007, De Souza et al., 2005, 

Saghizadeh et al., 1996). 

Estudos das vias de sinalização celular identificaram as proteínas JNK, IKK 

(IκB cinase) e, mais recentemente, a proteína PKR (proteína cinase dependente de 

RNA) como contribuintes principais da indução da inflamação em tecidos envolvidos 
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com o metabolismo (Solinas e Karin, 2010, Nakamura et al., 2010). Além disso, o 

sensor imunológico conhecido como inflamassoma e os receptores Toll-Like (TLRs) do 

sistema imune inato, também estão mais ativados em tecidos de animais obesos do 

que quando comparados aos controles. Adicionalmente, embora os fatores de atração 

e/ou ativação de células imunes em tecidos obesos não estejam bem elucidados, 

sabe-se que células isoladas da medula óssea podem migrar até um meio de cultura 

contendo adipócitos explantados de animais obesos, identificando uma possível 

conexão entre tecidos de animais obesos e a infiltração de células imunológicas (Ito et 

al., 2008). 

O estado de ativação das células imunes que migram para o tecido adiposo 

(seja M1 ou M2; proinflamatório ou anti-inflamatório, respectivamente) é influenciado 

por fatores metabólicos (Gregor e Hotamisligil, 2011). Sabe-se que tecidos de 

camundongos obesos tendem a apresentar um aumento da população proinflamatória 

(M1) de macrófagos que, por sua vez, podem prejudicar a ação da insulina (Olefsky e 

Glass, 2010). 

Todavia, não apenas macrófagos podem migrar para tecidos metabólicos em 

obesos. Tanto mastócitos como células Natural Killer (NK) também estão aumentados 

no tecido adiposo de obesos e podem contribuir para o estado inflamatório e para a 

fisiopatologia metabólica (Liu et al., 2009, Ohmura et al., 2010). Além disso, já foi 

verificada alteração da população de células T do tecido adiposo de animais obesos. A 

relação de células T CD8+/ TCD4+ aumenta de acordo com o aumento da obesidade, 

e a população de células T reguladoras (T reg) diminui, criando um ambiente favorável 

à ativação imune (Feuerer et al., 2009, Nishimura et al., 2009).  

Outro fator que diferencia a inflamação clássica da metainflamação (termo 

utilizado para indicar a inflamação em decorrência da obesidade, ou de vias 

metabólicas alteradas, é a cronicidade. A secreção de citocinas proinflamatórias e a 

infiltração de células imunológicas nos tecidos metabólicos, em caso de obesidade, 

crescem gradualmente e tendem a não desaparecer, a menos que haja perda de 

peso. Esses eventos contrastam com a resposta inflamatória aguda, que tende a 

terminar com a resolução da inflamação (Gregor e Hotamisligil, 2011).   

 Um estudo relatou aumento na expressão de genes relacionados a 

macrófagos no tecido adiposo de indivíduos obesos já na terceira semana após o 

início de uma dieta hiperlipídica (Xu et al., 2003), embora um aumento mais acentuado 

ocorra a partir da décima sexta semana, coincidindo com a detecção da resistência à 

insulina. Outro estudo (Strissel et al., 2007), também verificou aumento da expressão 
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de genes relacionados a macrófagos em tecido adiposo, mas somente a partir da 

oitava semana. Esses autores correlacionaram o aumento da infiltração de 

macrófagos com a morte celular de adipócitos, apontando os macrófagos como 

responsáveis pela remoção das células mortas e pelo remodelamento do tecido 

adiposo. O motivo do remodelamento do tecido adiposo durante a obesidade ainda é 

uma área pouco explorada. Parece que o estado inflamatório induzido pela obesidade 

não é tão crítico a ponto de estimular a resolução desta condição, e, por isso, os sinais 

inflamatórios são mantidos a longo prazo. Além disso, uma vez que a obesidade é 

uma doença crônica, há a persistência do estímulo. Outra diferença entre o paradigma 

clássico de inflamação e a metainflamação é o estado metabólico. Enquanto no 

paradigma clássico há um aumento da taxa metabólica, a metainflamação é 

caracterizada pela diminuição da taxa metabólica (Gregor e Hotamisligil, 2011).  

O tecido adiposo é o local onde as primeiras alterações inflamatórias foram 

descritas. Mediadores inflamatórios no tecido adiposo podem causar resistência à 

insulina em adipócitos (Hotamisligil e Spiegelman, 1994). Por exemplo, adipócitos 

tratados com TNF-α exibem diminuição da sensibilidade à insulina e diminuição da 

captação 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 são ativadas 

e podem ter como alvo o substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1), para fosforilação 

de serina, o que inibe a via de sinalização de insulina. Não apenas JNK e IKK estão 

envolvidas no bloqueio desta via, como muitas outras proteínas, como PKR, cinase 

ativada por estresse (SEK), cinase reguladora de sinal extracelular (ERK) e 

mammalian target of rapamycin (mTor), resultando na ativação de diversas vias 

celulares que podem culminar com a  diminuição da sinalização da insulina (Boura-

Halfon e Zick, 2009). 

Alguns grupos de pesquisa fizeram deleções completas de populações de 

células do sistema imune. Um estudo depletou a população de células CD11c+, que 

incluem macrófagos, células dendríticas e neutrófilos, entre outros, e mostrou que a 

sensibilidade à insulina aumentou nos animais que tiveram as células depletadas 

(Patsouris et al., 2008). Outros trabalhos, envolvendo a depleção de células T CD8+, 

com aumento de células T CD4+ e células T reguladoras, relataram melhora na 

sensibilidade à insulina de camundongos obesos (Feuerer et al., 2009, Nishimura et 

al., 2009).Pesquisas com depleção de mastócitos e células natural killer também 

verificaram redução da inflamação no tecido adiposo e melhora da homeostase da 

glicose (Liu et al., 2009, Ohmura et al., 2010). Esses estudos apontam o sistema 

imune e suas ações inflamatórias como contribuintes para a ruptura da função 
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metabólica. Portanto, a remoção de componentes imunológicos celulares seria 

benéfica para a sinalização da insulina. Dessa forma, evidencia-se o papel da 

inflamação do tecido adiposo na manifestação da resistência à insulina que acontece 

com a obesidade.  

Embora não seja considerado um órgão metabólico clássico, o encéfalo é o 

local onde se dá a regulação do apetite e o controle do gasto energético. O encéfalo e, 

especificamente o hipotálamo, responde a sinais endócrinos e metabólicos, incluindo-

se os próprios nutrientes, a insulina liberada pelo pâncreas e a leptina secretada pelo 

tecido adiposo (Gregor e Hotamisligil, 2011). 

Tanto a leptina quanto a insulina têm importantes efeitos anorexígenos, 

mediados pela sinalização hipotalâmica. É interessante notar que, na obesidade, o 

hipotálamo tende a apresentar resistência à insulina e à leptina, levando à 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 órgãos periféricos a nutrientes, como se pode 

observar no controle hipotalâmico da produção hepática de glicose (Obici et al., 2002). 

A inflamação tecidual do sistema nervoso central ocorre de forma diferente em 

relação aos tecidos periféricos. Isso acontece porque reações inflamatórias 

exageradas podem danificar esse tecido, que é muito delicado. Uma das 

características que diferencia a ação inflamatória do tecido nervoso e a inflamação nos 

tecidos periféricos é a presença da barreira hematoencefálica. Esta barreira 

hematoencefálica proporciona um ambiente controlado para a otimização da função 

neuronal, limitando a inflamação, impedindo a entrada de proteínas plasmáticas, bem 

como de células imunológicas periféricas e dos mediadores inflamatórios produzidos 

por elas (DeSalvo et al., 2011, Banerjee e Bhat, 2007). Além disso, o parênquima do 

sistema nervoso central apresenta um perfil anti-inflamatório, principalmente devido às 

concentrações de fator de crescimento tumoral β (TGF-β), IL-10 e gangliosídeos que 

podem ser tóxicos aos linfócitos T (Irani et al., 1996, Strle et al., 2001). 

No sistema nervoso central, a microglia e os astrócitos são os principais 

responsáveis por iniciar a resposta a estímulos nocivos. A resposta a um patógeno, ou 

a algum dano, inicia com o reconhecimento de alguma característica estrutural do 

patógeno, ou alguma substância 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-κB, 

resultando na transcrição de genes da família das citocinas IL-1β (O'Neill, 2004). 
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Alguns peptídeos permanecem sem serem clivados até a ativação da via da caspase-

1, quando há liberação de IL1-β ativa (Martinon e Tschopp, 2004). 

A ativação da via da caspase-1 é iniciada pela sinalização 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-relação 

entre a sinalização do TLR e do NLR protege contra danos, e as duas famílias de 

receptores são expressas em células que participam da imunidade inata no sistema 

nervoso central. A microglia expressa todos os tipos de TLRs, enquanto os astrócitos 

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

Uma vez ativada, a microglia secreta citocinas por meio da ativação da via do 

NLR, como IL1-β e IL-18 que, por sua vez, estimulam a produção de uma via de 

sinalização proinflamatória tanto na microglia quanto em astrócitos (Chakraborty et al., 

2010, Halle et al., 2008, Salminen et al., 2008). Por exemplo, a IL1-β pode induzir a 

expressão de TNF-α e IL-6. Essas citocinas proinflamatórias podem alterar a função 

da barreira hematoencefálica e favorecer o recrutamento de leucócitos presentes no 

sangue. Além disso, as citocinas proinflamatórias podem estimular tanto o 

recrutamento quanto a proliferação das células da imunidade inata do sistema nervoso 

central (Blamire et al., 2000). A infiltração de células do sistema imunológico periférico 

é importante para a defesa contra infecção e para reparar danos após trauma ou 

isquemia no SNC. Entretanto, é necessário que a inflamação gerada a partir do 

recrutamento de células periféricas seja contida para evitar os possíveis danos de uma 

resposta inflamatória excessiva ou inapropriada (Trifilo e Lane, 2004, Chen et al., 

2001).  

