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RESUMO

A obesidade ¢ uma desordem que resulta do acimulo excessivo de tecido adiposo
e sua disfuncao, e estd associada ao risco de patologias como o Diabetes Mellitus. Muitas sdo
as causas para o seu desenvolvimento, mas a mais importante, provavelmente, ¢ o consumo
aumentado de alimentos ricos em agucar e gorduras. Diabetes ¢ uma das mais importantes e
prevalentes desordens cronicas. Afeta cerca de 250 milhdes de pessoas no mundo, com 6
milhdes de casos diagnosticados a cada ano. A dieta hiperpalatavel tem sido bem descrita
como indutora do aumento do peso corporal e massa de tecido adiposo bem como do
desenvolvimento de desordens associadas. Portanto, esta dieta tem sido amplamente utilizada
como modelo de obesidade e Diabetes Mellitus tipo II. O aquecimento de dietas ricas em
acucar ou gorduras leva ao aumento da producdo de produtos finais avancados de glicagdo
(AGEs), o que parece agravar os sintomas induzidos pela dieta. Em face disto, tivemos por
objetivo induzir o modelo de diabetes e obesidade nos ratos através dieta hiperpalatavel,
aquecida ou ndo. Analisamos primeiramente parametros metabodlicos periféricos (teste de
tolerancia a glicose, acidos graxos livres, triacilglicerdis), que confirmaram a eficacia do
modelo. Posteriormente, observamos alteragdes na via de sinalizagdo da insulina induzidas
pela dieta. Foram analisadas as proteinas PI3K, Akt e IRS-1 em hipocampo ¢ hipotalamo dos
ratos. Além disso, observamos alteragdes metabolicas, dano oxidativo, alteracdes no sistema
glutamatérgico, na quantidade da proteina GFAP e por fim, indicios de alteracdes

comportamentais, com sinais de aumento da ansiedade e diminui¢do da atividade locomotora.



ABSTRACT

Obesity is a disorder resulting from excess adipose tissue and its dysfunction and
is associated with risk of diseases such as Diabetes Mellitus. There are many causes for
obesity but the most important is probably the overeating and the ready availability of food
rich in fat and sugar. Diabetes is one of the most important and prevalent chronic disorders. It
currently affects 250 million people worldwide, with 6 million new cases reported each
year. Palatable diet has been described as an inducer of increased body weight and adipose
tissue mass and the development of associated disorders. So this diet has been widely used as
a model of obesity and diabetes mellitus type II. The heating of diets rich in sugar or fat leads
to increased production of advanced glycation end products (AGEs), which seem to aggravate
the symptoms induced by diet. For that reason, the objective was to induce a model of
diabetes and obesity in rats by palatable diet, heated or not. First analyzed peripheral
metabolic parameters (glucose tolerance test, free fatty acids, triglycerides), which confirmed
the effectiveness of the model. Subsequently, we observed changes in the insulin signaling
pathway induced by diet. We analyzed the proteins PI3K, Akt and IRS-1 in hippocampus and
hypothalamus of rats. Moreover, we observed metabolic changes, oxidative damage, changes
in the glutamatergic system, the amount of GFAP protein and finally, signs of behavioral

changes, signs of increased anxiety and decreased locomotor activity.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos tempos tem havido uma mudan¢a muito grande tanto na composigao
da dieta diaria, quanto como nos habitos alimentares das sociedades ocidentais, em que uma
percentagem crescente da populagdo consome principalmente dietas ricas em gordura, ou
carboidratos, além de dietas com excesso de calorias. Essas dietas chamadas ocidentais
promovem uma série de disturbios metabolicos e aumento da morbidade (Weisburger 1997;
Shaw, Hall et al. 2005). O efeito melhor documentado na literatura sdo aumento da incidéncia

de obesidade, hiperinsulinemia, hiperglicemia, hipertensdo e doenca cardiovascular.