Alguns trabalhos indicam que determinadas vias inflamatórias estão mais 

ativadas no hipotálamo durante a obesidade. Um estudo mostrou aumento da 

expressão de TNF-α, IL1-β e IL-6, entre outros marcadores inflamatórios, no 

hipotálamo de camundongos tratados com uma dieta hiperlipídica, quando 

comparados aos seus controles (De Souza et al., 2005). Além disso, camundongos 

alimentados com dieta hiperlipídica mostraram aumento da apoptose no hipotálamo 

(Moraes et al., 2009). Em outro estudo, em camundongos submetidos a uma dieta 

hiperlipídica, a ativação específica de IKKβ encefálica resultou em aumento do 

consumo alimentar e ganho de peso, com resistência hipotalâmica significativa à 

insulina e à leptina (Zhang et al., 2008). No entanto, a inibição da sinalização de IKKβ 

no encéfalo restaurou a sensibilidade à insulina e à leptina e preveniu o ganho de peso 

dos animais, resultando em melhora da homeostase da glicose.  Mais evidências 
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apoiam a ideia de que a neuroinflamação pode exercer importante papel na resistência 

à insulina induzida pela obesidade. A via TLR, do sistema imune inato, está envolvida 

em reconhecer patógenos e iniciar a resposta imune apropriada. Sabe-se que, durante 

tratamento com dieta hiperlipídica, ácidos graxos saturados podem ativar, sozinhos, a 

via de sinalização TLR (Milanski et al., 2009). Além disso, a deleção da proteína de 

diferenciação mielóide 88 (Myd88) encefálica, que é uma molécula da via de 

sinalização TLR, reforçou a sinalização de leptina em camundongos alimentados com 

dieta hiperlipídica, quando comparados aos controles. A recuperação da sinalização 

de leptina foi acompanhada por um decréscimo do consumo de alimentos e por 

diminuição do ganho de peso, com consequente melhora da homeostase da glicose 

(Kleinridders et al., 2009). 

Os resultados relatados até aqui revelam que as vias inflamatórias do sistema 

nervoso central na obesidade podem ser as principais envolvidas no prejuízo à 

homeostasia metabólica sistêmica, contribuindo para a inibição da sinalização da 

insulina e da leptina e impedindo a regulação do consumo de alimentos, do peso 

corporal e do metabolismo sistêmico.  

Pesquisas recentes indicam que o peso corporal excessivo e a obesidade 

podem ser facilitadores e preditores de doenças neurodegenerativas (Cai, 2013, Gupta 

et al., 2012). Embora os mecanismos patogênicos que expliquem essa correlação 

ainda não estejam bem elucidados, estudos epidemiológicos e clínicos têm associado 

fatores inflamatórios, como proteína C-reativa (Anty et al., 2006, Mohamed-Ali et al., 

1997), TNF-α (Hotamisligil e Spiegelman, 1994), IL-6 (Mohamed-Ali et al., 1997, 

Heinrich et al., 1990) e moléculas de adesão (Kressel et al., 2009) a disfunções 

neurológicas subsequentes a desordens metabólicas. 

Além disso, há a participação de células gliais, como microglia e astrócitos, na 

inflamação central induzida pela alimentação em excesso. A alimentação com uma 

dieta hiperlipídica levou a uma produção excessiva de IL-6 pela microglia ativada 

(Tapia-Gonzalez et al., 2011) e ativação de astrócitos por vários estímulos, tais como 

citocinas proinflamatórias (Belanger et al., 2011) e ácidos graxos saturados (Gupta et 

al., 2012), o que, por sua vez, estimulou a liberação de mais citocinas proinflamatórias, 

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

O envelhecimento é caracterizado por uma deterioração progressiva nas 

funções fisiológicas e nos processos metabólicos (Jacob et al., 2011), o que, por sua 

vez, diminui a adaptação do indivíduo 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 patológicos. 

Mais de 35% dos indivíduos com mais de 65 anos são obesos nos Estados Unidos e a 

previsão é que, em 2030, a obesidade atinja metade da população de idosos (Wang et 

al., 2007). Esses dados são preocupantes, em virtude dos prejuízos que estão 

associados à obesidade, como doenças cardiovasculares e diabetes tipo 2. Além 

disso, os dados citados chamam atenção das autoridades para esse grupo específico 

da população, que se torna mais vulnerável, acarretando problemas econômicos e dos 

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

Há várias evidências de que a obesidade tem efeitos deletérios nas funções 

cerebrais e cognitivas em indivíduos idosos (Gustafson et al., 2007, Beydoun et al., 

2008). Numa coorte muito conhecida, o estudo de Framingham, a razão cintura/quadril 

elevada foi associada a significativo declínio cognitivo na idade avançada (Wolf et al., 

2007). Além disso, a obesidade também está associada com prejuízo cognitivo e 

também com o aumento da incidência da doença de Alzheimer (Gorelick et al., 2011, 

Luchsinger, 2008). Esse transtorno é caracterizado por prejuízo da função cognitiva e 

da interação social, associado à perda de memória e alterações emocionais  

(Grammas, 2011, Stefani e Liguri, 2009). Morfologicamente, a doença se caracteriza 

por acúmulo do peptídeo β-amilóide no espaço extracelular (originando as placas 

senis) (Querfurth e LaFerla, 2010). Adicionalmente, a formação dos emaranhados 

neurofibrilares, a partir da intensa fosforilação da proteína tau, também faz parte da 

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

Tanto a formação de placas senis quanto a formação dos emaranhados 

neurofibrilares, são acompanhadas de ativação microglial e astrocitária e da elevação 

dos níveis de mediadores proinflamatórios no sistema nervoso central  (Lee et al., 

2010, Lue et al., 2001, Verkhratsky et al., 2010). Em longo prazo, este estado 

inflamatório causa ativação glial e dano neuronal, o que, por sua vez, dá continuidade 

a um ciclo de neuroinflamação e neurodegeneração. Contudo, ainda não está claro se 

a neuroinflamação é causa ou consequência da doença de Alzheimer. Porém, sabe-se 

que há correlação entre os níveis periféricos elevados de citocinas pró-inflamatórias, 

como o fator de necrose tumoral- (TNF-), interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-

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

Sugere-se que a ativação das vias inflamatórias contribua para os prejuízos 

das funções cognitivas relacionados à obesidade (Pistell et al., 2010), e que, embora 

os mecanismos pelos quais a obesidade promova a neuroinflamação ainda sejam 

pouco entendidos, os dados obtidos até então sugerem que a idade avançada exerce 
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efeito sinérgico com a obesidade. Ainda não há estudos que tenham como objetivo 

investigar os mecanismos específicos, relacionados ao envelhecimento, que 

exacerbam a neuroinflamação induzida pela obesidade, no entanto há evidências de 

que mecanismos envolvidos na regulação da integridade da barreira hematoencefálica 

estejam envolvidos tanto na instalação quanto no desenvolvimento do declínio 

cognitivo e da doença de Alzheimer (Zlokovic, 2011, Tucsek et al., 2013).  

Estudos com animais indicam que a obesidade está relacionada tanto com 

dano oxidativo no sistema nervoso central, quanto com a neuroinflamação (Farr et al., 

2006, Pan et al., 2008, Lavin et al., 2011). Em camundongos machos obesos, por 

exemplo, alterações metabólicas são seguidas de prejuízo  do aprendizado e 

diminuição da plasticidade sináptica hipocampal (Hwang et al., 2010). Isso porque 

várias adipocinas são citocinas proinflamatórias capazes de cruzar a barreira 

hematoencefálica (Kastin e Pan, 2003, Pan et al., 2007) e várias dessas são indutoras 

de astrogliose e microgliose reativa. Já se observou astrogliose reativa em 

camundongos obesos em algumas regiões do hipotálamo, do hipocampo e do córtex 

cerebral (Pan et al., 2008, Hsuchou et al., 2009, Ouchi et al., 2011). Entretanto, ainda 

não se sabe exatamente quais os fatores metabólicos que podem estar relacionados à 

gliose reativa nesses animais obesos. 

A astrogliose é caracterizada pela síntese aumentada de proteína ácida fibrilar 

(GFAP), um filamento intermediário encontrado em astrócitos maduros, que modula a 

morfologia e a atividade astrocitária promovendo a estabilidade nesses filamentos 

(Eng et al., 1971, Eng et al., 2000). Além da indução da secreção de várias citocinas 

durante a neuroinflamação, a astrogliose reativa também é um marcador de dano 

encefálico e, como já descrito, dietas hipercalóricas ou hiperlipídicas são sabidamente 

indutoras de dano ao sistema nervoso central (Hoane et al., 2011, Langdon et al., 

2011).  

Embora os astrócitos sejam as células mais abundantes no encéfalo, a 

microglia mostra uma rápida resposta a desafios inflamatórios e traumáticos (Streit, 

2002, Zhang et al., 2010), com mudanças em marcadores comuns de leucócitos, 

particularmente CD11b, CD45 e CD68. 

A atividade proinflamatória durante a obesidade está associada a inúmeros 

prejuízos à homeostase. Por outro lado, as modificações fisiológicas que acontecem 

em decorrência do envelhecimento culminam em uma incapacidade de manutenção 

do equilíbrio homeostático, diminuindo a capacidade de adaptação do indivíduo ao 

ambiente, com maior vulnerabilidade aos processos patológicos (Balcombe e Sinclair, 
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2001). Dessa forma, as doenças potencializadas pela obesidade parecem ser ainda 

mais prejudiciais em idosos (Souza et al., 2007, Teixeira e Guariento, 2010). 

Indivíduos obesos tendem a apresentar inflamação sustentada, principalmente pela 

liberação de moléculas próinflamatórias, especialmente pelo tecido adiposo. Esse fator 

pode aumentar a suscetibilidade desses indivíduos obesos ao desenvolvimento de 

doenças neurológicas, como a doença de Alzheimer e a doença 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 

indivíduos de diferentes idades. 
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Hipótese 

 

A hipótese do presente trabalho é que a obesidade induzida por dieta de 

cafeteria aumenta a síntese e liberação de moléculas proinflamatórias, tanto no 

sangue quanto em estruturas associadas à cognição, como o hipocampo e o córtex 

cerebral, no sistema nervoso central, e provoca hiperfosforilação da proteína tau de 

modo diferente, de acordo com a idade. 