A obesidade ¢ definida como um excesso de gordura associado com o aumento
em numero e tamanho das células adiposas. Atualmente, cerca de 1 bilhdo de pessoas estdo
com sobrepeso ou obesos. Como conseqiiéncia desta obesidade, 60% de todos os casos de

diabetes mellitus tipo Il podem ser atribuidos ao sobrepeso (Smyth and Heron 2006).

O acumulo de gordura visceral e hepatica estdo este fortemente correlacionados ao
desenvolvimento ¢ a severidade da resisténcia a insulina (Seppala-Lindroos, Vehkavaara et al.
2002; Kelley, McKolanis et al. 2003). O aumento da massa do tecido adiposo, principalmente
o tecido adiposo visceral, ocasiona um aumento dos acidos graxos livres circulantes, com
conseqiiente aumento de triglicerideos no figado, musculo esquelético, cardiaco, e células B-
das ilhotas de Langerhans (Seppala-Lindroos, Vehkavaara et al. 2002; Kelley, McKolanis et
al. 2003; Orci, Cook et al. 2004). Resisténcia a insulina ¢ a diminuicdo da habilidade da
insulina em controlar a producdo hepatica de glicose e em aumentar sua utilizagdo pelos

tecidos (Walker, Connacher et al. 1995).

Dietas hiperpalataveis conduzem ao aumento de adiposidade, resisténcia a
insulina e dano ao metabolismo glicidico em ratos e em humanos (Pichon, Huneau et al.
2006; Terauchi, Takamoto et al. 2007). Estudos mostram que estas dietas levam ao aumento
dos niveis de estresse oxidativo, principalmente em longo prazo (a partir de 4 meses de dieta)
(Studzinski, Li et al. 2009). Espécies reativas de oxigénio (ERO) causam dano oxidativo em
componentes mitocondriais sob a forma de peroxidagdo lipidica, modificacdes protéicas e

muta¢do ao DNA (James and Murphy 2002), levando a uma disfun¢do mitocondrial, que ird
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contribuir para uma larga escala de patologias incluindo doencas neurodegenerativas e

cardiovasculares, diabetes e a degeneragdo associada a idade (Slim, Toborek et al. 1996).

Esta bem estabelecido que o preparo dos alimentos a temperaturas elevadas
(acima de 120°C) produzem glicotoxinas conhecidas como produtos avancados de glicacao
(AGE, do inglés “Advanced Glycation End Products”) (Thornalley 2005; Uribarri, Cai et al.
2005). A produgao destas glicotoxinas (exogenas) ¢ dependente da temperatura, do tempo de
preparo dos alimentos, do método de preparo e da composicao dos alimentos (Thornalley
2005; Uribarri, Cai et al. 2005). As reagdes que produzem as glicotoxinas exogenas €
endogenas sdo conhecidas como reagdes de Maillard (Figura 1) (Thornalley 2005; Uribarri,

Cai et al. 2005).

on
Hy + ﬁ*"
H
Sugar
Protein U
N-’-\/a SHIFF BASE
mﬂk o

EARLY
STAGE

K i
N
H R § g
<a
\ w—
g
o8
R + PROPAGATORS wa
(Reactive Dicarbonyls) E 5
w
\ - E
wo
NH-X
=g
«ﬂ% >
Termination Cross Linking Products
Scheme 1. Malllard reaction pathway .
Smaniotto 2008

Figura 1. Etapas da reagdo de Maillard
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O aumento dos niveis plasmaticos de AGEs, gerado pela reagdo ndo enzimatica de
grupos amino ¢ agucares reduzidos, estd implicado em diversas doengas cronicas
caracterizadas pelo aumento de estresse oxidativo e dano inflamatorio, incluindo retinopatia,
nefropatia e insuficiéncia cardiaca associadas ao diabetes (Finkel and Holbrook 2000;

Vlassara and Palace 2002).