 

Objetivo geral 

 

Avaliar a participação da obesidade, induzida por dieta de cafeteria, na indução do 

estado proinflamatório no sistema nervoso central e verificar a diferença de 

suscetibilidade a essas alterações devido à idade dos indivíduos.  

 

Objetivos específicos 

 

 Avaliar o efeito da obesidade e comparar os grupos de diferentes idades em 

relação aos seguintes fatores: 

 

 Ganho de peso semanal e consumo alimentar de animais tratados com dieta 

de cafeteria e animais tratados com dieta de biotério, nas diferentes idades; 

 Perfil lipídico, glicemia de jejum e níveis séricos de insulina, leptina, 

adiponectina, IL-10 e IL-1β; 

 Concentração de IL1-β no córtex e no hipocampo; 

 Ativação microglial por marcação com CD68, e ativação astrocitária por 

marcação com GFAP no córtex cerebral e no hipocampo. 

 Fosforilação da proteína tau no córtex cerebral e no hipocampo. 
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Material e métodos 

 

1.Animais 

 Foram utilizadas ratas fêmeas 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 máximo, cinco por caixa, com livre acesso 

à dieta e à água, e permaneceram em ambiente com temperatura controlada entre 

22º±2ºC, com ciclo claro/escuro de 12 horas (das 6 às 18h). Os animais foram 

divididos em quatro grupos e tratados durante 12 semanas: Controle 6 meses: animais 

de 3 meses, no início do experimento, que receberam ração padrão e água; dieta 6 

meses: animais de 3 meses, no início do experimento, que receberam dieta de 

cafeteria com refrigerante e água; controle 21 meses animais com 18 meses, no 

experimento, que receberam dieta padrão e água; dieta 21 meses: animais de 18 

meses, no início do experimento, que receberam dieta de cafeteria com refrigerante e 

água (Figura 1). O desenho experimental está representado na Figura 2. Esse projeto 

foi aprovado no CEP da UFRGS sob número 21962. 

 

 
Figura 1. Grupos experimentais. 
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2.Dieta 

 

A dieta de cafeteria constitui um modelo de estudo de obesidade exógena, e é 

caracterizada pelo estímulo à ingestão de alguns alimentos que, normalmente, fazem 

parte dos hábitos alimentares dos países ocidentais. Muitos itens alimentares 

empregados neste modelo são ricos em carboidratos simples e gorduras, resultando 

em alimentação hipercalórica, quando comparada à ração padrão de biotério. A oferta 

destes alimentos resulta em aumento da ingestão calórica, obesidade, resistência à 

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

 Este tipo de dieta tem sido empregado em ratos 7 dias após 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 já foram realizados estudos com um período maior do que 5 meses (De 

Schepper et al., 1998). A quantidade de itens de consumo disponíveis 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 relação de 10 itens (Flatt et al., 

1984), enquanto outros oferecem 12 itens diariamente, sem variação (Prats et al., 

1989). 

 A dieta padrão oferecida aos animais nesse estudo foi a ração de biotério 

(NUVILAB CR-1), que possui 2,95 kcal/g, sendo 55% de carboidratos, 22% de 

proteínas e 4,5% de lipídeos.  

 A dieta experimental escolhida foi uma dieta palatável hiperlipídica e 

hipercalórica, composta de aproximadamente 16% de proteínas, 40% de gordura e 

44% de carboidratos, adaptada de uma dieta hiperlipídica conhecida como dieta de 

cafeteria ou dieta ocidental (Estadella et al., 2004), seguindo-se os padrões utilizados 

por Goularte (Goularte et al., 2012).  A dieta de cafeteria foi disponibilizada à vontade, 

Figura 2. Desenho experimental 
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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)* 

Ração Padrão  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 

Lingüiça (Perdigão, 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 5,2 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= proteínas, LIP= lipídeos, Na+= sódio. 

 

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 

A 
Ração 
Padrão Salame 

Salgadinho 
Yokitos Bisnaguinha Jelly Bean 

B 
Ração 
Padrão Lingüiça Bolo de Chocolate Biscoito Maisena Marshmallow 

C 
Ração 
Padrão Presunto Wafer Salgadinho Fritello 

Bala de 
Goma 

 

3.Consumo alimentar 
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Os alimentos foram pesados antes de serem fornecidos aos animais. Vinte e 

quatro horas após 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 

cálculo do consumo de cada nutriente, com uso das informações nutricionais dos 

alimentos oferecidos, assumindo-se o valor calórico de 4 kcal/g de carboidrato, 4 

kcal/g de proteína e 9 kcal/g de lipídeos. 

 Os animais foram pesados, individualmente, uma vez por semana e também no 

dia da decapitação, para posteriores cálculos de variação de peso e índice adiposo 

(quantidade de gordura abdominal em gramas/peso corporal em gramas). 

4. Acompanhamento das fases do ciclo estral  

 

Após 10 semanas de dieta, o lavado vaginal de cada animal foi analisado 

diariamente. A coleta foi realizada com auxílio de uma pipeta plástica contendo soro 

fisiológico, introduzida no canal vaginal da fêmea, onde se fazia o lavado. O líquido era 

depositado sobre uma lâmina e analisado a fresco no microscópio óptico. Pela análise 

da composição celular do esfregaço, inferiu-se em qual fase do ciclo estral o animal se 

encontrava. O ciclo estral de ratas Wistar é 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 

é composto de células epiteliais corneificadas e leucócitos, e diestro, quando o lavado 

é composto principalmente por leucócitos (Jacobs et al., 2014). 

 

5. Coleta de tecidos 

 

A fim de garantir menor influência dos hormônios sexuais sobre os parâmetros 

analisados, todas as coletas foram realizadas na fase do diestro do ciclo estral. Ao 

final de 12 semanas do início do experimento, foram retirados os alimentos e os 

refrigerantes das caixas às 7h da manhã. Às 13h, quando totalizavam 6 horas de 

jejum, realizou-se a decapitação e foram coletadas as estruturas de interesse. As 

frações de gordura visceral, perigonadal e retroperitoneal (que juntas constituem a 

gordura abdominal) foram retiradas e pesadas.  

Fez-se a dissecação do encéfalo e a secção sagital do mesmo em superfície 

gelada. O hemisfério esquerdo foi imediatamente mergulhado em solução fixadora de 
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zinco (ver a seção de imuno-histoquímica). O córtex e o hipocampo do hemisfério 

direito foram dissecados e congelados para posteriores análises pelos métodos de 

ensaio imunoabsorvente ligado à enzima (ELISA) e Western blotting.  

O sangue troncular foi coletado em tubos de ensaio contendo gel separador 

Vacuette® Ref.455071. Após período de coagulação, o sangue foi centrifugado por 15 

minutos a 1000xg. O soro foi coletado, separado em alíquotas, e estocado a -20ºC até 

o momento das análises bioquímicas. 

 

 

 

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 1β 

(eBioscience®, Rat IL-10 Cat.88-6010-22 e eBioscience® Rat IL-1β Cat.E093071637) 

pela técnica Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA), de acordo com as 

orientações dos fabricantes. 

Realizaram-se, além das dosagens descritas acima, a dosagem sérica de 

glicose (In Vitro®, Ref. 10261), triacilgliceróis (Labtest® Ref.87), colesterol total 

(Labtest® Ref.76-2/100) e fração HDL (Labtest®Ref1350), por testes enzimáticos 

colorimétricos, de acordo com as orientações dos fabricantes.  

A fim de mensurar a possível resistência à insulina dos animais, fez-se o 

cálculo do índice do HOMA (modelo de avaliação 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 1β foi dosada nos homogeneizados (ver seção de 

homogeneização de tecidos) de córtex e hipocampo, pelo método de ELISA (kit 
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comercial eBioscience Cat E09307-1637), e os resultados foram normalizados para a 

quantidade de proteína no tecido.  

 

8. Imuno-histoquímica  

 

8.1 Fixação 

 

 Logo após 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 peça, por 48 horas. O fixador de zinco contém, por litro, 0,5 g 

de acetato de cálcio, 5 g de cloreto de zinco, 5 g de acetato de zinco e o restante do 

volume de solução de Tris-HCl 0,1M, pH=7,6. Após a fixação com solução de zinco, as 

peças foram transferidas para solução de álcool 70%, onde permaneceram por, no 

máximo, uma semana. 

8.2 Emblocamento em parafina 

 

 A fim de preservar a estrutura anatômica das peças, fez-se o emblocamento 

em parafina. Após as peças serem retiradas da solução de álcool 70%, passou-se à 

solução de álcool 80% por uma hora, depois realizaram-se dois banhos, de uma hora 

cada, em álcool 100%, seguidos por dois banhos, de uma hora cada, em álcool 

isopropílico, dois banhos, de uma hora cada, em xilol histológico, finalizando com dois 

banhos, de uma hora cada, em parafina, na estufa, à temperatura de derretimento 

(aproximadamente 60ºC). Por fim, fez-se o emblocamento em parafina, com o cuidado 

de evitar a formação de bolhas, em formas plásticas específicas para histologia. 

8.3 Imuno-histoquímica 

 

  Foram realizados cortes coronais em micrótomo, com lâmina metálica, na 

espessura de 8 µm cada e intervalo de 80 µm entre os cortes. Os cortes eram 

depositados, um a um, em água destilada à temperatura de 37ºC, e posicionados em 

lâmina histológica coberta com solução de gelatina a 10%. A montagem de cada 

lâmina foi realizada incluindo um corte de cada grupo experimental. 