1.1. OBESIDADE

A obesidade ¢ o excesso de gordura corporal de tal forma que a satde pode ser
prejudicada. A defini¢do quantitativa da obesidade ¢ o IMC (indice de Massa Corporal)
superior a 30kg/m2. A obesidade ¢ uma das doencas mais prevalentes nos paises
desenvolvidos, ¢ sua incidéncia aumenta rapidamente (Walker, Strong et al. 2007). E um
estado pro-inflamatorio, o tecido adiposo hipertrofiado é resistente a insulina e a leptina e
apresenta um acentuado aumento na liberacdo de acidos graxos e citocinas pro-inflamatdrias
(Despres and Lemieux 2006). A obesidade ¢ um fator de risco para o desenvolvimento de
varias doengas associadas, como diabetes, hipertensdao e doencas cardiacas (Lee, Koh et al.

2005).

Alteragdes na massa de tecido adiposo resultam de mudangas no tamanho e/ou
numero dos adipdcitos. O crescimento e diferenciagdo dos adipodcitos envolvem mecanismos
complexos, caracterizados por multiplas mudancas na morfologia celular, sensibilidade

hormonal, e expressdo génica (Brun, Kim et al. 1996; Klaus 1997).

Nos Estados Unidos, estima-se que 300.000 pessoas morrem a cada ano e U$117
bilhdes sdo gastos direta ou indiretamente, como resultado da obesidade (Stein and Colditz
2004). Na Inglaterra, o percentual de individuos classificados como obesos aumentou de
13,2% para 23,6% nos homens e de 16,4% para 23,8% nas mulheres entre 1993 e 2004.
Criangas com idade de 2-10 anos (usando IMC adequado para sexo e idade) apresentaram

aumento de obesidade de 9,9% para 13,1% entre 1995 e 2003 (Druce and Bloom 2006).

A obesidade, especialmente a obesidade visceral, contribui para o
desenvolvimento de resisténcia a insulina, a qual pode estar por traz de uma série de
manifestagdes e complicagdes cardiovasculares do diabetes e da sindrome metabdlica

(Reaven 1988).
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1.2. RESISTENCIA A INSULINA (RI)

A RI ¢ definida como um decréscimo da resposta dos tecidos periféricos a acdo da
insulina. Individuos com resisténcia a insulina estdo predispostos ao desenvolvimento de
diabetes mellitus tipo II. RI ¢ reconhecida como integrante das caracteristicas da chamada
sindrome metabolica, que compreende intolerancia a glicose, resisténcia a insulina, obesidade,
hipertrigliceridemia, baixo colesterol HDL, hipertensdo e aterosclerose (Xu, Barnes et al.

2003).

RI nos adipocitos leva a acelerada lipolise com subseqiiente elevagao dos acidos
graxos livres (AGL) circulantes. Transporte aumentado de AGL do sangue para o musculo,
figado e células beta-pancreaticas podem prejudicar a acdo da insulina e sua secre¢do, duas
caracteristicas dos disturbios metabodlicos no Diabetes Mellitus tipo I (DMII) (Reaven 1988).
Além disso, a resisténcia a insulina esta associada a defeitos mitocondriais (Richardson,
Kashyap et al. 2005), que podem limitar a oxidacdo dos acidos graxos e favorecer o acumulo
de acil-CoA graxo intracelular e outros produtos toxicos do metabolismo lipidico (ceramidas,
diacilglicerol, entre outros). Na presenca de hiperglicemia, ocorre o acumulo de malonil-CoA
intracelular, o que leva a redu¢do da oxidagdo de 4cidos graxos por inibicdo do sistema de
transporte carnitina-palmitoil-1 (CPT-1). Este € requerido para transportar acidos graxos de
cadeia longa do citosol para a mitocondria, onde a beta-oxidagdao destes acidos graxos
acontece. O actimulo de acil-CoA graxo intracelular prejudica a acdo da insulina no musculo

esquelético e leva a RI.

A RI aumenta a producdo de glicose que determina uma maior producdo de
insulina pelas células B-das ilhotas de Langherans. Num primeiro momento ha hipertrofia e
hiperplasia das células B com o aumento da lipotoxicidade, glicotoxicidade e do estresse
oxidativo destas células, ocorrendo, portanto, uma morte acentuada das células B (Orci,
Ravazzola et al. 1990; Orci, Unger et al. 1990). A RI esta associada ao aumento do risco
cardiovascular bem como ao risco de desenvolvimento de diabetes. Portanto, a intervencao

precoce para o tratamento da RI ¢ uma estratégia importante de satide preventiva.
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1.3. SINDROME METABOLICA (SM)

O agrupamento de fatores de risco cardiovascular em associagdo com disturbios
do metabolismo da glicose e dos lipidios tem sido referido muitas vezes como sindrome
metabodlica (SM) (Reaven 2004; Reaven 2005). A SM ¢ um transtorno complexo,
representado por um conjunto de fatores de riscos cardiovasculares relacionados com a
distribuicao central de lipidios e RI (Kahn, Buse et al. 2005). Esses fatores de risco incluem
dislipidemia, obesidade central, alteragdes na homeostase da glicemia e hipertensdo. A
prevaléncia da SM na populagdo geral é de cerca de 24%, atingindo mais de 80% entre
pacientes com Diabetes tipo II (DMII) (Costa, Canani et al. 2004). SM ¢ um importante fator
de risco para a mortalidade precoce em individuos ndo diabéticos (Isomaa, Almgren et al.
2001; Lakka, Laaksonen et al. 2002) e nos pacientes com DMII (Isomaa, Almgren et al.
2001).

A SM tem sido utilizada como uma ferramenta clinica para a detec¢do precoce do
DMII e doenca cardiovascular (Alberti and Zimmet 2008). Estima-se que pessoas com SM
apresentam duas vezes mais risco de desenvolver doenca cardiovascular em comparagdao com

aqueles sem a sindrome, e cinco vezes mais chance de desenvolver DMII (Grundy 2008).

1.4. DIABETES MELLITUS (DM)

O Diabetes Mellitus (DM) ¢ umas das mais importantes doengas cronicas. Ela
afeta atualmente cerca de 250 milhdes de pessoas no mundo todo, com 6 milhdes de novos
casos a cada ano (Cole, Astell et al. 2007). Essa prevaléncia aumenta com a idade, de 12% em
pessoas entre 65-70 anos de idade para 15% em pessoas com cerca de 80 anos de idade (Wild,
Roglic et al. 2004). DM ¢ um grupo de alteracdes metabdlicas caracterizadas principalmente
pela hiperglicemia (aumento dos niveis de glicose plasmaticos), resultado de defeitos na sua

a¢ao ou secre¢ao de insulina, ou em ambos.

As complicagdes incluem alteragdes patologicas de pequenos e grandes vasos,
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nervos cranianos e periféricos, pele e olhos. Estas lesdes organicas podem levar a hipertensao,
faléncia renal, perda da visdo, neuropatia autonomica e periférica, desordens vasculares
periféricas, infarto do miocardio e desordens cerebrovasculares, incluindo isquemia (Zhao,
Zhang et al. 2008). O DM também tem sido implicado como fator de risco para deméncia ndo
somente do tipo vascular, mas também Doenca de Alzheimer (DA) (Ott, Sanders et al. 2007).
Pacientes com DMI e DMII tem apresentado déficits cognitivos, associados com desempenho

reduzido em multiplas fung¢des cognitivas (Biessels, Deary et al. 2008).

A Organizagao Mundial de Saude (OMS) (Alberti and Zimmet 1998)em conjunto
com outras organizagdes, propds uma nova classificagcdo para as principais formas de

diabetes:

e A categoria designada tipo I inclui todas as formas que sdo causadas por
destruicdo primaria auto-imune das células B do pancreas ou algum outro tipo de defeito
primario da fungdo deste tipo celular, que leve a uma secrecdo de insulina insuficiente para os

tecidos periféricos alvo.

e A categoria designada tipo II inclui a forma mais comum de diabetes,
resultante da resisténcia dos tecidos periféricos alvo a ag¢dao da insulina, combinada a uma

secre¢ao inadequada de tal hormdnio.