 Para a realização da imuno-histoquímica, inicialmente fazia-se a seleção das 

lâminas histológicas, que deveriam conter, pelo menos 3 secções de cada animal 

analisado, que pudessem fazer a representação ântero-posterior do encéfalo. 
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 Primeiramente, fazia-se a desparafinização da lâmina, sempre na capela de 

exaustão, durante 7 minutos, sendo um minuto em cada solução: xilol, novamente 

xilol, álcool 100%, novamente álcool 100%, álcool 95%, álcool 90% e água destilada.  

 Após a desparafinização, fez-se o bloqueio da peroxidase. As lâminas foram 

mergulhadas em solução de peróxido de hidrogênio a 3% e metanol a 10% em PBS 

(tampão fosfato salino), em incubação durante 30 minutos. Após a incubação, os 

cortes foram lavados duas vezes, quinze minutos cada, com solução de triton 0,2% em 

PBS. 

 Após a lavagem, realizou-se a incubação para bloqueio de sítios inespecíficos 

em solução de soro normal de cabra a 3% em solução de lavagem (triton + PBS), por 

30 minutos. Somente após este último bloqueio, as bordas dos cortes foram 

suavemente enxugadas, e se fez o contorno com caneta hidrofóbica, a fim de limitar o 

escoamento da solução de anticorpos que seria aplicada em seguida. 

 Os anticorpos foram diluídos (CD68- Millipore® lote NG1869834, na proporção 

de 1:75, GFAP Millipore® lote LV1786434 na proporção de 1:750) em solução de 

bloqueio (soro normal de cabra + solução de lavagem). Depois, pipetou-se 50 µL da 

solução de anticorpo sobre cada corte. A seguir, as lâminas foram incubadas durante 

48 horas a 4ºC. 

 Após a incubação, os cortes foram lavados 2 vezes, com triton 0,2% em PBS 

por 10 minutos. Procedeu-se então a incubação com solução de anticorpo secundário 

IgG antimouse Santa Cruz® conjugado a peroxidase, na proporção de 1:500 em PBS. 

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

 A revelação da imuno-histoquímica foi realizada com solução de 

diaminobenzidina (DAB) a 0,06% em PBS, mais solução de peróxido de hidrogênio a 

10% em água, na proporção de 1 µL da solução de peróxido de hidrogênio para cada 

1 mL da solução de DAB. As lâminas foram mergulhadas na solução por 10 minutos, e 

depois realizou-se lavagem com PBS por um minuto. Após, as lâminas foram 

mergulhadas em solução de hematoxilina de Meyer por 30 segundos, e colocava-se 

em água corrente por 20 minutos. 

 Para finalizar, montou-se as lâminas, começando com a desidratação das 

mesmas, com dois banhos em álcool 96% por um minuto cada, dois banhos em álcool 

100% por um minuto cada, e dois banhos em xilol histológico de um minuto cada. As 

lâminas foram montadas com uma gota de bálsamo do Canadá e lamínula histológica. 
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 A visualização dos cortes histológicos foi realizada em microscópio óptico 

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 análise das imagens 

capturadas foi realizada com o software ImageJ®. 

 

9. Homogeneização 

 

 Realizou-se homogeneização de tecido do córtex cerebral e do hipocampo das 

amostras destinadas às técnicas de ELISA e Western blotting.  

 A homogeneização das estruturas foi realizada com tampão 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 centrífuga 

refrigerada a 4ºC. Após, foi feita a quantificação de proteínas do sobrenadante pelo 

método de Bradford (Bradford, 1976). 

 

10. Western blotting 

 

       Para a quantificação da expressão da proteína tau fosforilada (p-tau) em 

hipocampo e córtex, utilizou-se a técnica de Western blotting. As proteínas foram 

separadas por SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato 

de sódio). O homogeneizado, composto por 60 µg de proteínas totais, foi colocado em 

cada poço do gel com tampão de carga e o padrão de peso molecular correu no 

mesmo gel. As amostras foram aquecidas a 100oC por 2 minutos antes de aplicadas 

ao gel.  

Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para membranas de 

nitrocelulose, usando um sistema de transferência (mini Trans-blot Electrophoretic 

Transfer Cell), a 110 V por 1h30min. As membranas foram incubadas com leite em pó 

8% em tampão Tris salino contendo 0,1% de tween 20 (TTBS) por 60 minutos, com o 

objetivo de bloquear ligações inespecíficas.  

Após 3 lavagens com água destilada, as membranas foram incubadas por 16 a 

18 horas (a 4oC) com o anticorpo primário anti-human phospho-PHF-tau 

pSer202/Thr205 monoclonal antibody da Thermo Scientific® diluído em TTBS na 

proporção 1:1000. As incubações com os anticorpos secundários iniciaram após 3 
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lavagens com TTBS e duraram 2 horas a temperatura ambiente. Todas as incubações 

foram realizadas sob agitação constante. Antes de proceder à revelação por 

quimioluminescência, as membranas foram lavadas por três períodos de 10 minutos 

com TBS (TrisHCl 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). A reação de quimioluminescência 

ocorreu com uso de um sistema de detecção baseado em substratos luminescentes, 

com exposição das membranas ao filme autorradiográfico 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 incubação das mesmas com o anticorpo primário anti-gliceraldeído fosfato 

desidrogenase (GAPDH) na concentração de 1:1000. As amostras de todos os grupos 

experimentais foram processadas em paralelo.  

11. Análise estatística 

 

 Os dados foram analisados por análise de variância (ANOVA) de medidas 

repetidas ou ANOVA de duas vias, seguida de pós-teste de Bonferroni, quando 

indicado. Os resultados foram analisados com auxílio do software SPSS® versão 17.0, 

e os gráficos foram construídos com auxílio do software GraphPad Prism ® versão 5.0. 

O nível de significância 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 pós-teste de Bonferroni, representados pela média de 

cada grupo experimental. Para os valores de consumo alimentar em quilocalorias 

(kcal), não houve interação entre os fatores dieta e tempo de tratamento (F (33,66)=1,09; 

p=0,3746 para n=6 a 12 animais). Houve efeito estatisticamente significativo do tipo de 

dieta (F(33,66)=14,03; p=0,0040 para n=6 a 12), mas não houve efeito significativo em 

relação ao  tempo de tratamento (F(11,66)=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), não houve interação entre os fatores dieta e tempo de tratamento (F(33,66)=1,09; 

p=0,346 para n=6 a 12); houve efeito estatisticamente significativo do tipo de dieta 

(F(3,66)=5,37; p=0,0390 para n=6 a 12), mas não houve efeito do tempo de tratamento 

(F(11,66)=0,88; p=0,5614 para n=6 a 12) (Figura 3B). 

 Para os valores de consumo de proteínas em gramas por dia (g/dia), não foi 

encontrada interação entre os fatores dieta e tempo de tratamento (F(33,66)=0,84; 

p=0,7096 para n=6 a 12). Houve efeito significativo do tipo de dieta (F(3,66)=82,51; 

p<0,0001 para n=6 a 12), embora não 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 ingestão de gorduras totais diárias em gramas (g/dia), 

verificou-se interação entre os fatores dieta e tempo de tratamento (F(33,66)=3,62; 

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

p<0,0001 para n=6 a 12) (Figura 3D). 
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Figura 3. Dados analisados por ANOVA de medidas repetidas, representados como média. A) Consumo 

alimentar em quilocalorias: não houve interação entre os fatores dieta e tempo de tratamento, nem efeito 

do tempo de tratamento, mas houve efeito significativo do tipo de dieta (F(33,66)=14,03; p=0,004; n=6 a 

12).B) Consumo de carboidratos em gramas por dia: não houve interação 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)=5,37; p=0,0390; n=6 a 12). C) Consumo de proteínas em gramas por dia: não houve interação 

entre os fatores dieta e tempo de tratamento, nem efeito do tempo de tratamento, mas houve efeito 

significativo da dieta (F(3,66)=82,51; p<0,0001; n=6 a 12). D) Consumo de gorduras totais em gramas por 

dia: houve interação entre os fatores dieta e tempo de tratamento (F(33,66)=3,62; p<0,0001; n=6 a 12), 

houve efeito significativo do tipo de dieta (F(3,66)=96,02; p<0,0001; n=6 a 12) e do tempo de tratamento 

(F(11,66)=9,01; p<0,0001; n=6 a 12). 
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2.Perfil lipídico  

 

Os resultados das dosagens de colesterol total, fração HDL do colesterol e 

triacilgliceróis, em miligramas por decilitro de soro (mg/dL), foram analisados por 

ANOVA de duas vias, seguida de pós-teste de Bonferroni, quando indicado. Os 

resultados estão expressos como média ± erro padrão da média.  

Não encontramos diferença estatisticamente significativa entre os grupos nos 

valores de colesterol total.  Para os valores de fração HDL de colesterol, encontramos 

efeito significativo da idade, com F(1,36)=8,57 e p=0,0059. Para os valores de 

triacilgliceróis séricos, encontramos interação dos fatores dieta e idade, com 

F(1,36)=10,53 e p=0,0025. Na Tabela 3 estão as médias obtidas para cada resultado. 

 

Tabela 3. Perfil lipídico. 

Parâmetro 
(mg/dL) 

Controle 6 
meses 

Controle 21 
meses Dieta  6 meses 

Dieta 21 
meses Significância 

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 

Triacilgliceróis 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 interação e “ns” significa “não significativo”. 

 

3. Peso corporal 

 

 Os valores de ganho de peso corporal foram analisados com ANOVA de 

medidas repetidas, seguida de pós-teste de Bonferroni e estão representados como 

média. Há interação entre os fatores dieta e tempo de tratamento (F(36,432)=2,52; 

p<0,0001, n=6 a 12). Também há efeito estatisticamente significativo da dieta (F 

(3,36)=4,60; p=0,0080, n=6 a 12) e do tempo de tratamento (F(12,432)=10,96; p<0,0001; 

n=6 a 12) (Figura 4 A). 

Para avaliar o ganho de peso corporal, fez-se o cálculo do peso final menos 

peso inicial (variação do peso). Os dados foram analisados com ANOVA de duas vias, 

seguida de pós-teste de Bonferroni, e estão representados como média ± EPM. Não 

há interação dos fatores dieta e idade (F(1,36)=0,53; p=0,4701; n=6 a 12), mas há efeito 
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significativo da dieta (F(1,36)=6,93; p=0,0124; n=6 a 12) e da idade (F(1,36)=4,94; 

p=0,0326; n=6 a 12). (Figura 4B) 

 

 

 

 

 

 

 

4.Tecido adiposo 

 

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

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

duas vias, seguida de pós-teste de Bonferroni. Os resultados estão expressos como 

média ± EPM. 

 Os resultados de peso de gordura abdominal apresentaram interação dos 

fatores dieta e idade (F(1,36)=4,98; p=0,0319; n=6 a 12) e efeito significativo da dieta 

Figura 4. Peso corporal. A) Ganho de peso corporal ao longo do tratamento. Dados analisados 

com ANOVA de medidas repetidas. Houve interação dos fatores dieta e tempo de tratamento 

(F(36,432)=2,52; p<0,001), efeito da dieta (F(3,36)=4,60; p=0,0080) e do tempo de tratamento 

(F(12,432)=10,96; p<0,001). B) Variação de peso corporal. Dados analisados com ANOVA de duas 

vias. Não houve interação dos fatores dieta e da idade, mas houve efeito significativo da dieta 

(F(1,36)=6,93; p=0,0124) e da idade (F(1,36)=4,94; p=0,0326). “a” significa efeito da dieta, “b” significa 

efeito da idade. 
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(F(1,36)=6,68; p=0,0140; n=6 a 12), embora não tenham apresentado efeito significativo 

da idade (F(1,36)=1,99; p=0,1664; n=6 a 12) (Figura 5A). 

 Os resultados de índice adiposo, da mesma forma, apresentaram interação 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 não tenham apresentado efeito significativo 

da idade (F(1,36)=2,51; p=12,17; n=6 a 12) (Figura 5B). 

 

 

 

 

5. Homeostase da glicose 

 

 Para verificar a situação da homeostase da glicose nos animais, foi realizada a 

dosagem de glicose sérica, de insulina, e também o cálculo HOMA (modelo de 

avaliação da homeostase). Os resultados foram analisados com ANOVA de duas vias, 

seguida de pós-teste de Bonferroni. 

 Não houve diferenças estatisticamente significativas de glicemia entre os 

grupos (Figura 6A). Os resultados de insulina não apresentaram interação dos fatores 

idade e dieta (F(1,36)=1,87; p=0,1794; n=6 a 12), nem efeito da idade (F(1,36)=1,76; 

Figura 5. Tecido adiposo. A) Peso da gordura abdominal. Houve interação dos fatores dieta e idade 

(F(1,36)=4,98; p=0,0319; n=6 a 12) e efeito da dieta (F(1,36)=6,69; p=0,0140), mas não houve efeito 

significativo da idade. B) Índice adiposo. Há interação dos fatores dieta e idade (F(1,36)=4,87; 

p=0,0337, n=6 a 12) e efeito da dieta (F(1,36)=8,68; p=0,0056), mas não houve efeito da idade. “a” 

significa efeito da dieta,  “c” significa interação dos fatores dieta e idade. 
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p=0,1924; n=6 a 12), mas apresentaram efeito significativo da dieta (F(1,36)=6,94; 

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

 Em relação ao índice HOMA, não houve interação dos fatores dieta e idade 

(F(1,36)=2,38; p=0,1318; n=6 a 12), nem efeito significativo da idade (F(1,36)=2,34; 

p=0,1348; n=6 a 12), mas houve efeito significativo da dieta (F(1,36)=6,32; p=0,0165; 

n=6 a 12) (Figura 6C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Homeostase da glicose. A) Glicemia. Não houve diferença significativa entre os grupos. B) 

Insulina sérica. Não há interação dos fatores dieta e idade, nem efeito do fator idade, mas há efeito 

significativo do fator dieta (F(1,36)=6,94; p=0,0123; n=6 a 12). C) Índice HOMA. Não há interação dos 

efeitos dieta e idade, nem efeito significativo do fator idade, mas há efeito significativo da dieta 

(F(1,36)=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 pós-teste de Bonferroni 

quando indicado, e estão expressos como média ± EPM. Não há diferenças 

significativas da concentração de adiponectina entre os grupos (Figura 7A). Para os 

resultados de leptina, não foi encontrada interação dos fatores idade e dieta 

(F(1,35)=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(1,35)=4,13; p=0,0499; n=6 a 12) (Figura 

7B). 

 

 

 

 

 

7. Citocinas 

 

 Fez-se dosagem sérica da citocina antiinflamatória IL-10, e também da citocina 

proinflamatória IL1-β. Os dados foram analisados com ANOVA de duas vias. Para IL-

10, não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos (figura 8). 

Figura 7. Adipocinas. A)Adiponectina. Não houve diferenças significativas entre os grupos; n=6 

a 12. B)Leptina. Não houve interação dos fatores dieta e idade, mas houve efeito da dieta 

(F(1,35)=4,35; p=0,0444; n=6 a 12) e da idade (F(1,35)=4,13; p=0,0499). “a” significa efeito da dieta e 

“b” significa efeito da idade. 
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Devido à quantidade reduzida de amostras obtidas, não foram realizadas dosagens de 

IL-10 no córtex cerebral nem no hipocampo dos animais. Já os valores para IL1-β, no 

soro, ficaram todos abaixo de 39 pg/mL, que é o limite detectável do kit comercial 

utilizado.  

 

 

 

 Realizou-se a dosagem de citocina proinflamatória IL-1β em homogeneizado 

de córtex cerebral e também de hipocampo, relativizados pela quantidade de proteína 

dessas mesmas estruturas. Os resultados foram analisados com ANOVA de duas 

vias, seguida de pós-teste de Bonferroni. Para os dados de IL1-β no córtex cerebral, 

houve interação dos fatores dieta e idade (F(1, 26)=7,18; p=0,0126; n=6 a 12), mas não 

houve efeito significativo da dieta (F(1,26)=3,15; p=0,078; n=6 a 12) nem da idade 

(F(1,26)=0,41; p=0,5262; n=6 a 12) (Figura 9A). 

 Para os dados de IL1-β no hipocampo, há interação dos fatores dieta e idade 

(F(1,27)=8,40; p=0,0074; n=6 a 12), e efeito estatisticamente significativo da dieta 

(F(1,27)=11,52; p=0,0021; n=6 a 12) e da idade (F(1,27)=12,42; p=0,0014; n=6 a 12) 

(Figura 9B). 

Figura 8. Interleucina 10 no soro. Não há diferenças estatisticamente significativas entre os grupos (n=6 a 

12; p>0,05). 
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09. Ativação microglial e astrocitária 

 

 Foi realizada imuno-histoquímica para CD68 no córtex cerebral, e GFAP no 

córtex e no hipocampo. CD68 é um marcador de monócitos, macrófagos e microglia, 

sendo a microglia o alvo da marcação no presente estudo.  GFAP é um marcador de 

astrócitos. Os resultados foram analisados com ANOVA de duas vias, seguida de pós-

teste de Bonferroni, e estão expressos como média do número de células por corte, 

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

 Para os resultados de marcação com CD68 no córtex, não houve diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos (p>0,05; n=4) (Figura 10 A e Figura 11). 

Para os resultados de marcação com GFAP no córtex, observou-se que não houve 

interação dos fatores dieta e idade (F(1, 17)=0,81; p=0,3803; n=5 a 6), nem efeito 

significativo da idade (F(1,17)=0; p=0,9475; n=5 a 6), mas observou-se efeito 

significativo da dieta (F(1,17)=5,27; p=0,0347; n=5 a 6) (Figura 10B e Figura 12). 

Figura 9. IL-1β no córtex e no hipocampo. A) IL1-β no córtex. Há interação dos fatores dieta e idade 

(F(1,26)=7,18; p=0,0126; n=6 a 12), mas não há efeito significativo da dieta ou da idade. B) IL1-β no 

hipocampo. Há interação dos fatores dieta e idade (F(1,27)=8,40; p=0,0074; n=6 a 12), e efeito 

significativo da dieta (F(1,27)=11,52; p=0,0021) e da idade (F(1,27)=12,42; p=0,0015). “a” significa efeito da 

dieta, “b” significa efeito da idade e “c” significa interação dos fatores dieta e idade. 
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              Para marcação com GFAP no hipocampo, não houve interação dos fatores 

dieta e idade (F(1,11)=1, 27, p=0,2839; n=4 a 5), nem da dieta (F(1,11)=3,99; p=0,0711; 

n=4 a 5), mas observou-se efeito estatisticamente significativo da idade (F(1,11)=5,75; 

p=0,0353; n=4 a 5) (Figura 10C e Figura 13). 

 

 

 

 

Figura 10. Ativação microglial e astrocitária. A) CD68 no córtex cerebral. Não houve diferenças 

estatisticamente significativas entre os grupos (p>0,05; n=4). B) GFAP no córtex cerebral. Não houve 

interação dos fatores dieta e idade, nem efeito significativo da idade, mas houve efeito da dieta 

(F(1,17)=5,27; p=0,00347; n=5 a 6). C) GFAP no hipocampo. Não houve interação dos fatores dieta e 

idade, nem efeito significativo da dieta, mas houve efeito da idade (F(1,11)=5,75; p=0,0353; n=4 a 5). A 

letra “a” significa efeito da dieta e a letra “b” significa efeito da idade. 
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Figura 11. Fotomicrografia mostrando a marcação de CD68 no córtex 

cerebral. Barra=100µm 

Figura 12. Fotomicrografia mostrando marcação com GFAP no córtex cerebral. 

Barra=100µm 
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10. Proteína tau fosforilada 

 

 Os resultados da análise da expressão da proteína tau fosforilada, verificada 

por Western blotting no homogeneizado de córtex cerebral e hipocampo, relativizados 

pela expressão de GAPDH, foram analisados por ANOVA de duas vias. Não houve 

diferenças estatisticamente significativas nem em córtex nem em hipocampo entre os 

grupos (n=6 a 8; p>0,05) (Figura 14). 

Figura 13. Fotomicrografia mostrando marcação com GFAP no hipocampo. Barra=100µm 
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Figura 14. Proteína tau fosforilada no córtex e no hipocampo. A) Proteína tau fosforilada no 

córtex. Não houve diferenças estatisticamente significativas entre os grupos (p>0,05; n=6 a 8). B) 

Proteína tau fosforilada no hipocampo. Não houve diferenças estatisticamente significativas 

entre os grupos (p>0,05; n=6 a 8). 
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Discussão 

 

Este estudo mostra que, embora a dieta de cafeteria não seja capaz de induzir 

um quadro completo de dislipidemia em 12 semanas, em animais submetidos à dieta 

aos 3 e aos 18 meses de idade, esse tipo de dieta é suficiente para induzir resistência 

à insulina nesse período de tempo relativamente curto. Além disso, a dieta de cafeteria 

contribuiu para a deposição de tecido adiposo visceral, que é associado a vários 

prejuízos à saúde, tanto de indivíduos jovens, como de idosos, bem como para a 

manifestação de sinais de inflamação em estruturas relacionadas à cognição, como o 

córtex cerebral e o hipocampo. 

 Como se pode observar na seção de resultados, os animais que receberam 

dieta de cafeteria ingeriram uma dieta com mais calorias, carboidratos e gorduras 

totais e menos proteínas do que os animais que receberam dieta controle, 

caracterizando esta dieta de cafeteria como hipercalórica e hiperlipídica. 

Adicionalmente, a dieta de cafeteria apresenta alta palatabilidade para humanos e 

parece ser palatável também para roedores. Dessa forma, associando maior ingestão 

calórica e alta palatabilidade, espera-se que os animais que recebem dieta de 

cafeteria apresentem elevação do peso corporal em pouco tempo. Neste estudo, todos 

os animais que receberam dieta de cafeteria apresentaram aumento do consumo 

energético e do peso corporal. 

Estudos realizados em humanos mostram que, durante o envelhecimento, há 

um declínio gradual da quantidade de alimento ingerido (Hauser e Neumann, 2005, 

Morley e Silver, 1988). Além disso, o envelhecimento está associado a importantes 

alterações da percepção do alimento, como diminuição do olfato e do paladar, bem 

como diminuição da capacidade de percepção de texturas, o que também contribui 

para a diminuição da ingestão alimentar  (Morley, 2001). Neste estudo, com ratos 

Wistar tratados por 12 semanas, não verificamos diminuição da quantidade de 

alimento ingerido pelos ratos mais velhos, contrariando os estudos citados. Outros 

estudos realizados neste laboratório também não mostraram diminuição do consumo 

alimentar pelos animais mais velhos (dados não 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 possível explicação para a 

redução do ganho de peso nos indivíduos com mais idade é que a digestão e a 

absorção de nutrientes podem estar prejudicadas. Sabe-se que, em mamíferos com 

idade avançada, há hipossecreção de pepsina e de ácido clorídrico no estômago, além 

de redução da secreção de suco pancreático, bem como de lipase pancreática e de 

sais biliares, reduzindo a velocidade e a eficácia do processo de absorção de 

proteínas, vitaminas, minerais, de carboidratos e de lipídeos (Holt e Balint, 1993, 

Woudstra e Thomson, 2002). Então, apesar dos animais de 21 meses terem ingerido 

quantidades de alimento semelhantes aos animais de 6 meses, podemos sugerir que 

tenha havido diminuição da absorção dos nutrientes que compõem 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 interação 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 os 

animais do grupo 21 meses possam estar absorvendo menos nutrientes, é esperado 

que haja menos deposição de gordura nos compartimentos corporais. Esse resultado 

contrariou estudos que mostram que o envelhecimento fisiológico está 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 distribuição de gordura parece ser um fator 

contribuinte para a condição de morbidade ou de melhor qualidade de vida (Lee et al., 

2008a, Sun et al., 2009), principalmente porque o aumento da gordura visceral está 

associado com diabetes tipo 2 e síndrome metabólica (Fox et al., 2007, Oka et al., 

2010). Além disso sabe-se que os adipócitos presentes na gordura visceral são 

capazes de produzir muitos mediadores proinflamatórios, o que favorece a instalação 

do perfil proinflamatório da obesidade (Lafontan e Girard, 2008). No presente estudo, 

houve acúmulo de gordura nos grupos que receberam dieta de cafeteria, 

independente da idade, mas nos grupos mais velhos esse acúmulo foi menor. Além de 

os animais dos grupos que receberam dieta apresentarem maior acúmulo de gordura 

abdominal, também houve aumento do índice adiposo nesses animais. Embora haja  

interação entre os fatores idade e dieta nestes dados, podemos perceber que os 

animais do grupo dieta, independente da idade, apresentaram aumento do índice 

adiposo, o que mostra aumento da proporção de tecido adiposo em relação ao peso 

corporal. Novamente, a dieta de cafeteria se mostrou eficaz para indução da 

obesidade no período de 12 semanas.  



41 
 

 Apesar do ganho de peso significativo nos animais que receberam dieta de 

cafeteria em comparação com os que não receberam, não foram verificadas 

diferenças significativas nos níveis de colesterol total entre os grupos. Os resultados 

referentes ao HDL mostraram um efeito da idade e não da dieta, ou seja, os animais 

dos grupos 21 meses apresentaram menores níveis de HDL do que os animais dos 

grupos 6 meses. Esse resultado está de acordo com estudos prévios realizados tanto 

em humanos (Taddei et al., 1997) quanto em ratos (Zagayko et al., 2013). Ainda não 

se sabe exatamente quais os mecanismos envolvidos na redução do HDL em 

indivíduos mais velhos. Possivelmente, essa redução seja responsável pelo maior 

risco de apresentar doenças cardiovasculares que ocorre em pessoas de mais idade 

(Taddei et al., 1997, Cho, 2009, Ruiz Cantero, 2011). Quanto aos triglicerídeos, houve 

uma interação dos fatores dieta e idade, de modo que a alteração dos níveis séricos 

de triglicerídeos relacionou-se tanto com a idade quanto com a dieta administrada e 

não apenas desses fatores independentemente. Já foi descrito que os níveis séricos 

de triglicerídeos em resposta a uma dieta hipercalórica dependem da idade dos ratos 

(Chuffa e Seiva, 2013).  

A função endócrina dos adipócitos parece estar relacionada com o 

envelhecimento celular. Estudos realizados in vitro compararam adipócitos maduros 

de animais jovens e velhos, e verificaram que há uma diminuição da expressão gênica 

tanto de leptina quanto de adiponectina e aumento progressivo da resistência à 

insulina nos adipócitos mais velhos (Yu e Zhu, 2004). Apesar de no presente estudo 

não termos verificado diferenças significativas na concentração plasmática de 

adiponectina, as concentrações séricas de leptina foram mais baixas nos animais mais 

velhos (21 meses). Outros estudos, com humanos, também verificaram decréscimo da 

concentração de leptina sérica ou plasmática no envelhecimento e esse achado foi 

associado à diminuição 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 concentrações plasmáticas de leptina, concordando com outros estudos 

que indicam que a obesidade estimula o aumento da produção de leptina, que pode 

resultar em resistência à leptina (Maury e Brichard, 2010, Guerre-Millo, 2004, Ouchi et 

al., 2011). 

 A dieta de cafeteria foi responsável, no estudo apresentado aqui, pelo estado 

de hiperinsulinemia de jejum de 6 horas, apesar de os animais não apresentarem 

hiperglicemia. Provavelmente, a glicemia estava dentro dos níveis normais, devido a 

uma hiperinsulinemia compensatória. A hiperinsulinemia compensatória ocorre quando 

há uma secreção aumentada de insulina, pelas células β pancreáticas, a fim de manter 
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os níveis plasmáticos de glicose adequados, e costuma anteceder a resistência à 

insulina (Reaven, 2005). A análise do HOMA-IR confirmou que os animais que 

receberam dieta de cafeteria apresentaram resistência à insulina. 

 Dietas ocidentais, devido ao alto teor de gorduras e de carboidratos, estão 

associadas à resistência à insulina, principalmente por causa dos ácidos graxos 

saturados e das gorduras trans (Bray et al., 2002). Esse tipo de ácido graxo da dieta 

parece favorecer o desenvolvimento de resistência à insulina a longo prazo, via 

alterações da composição de lipídeos das membranas das células-alvo da insulina. 

Ácidos graxos poliinsaturados de cadeia longa mantêm a fluidez da membrana e 

garantem a eficácia da sinalização celular, influenciando também a expressão gênica 

de efetores da sinalização (Sampath e Ntambi, 2004). Uma vez que a dieta de 

cafeteria é pobre em ácidos graxos poliinsaturados e rica em ácidos graxos saturados, 

pode haver alteração da composição dos lipídeos das membranas das células-alvo da 

insulina, prejudicando ainda mais a sinalização desse hormônio.  

 A contribuição dos carboidratos para a secreção de insulina é variável, e 

depende do tipo e da forma física, bem como do índice glicêmico dos carboidratos 

consumidos. O índice glicêmico de um alimento diz respeito ao tempo que 

determinado alimento demora para ser absorvido e convertido em glicose. O índice 

glicêmico é mais baixo quando a absorção e/ou a conversão em glicose demora mais 

para ocorrer. A taxa de secreção da insulina tende a ser mais baixa quando são 

consumidos carboidratos de baixo índice glicêmico (Wolever, 2000). O tratamento 

crônico de roedores com dietas ricas em carboidratos de altos índices glicêmicos, 

como a dieta de cafeteria empregada neste estudo, são associadas ao aumento de 

tecido adiposo visceral, que está fortemente associado à resistência à insulina (Toida 

et al., 1996). 

 A ingestão de fibras alimentares tem efeito indireto sobre a secreção e a ação 

da insulina. Sabe-se que a dieta de cafeteria contém pouca quantidade de fibras 

alimentares, o que prejudica ainda mais o perfil homeostático da insulina. As fibras 

alimentares estão associadas à diminuição da glicemia pós-prandial e da secreção de 

insulina, melhorando a resposta e a sensibilidade do organismo à insulina, diminuindo 

os níveis de triglicerídeos e de HDL, aumentando a saciedade e diminuindo o acúmulo 

de gordura (Higgins, 2004). Os animais alimentados com a dieta de cafeteria não 

ingerem quantidades suficientes de fibra alimentar, nem de outros polissacarídeos 

resistentes, o que impede que os benefícios proporcionados por essa classe de 

nutrientes se manifestem.  



43 
 

 Em 1996, o excesso de tecido adiposo, especialmente na região abdominal, foi 

associado com diabetes e doenças vasculares (Vague, 1996). Desde então, a 

resistência à insulina foi associada positivamente ao aumento do índice de massa 

corporal, circunferência abdominal e em particular ao índice cintura/quadril em 

humanos (Aronne e Segal, 2002), o que reflete aumento da adiposidade, 

principalmente visceral. O tecido adiposo visceral é responsável pela produção de 

mais adipocinas proinflamatórias do que anti-inflamatórias,o que prejudica a ação da 

insulina por causa da inflamação. Como comentado anteriormente, nos anos 90, a 

descrição da expressão aumentada de TNF-α pelo tecido adiposo de roedores obesos 

fez a primeira ligação entre a obesidade e a resistência à insulina, uma vez que o 

TNF-α é capaz de bloquear o receptor para insulina, prejudicando a via de sinalização 

do hormônio (Hotamisligil e Spiegelman, 1994).  Por isso, mais uma vez, chama-se a 

atenção para o perfil proinflamatório verificado no estado obeso, como um possível 

causador da resistência à insulina nesses animais que receberam dieta de cafeteria. 

Por outro lado, sabe-se que a resistência à insulina é um fator predisponente 

para doenças neurológicas (Ferreira et al., 2014). A resistência à insulina periférica 

está associada a déficit cognitivo e atividade espontânea cortical reduzida em 

humanos obesos (Baker et al., 2011). Além disso, o índice HOMA é inversamente 

relacionado à conectividade funcional na região inferior direita do giro frontal em 

pacientes com diabetes do tipo 2, o que resulta em dificuldade de aprendizado (Musen 

et al., 2012). 

Uma vez que a resistência à insulina secundária à obesidade está associada a 

disfunções do sistema nervoso central, incluindo aumento da resposta inflamatória, foi 

realizada a dosagem da citocina proinflamatória IL-1β no córtex e no hipocampo dos 

animais estudados. As citocinas foram inicialmente descritas como mediadores 

inflamatórios atuantes na periferia, mas, atualmente, já se sabe que essas substâncias 

são expressas também dentro do sistema nervoso central e atuam na modulação de 

várias funções neurológicas (Block et al., 2007). A via de sinalização da IL1-β parece 

estar envolvida no declínio cognitivo, no prejuízo da memória e na demência 

associados à idade avançada (Lynch, 2010) além de estar envolvida em várias 

condições neurodegenerativas (Allan et al., 2005).  

No presente estudo, há interação significativa dos fatores dieta e idade nos 

resultados de concentração de IL1-β no córtex. Ou seja, os grupos 6 e 21 meses 

responderam de forma diferente à dieta. O grupo 21 meses que recebeu dieta de 

cafeteria apresenta as maiores concentrações de IL-1β entre todos os grupos, 

sugerindo que há participação tanto da dieta quanto da idade atuando de forma a 
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aumentar a concentração dessa citocina proinflamatória. Alguns trabalhos também 

relataram aumento de citocinas proinflamatórias, principalmente IL-1β 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 concentrações de IL-1β estarem mais elevadas no hipocampo dos 

animais do grupo 21 meses que receberam dieta, os animais do grupo controle 21 

meses possuem concentrações mais elevadas de IL-1β do que o grupo controle 6 

meses. Esses achados concordam com outros autores que sugerem que exista uma 

situação de inflamação crônica relacionada ao envelhecimento, caracterizada por 

produção contínua de citocinas e quimiocinas proinflamatórias e diminuição da 

produção de citocinas antiinflamatórias, favorecendo, dessa forma que os níveis 

basais dos mediadores proinflamatórios estejam aumentados em todo o organismo 

(Franceschi et al., 2000, Vasto et al., 2007). Da mesma forma que no córtex, no 

hipocampo os animais das diferentes idades responderam de forma diferente ao 

tratamento. Esse resultado também sugere que a dieta se soma à idade para produzir 

uma característica proinflamatória. Infelizmente, neste trabalho não foi possível avaliar 

as concentrações séricas da citocina proinflamatória IL-1β, uma vez que o kit 

comercial utilizado não foi suficiente sensível, e não se pode afirmar se esse aumento 

no encéfalo da interleucina -1 é proveniente da periferia ou se a citocina está sendo 

produzida em excesso apenas no sistema nervoso central.  

Sugere-se que a IL-1β aumentada nas estruturas encefálicas 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 

hematoencefálica e poderiam vir a estimular a proliferação de astrócitos em reação ao 

dano da barreira e à possível entrada de substâncias potencialmente neurotóxicas. 

Porém, devido a problemas técnicos, não foi possível avaliar a estrutura da barreira 

hematoencefálica desses animais. A avaliação da barreira hematoencefálica permitiria 

um conhecimento maior sobre a origem da situação inflamatória do encéfalo, uma vez 

que as citocinas periféricas poderiam atuar prejudicando a estrutura dessa barreira e 

exacerbando o perfil proinflamatório. Por outro lado, não foram encontradas diferenças 

significativas das concentrações séricas da citocina antiinflamatória IL-10, sugerindo 

que, uma vez que não há produção aumentada dessa citocina anti-inflamatória em 

nenhum dos grupos, não há um direcionamento para um perfil anti-inflamatório em 

nenhum dos grupos. Devido à quantidade reduzida de amostras, não foi possível 

realizar a quantificação da citocina anti-inflamatória IL-10 nem no córtex cerebral e 

nem no encéfalo dos animais em estudo. 
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 A obesidade é capaz de danificar a barreira hematoencefálica no hipocampo e 

no córtex cerebral em ratos, por meio da diminuição da expressão de mRNA de 

proteínas de junção apertada, principalmente de Claudina-5 e Claudina-12 no plexo 

coróide (Kanoski et al., 2010) e também pode expor o tecido encefálico a fatores 

circulantes potencialmente neurotóxicos que normalmente não entram em contato com 

as células do encéfalo. A ingestão crônica de dieta rica em lipídeos também pode levar 

a mudanças inflamatórias no córtex cerebral, como evidenciado pela presença de 

níveis aumentados de nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH)-oxidase, 

gerando espécies reativas de oxigênio e ativando a via do NF-κB (Zhang et al., 2005). 

O hipocampo é uma estrutura vital para a cognição, processamento das 

memórias a curto e longo prazo, aprendizado, orientação espacial e emoções, cuja 

função deve ser preservada através de contínua neurogênese na vida adulta. O córtex 

cerebral, por sua vez, também é essencial para a cognição, locomoção, controle de 

humor, processamento da memória a curto e longo prazo, entre outros. Obesidade e 

condições associadas à obesidade, como diabetes, hipertensão, doença 

cardiovascular, doença obstrutiva do sono, deficiência de vitamina B12, fibrilação atrial 

e distúrbios do humor são conhecidos por influenciar prejudicialmente o tamanho do 

hipocampo e do córtex cerebral (Fotuhi et al., 2012). Já foi demonstrado o aumento da 

expressão hipocampal de TNF-α e a ativação da microglia no hipocampo e no córtex 

de camundongos tratados com dieta hiperlipídica (Jeon et al., 2012). Camundongos 

alimentados com dieta hiperlipídica mostraram aumento da peroxidação lipídica no 

hipocampo (Moroz et al., 2008). Dietas hiperlipídicas e hipercalóricas podem induzir 

sinalização proapoptótica local, por meio do aumento da expressão de caspase-3 e 

gliose relativa no hipocampo, particularmente no giro denteado (Rivera et al., 2013). 

Além disso, inflamação local e dano celular podem levar à perda de tecido hipocampal 

e cortical. As evidências, relacionadas ao tamanho reduzido do hipocampo e do córtex 

na obesidade, poderiam acelerar a perda cognitiva que ocorre no envelhecimento de 

indivíduos obesos (Ho et al., 2010, Jagust et al., 2005, Raji et al., 2009). Outros 

estudos também têm mostrado que o aumento da expressão de TNF-α e ativação de 

macrófagos ou da microglia podem ser induzidos, tanto no tecido adiposo quanto no 

encéfalo de animais alimentados com dieta hiperlipídica (Puig et al., 2012, Lee et al., 

2008b).  

No presente estudo, foi realizada a avaliação da ativação microglial pela 

marcação de cortes histológicos do encéfalo com CD68. Não observamos diferenças 

estatisticamente significativas entre os grupos quando foi feita a marcação com CD68, 

embora tenha sido verificado aumento da concentração de IL-1β no homogeneizado 
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de córtex, que sugere atividade inflamatória. Esse resultado nos sugere que, embora a 

dieta de cafeteria associada à obesidade seja capaz de induzir o aumento da secreção 

de uma citocina proinflamatória, ela talvez não seja suficiente para induzir todo o perfil 

proinflamatório verificado em doenças inflamatórias neurológicas. Os resultados 

encontrados neste estudo não concordam com Griffin e colaboradores, que 

encontraram aumento da ativação microglial, associada à neuroinflamação e à 

disfunção cognitiva que ocorre no envelhecimento em ratos velhos de até 27 meses de 

idade (Griffin et al., 2006).  

Sob condições fisiológicas, a microglia apresenta um fenótipo inativo, que é 

associado com a produção de fatores anti-inflamatórios e de fatores neurotróficos 

(Streit, 2002). Em resposta à invasão de algum patógeno ou a algum dano tecidual, a 

microglia é capaz de mudar para o fenótipo ativado, que promove uma resposta 

inflamatória que serve para ativar o sistema imune e iniciar a reparação tecidual. 

Dietas hipercalóricas podem atuar como estímulos causadores de inflamação 

sustentada, resultando em disfunção tecidual. Embora alguns estímulos inflamatórios 

sejam benéficos e a inflamação esteja relacionada aos processos de reparo tecidual, a 

inflamação não controlada pode resultar na produção de fatores neurotóxicos que 

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

Quando há presença de patógenos, lesões neuronais agudas ou mesmo perda 

neuronal, há ativação das células microgliais no SNC. Uma vez apresentadas ao 

antígeno e ativadas, as células da microglia fagocitam proteínas e restos neuronais, 

apresentam os antígenos neuronais na sua superfície e produzem citocinas 

proinflamatórias entre outras substâncias tóxicas, a fim de iniciar a resolução da 

infecção ou do dano (Gonzalez-Scarano e Baltuch, 1999). Ao contrário da resposta 

rápida da microglia, a resposta dos astrócitos demora um pouco mais a acontecer, 

sugerindo que a secreção de citocinas pela microglia sinaliza para que ocorra ativação 

subsequente de astrócitos. Embora a astrogliose seja utilizada como marcador de 

lesão neuronal por estar associada a danos no tecido nervoso, os mecanismos pelos 

quais isso acontece ainda não estão completamente elucidados (O'Callaghan e 

Jensen, 1992). A ativação da microglia, bem como dos astrócitos, e a elaboração de 

mediadores proinflamatórios, ocorre em pacientes com diversas doenças do sistema 

nervoso central, como doença de Alzheimer, doença de Parkinson, esclerose lateral 

amiotrófica, entre outros e, mais recentemente, vem sendo relacionada à obesidade 

(Shefer et al., 2013, Block et al., 2007). 
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No presente trabalho, quando a astrogliose foi avaliada por marcação com 

GFAP, verificou-se que houve efeito da dieta sobre a quantidade de astrócitos 

observada no córtex, embora não tenhamos observado efeito direto da idade ou 

interação entre os efeitos da dieta com a idade. Esse resultado nos sugere que não 

havia astrogliose nos indivíduos mais velhos, apenas após a administração da dieta de 

cafeteria. Mais uma vez, sugerimos que os fatores proinflamatórios produzidos pelo 

aumento do tecido adiposo nos animais que receberam dieta de cafeteria poderiam 

estar danificando a estrutura da barreira hematoencefálica, expondo o tecido nervoso 

a substâncias potencialmente nocivas que, por sua vez, estimulariam a astrogliose no 

córtex dos animais que receberam dieta de cafeteria.  

 Por outro lado, quando avaliamos a astrocitose pela marcação com GFAP no 

hipocampo, percebemos que o efeito é apenas da idade. Isso nos sugere que, devido 

às características morfológicas e funcionais diferentes do hipocampo, há um aumento 

do número de astrócitos nos indivíduos 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 região CA1 do hipocampo de 

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

Os astrócitos são classicamente identificados como células que expressam o 

filamento intermediário glial, a proteína glial fibrilar ácida (GFAP). Embora tenham sido 

definidos inicialmente como fundamentais para sustentar a atividade neuronal, muitas 

outras funções são executadas pelos astrócitos, incluindo a remoção de 

neurotransmissores e íons das fendas sinápticas (Malarkey e Parpura, 2008, Bergami 

et al., 2008, Bogen et al., 2008). Em várias disfunções do SNC, os astrócitos podem 

reagir prontamente aos danos, levando à ativação da astroglia, a qual é chamada de 

astrogliose (Eng e Ghirnikar, 1994). A astrogliose acontece secundariamente à 

ativação da microglia e é caracterizada pelo aumento da síntese de filamentos 

intermediários, acompanhada de hipertrofia celular e aumento anormal do número de 

astrócitos. O aumento da síntese de proteínas filamentosas, particularmente GFAP, 

portanto, é o principal marcador de astrogliose. A GFAP é a principal proteína do 

filamento intermediário nos astrócitos maduros e faz parte do citoesqueleto dos 

astrócitos, e sua síntese aumentada foi descrita em inúmeros modelos experimentais 

envolvendo astrogliose (Eng e Ghirnikar, 1994, Reinhard et al., 1988, Zhang et al., 

2007). 
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 Após a ativação da microglia, os astrócitos ativados secretam um enorme 

número de moléculas a fim de regularem diversos processos celulares. Trauma, 

isquemia, infecção, doenças neurológicas e a obesidade (Shefer et al., 2013, Malhotra 

et al., 1997, Wakasa et al., 2009, Okamoto et al., 2005) são distúrbios conhecidos por 

induzir astrogliose. No tecido nervoso que sofreu dano, os astrócitos reativos podem 

produzir citocinas proinflamatórias e citotóxicas que são potencialmente lesivas para 

os neurônios e outras células da glia, o que, por sua vez, pode induzir a ativação de 

outras vias, culminando com a produção de espécies reativas de oxigênio e TNF-α 

(Oleszak et al., 1998). 

 A citocina IL1 é indicada como potencial fator-chave na patogênese da doença 

de Alzheimer (Griffin e Mrak, 2002), tendo em vista a participação dessa citocina na 

ativação glial que precede o dano neuronal e a hiperfosforilação da proteína tau 

(Akiyama et al., 2000). Além disso, sabendo-se da associação entre a resistência à 

insulina e lesões neuropatológicas, fez-se a quantificação da expressão da proteína 

tau-fosforilada (p-tau). Não houve diferença estatisticamente significativa na expressão 

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 à dieta hiperlipídica, observaram-se lesões 

neuropatológicas junto a um significativo enfraquecimento da ligação da insulina a seu 

receptor na região do lobo temporal. A dieta hiperlipídica causou resistência à insulina 

no encéfalo, o que foi manifestado pela redução da capacidade máxima de ligação 

(Bmax) do receptor de insulina, e aumento da expressão do gene encefálico de 

insulina. Entretanto, da mesma forma que em nosso estudo, os ratos alimentados com 

dieta hiperlipídica não apresentaram aumento dos marcadores encefálicos de doença 

de Alzheimer, como a proteína tau hiperfosforilada. Esse mesmo estudo concluiu que, 

embora a obesidade e o diabetes mellitus do tipo 2 causem atrofia cerebral com 

resistência encefálica à insulina, bem como estresse oxidativo e degradação do 

citoesqueleto neuronal, na ausência de características típicas da doença de Alzheimer, 

a obesidade e o diabetes tipo 2 devem contribuir, mas não são suficientes para causar 

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

Apesar de não observarmos diferenças significativas na hiperfosforilação da 

proteína tau entre os grupos, não é possível afirmar que não houve dano no encéfalo, 

uma vez que há muitas outras proteínas que não foram estudadas e que poderiam 

estar sendo alteradas, como a proteína β-amiloide, proteínas envolvidas em vias da 

apoptose, entre outras. Além disso, também não foram realizados estudos avaliando a 
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memória e outros parâmetros 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 fêmeas 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 os prejuízos causados pela obesidade. Embora nem todos os resultados 

tenham apresentado interação entre os efeitos da idade e da dieta, pode-se perceber 

que em vários aspectos, como deposição de gordura visceral, índice adiposo, 

astrocitose no sistema nervoso central, entre outros, os animais do grupo 21 meses 

apresentaram respostas diferentes dos animais do grupo 6 meses, mas que não 

necessariamente representam um pior desmpenho fisiológico. Este estudo, somado ao 

fato de que há relativamente poucos trabalhos que abordam as respostas fisiológicas 

associadas ao envelhecimento, sugere que mais investigações sejam realizadas, a f im 

de esclarecer os mecanismos que estão envolvidos na fisiologia do envelhecimento e 

nas respostas adaptativas dos indivíduos mais velhos ao seu ambiente. 
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Conclusão 

 

 Diante dos resultados apresentados e da discussão elaborada, este estudo 

permite concluir que a dieta de cafeteria, quando administrada por 12 semanas a ratas 

Wistar de 6 e 21 meses: 

 Induziu resistência à insulina; 

 Induziu aumento do consumo energético diário dos animais; 

 Induziu aumento do ganho de peso corporal, com participação do efeito do 

fator idade; 

 Induziu o acúmulo de gordura abdominal, com participação do efeito do fator 

idade; 

 Induziu o aumento do índice adiposo, com participação do efeito do fator idade 

 Atuou, juntamente com a idade, na alteração dos níveis séricos de 

triacilgliceróis; 

 Atuou juntamente, com a idade, na elevação da concentração da citocina 

proinflamatória IL1-β no córtex e no hipocampo dos animais estudados; 

 Aumentou o número de astrócitos observados no córtex dos animais 

analisados; 

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

6 meses: 

 Induziu decréscimo da concentração sérica de HDL; 

 Induziu decréscimo da concentração sérica de leptina; 

 Promoveu o aumento da concentração de citocina proinflamatória IL1-β no 

hipocampo; 

 Promoveu o aumento do número de astrócitos observados no hipocampo dos 

animais analisados. 

Em suma, estes resultados sugerem que a maioria das respostas metabólicas 

encontradas ao longo do tratamento são causadas pela dieta de cafeteria e, na 

maioria das vezes, os efeitos potencialmente prejudiciais não são exacerbados pela 

idade avançada. Por outro lado, a dieta de cafeteria atuou em conjunto com a idade na 

manifestação de características inflamatórias no sistema nervoso central, como no 

aumento da concentração de IL-1β no hipocampo e no córtex, e na indução da 

astrogliose no córtex. Para poder compreender melhor de que forma a dieta de 

cafeteria está interagindo com a idade para gerar um perfil proinflamatório, entre as 
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perspectivas para esse estudo estão a avaliação mais minuciosa da microglia, com 

quantificação da microglia ativada por outros marcadores além do CD68, quantificação 

de outras citocinas proinflamatórias circulantes, avaliação da integridade da barreira 

hematoencefálica e a realização de testes congnitivos. 
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