1.5 PRODUTOS FINAIS AVANCADOS DE GLICACAO

Os Produtos Finais Avancados de Glicagdao (AGEs) sdo um grupo heterogéneo de
moléculas, produzidas por glicagdo e oxidagdo in vivo. A glicagdo € a principal causa
espontdnea de dano a proteinas celulares e extracelulares em sistemas fisiologicos,
acometendo cerca de 0,1 a 0,2 % de residuos de arginina e de lisina (Thornalley, Langborg et

al. 1999; Thornalley, Battah et al. 2003).

A glicacdo nao-enzimatica de proteinas, ou reacdo de Maillard (figura 2), esta
relacionada a hiperglicemia cronica e, conseqiientemente, a uma série de alteragdes
fisiopatologicas importantes no desenvolvimento das complicagdes cronicas do diabetes e de

doencas neurodegenerativas, e ocorre entre agucares redutores e grupos amino livres das
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proteinas, via adi¢ao nucleofilica, formando bases de Schiff. Essas bases sdo rearranjadas para
uma forma mais estavel e essencialmente irreversivel, chamada de produtos de Amadori.
Durante esta reorganizagdo, grupos intermedidrios carbonila sdo acumulados. Estes
compostos sdo conhecidos como a-dicarbonilas ou oxoaldeidos, incluindo a 3-deoxiglicosona
e o metilglioxal (Baynes and Thorpe 1999). As a -dicarbonilas tém a habilidade de reagir com
grupos amino, sulfidrila e guanidina em proteinas. As a-dicarbonilas podem também reagir
com grupos lisina e arginina de proteinas, formando compostos estdveis como os aductos

(Basta, Berti et al. 2008).
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Figura 2. Rotas de formagao dos produtos finais avancados de glicagdo (AGEs) com enfase a
reacdo de Maillard in vivo (Monnier and Wu 2003). CML: carboximetilisina; carboxietilisina
(CEL); DOGDIC: ligacdo cruzada imidazolina derivada de 3-deoxiglicosona; DOLD: dimero
de lisina e 3-deoxiglicosona; GOLA: glioxal lisina amida; GOLD: dimero de glioxal-lisina,
GALA: acido glioxilico lisina amida; GODIC: ligacdo cruzada imidazolina derivada de
glioxal; MODIC: liga¢do cruzada imidazolina derivada de metil glioxal; MOLD: dimero de
metilglioxal-lisina.

Atualmente, sdo conhecidos diferentes tipos de AGEs, sendo classificados de
acordo com a sua origem. Takeuchi e colaboradores (Takeuchi and Yamagishi 2004),
reconheceram seis classes distintas de AGEs: os derivados de glicose (AGE-1), os derivados

de outros carboidratos, como os de gliceraldeido (AGE-2), os de alfa-dicarbonila, como os

glicoaldeidos (AGE-3), metilglioxal (AGE-4), glioxal (AGE-5), 3-deoxiglicosona (AGE-6).
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Glioxal, metilglioxal e 3-deoxiglicosona sdo formados na glicacdo de proteinas
por glicose, entretanto, glioxal ¢ também formado na peroxidacdo de lipidios, metilglioxal
pela fragmentacdo de trioses fosfato e pelo catabolismo da acetona e de treonina, ¢ a 3-
deoxiglicosona a partir de glicose-3-fosfato. Em alguns casos, a glicacdo estd envolvida ndo
somente com a glicose, mas também com compostos formados pela glicacdo por outros
compostos ja formados por glicoxidagdo. A partir da glicose, a via ndo oxidativa pode gerar

pirralina; na via oxidativa pode gerar pentosidina e N-6-carboximetilisina.
Os AGEs provém de fontes exdgenas e endogenas:

1) Endogenas: Pessoas diabéticas tém niveis mais elevados de AGEs do que as
nao diabéticas porque tanto a hiperglicemia como o estresse oxidativo contribuem para esse
acumulo. Estudos mostram que pessoas com diabetes sem complicagdes apresentam cerca de
20 a 30% mais AGEs que pessoas sauddveis, e pessoas com diabetes tipo II com
complicacdes por doenga arterial coronariana ou microalbuminuria apresentam de 40 a 100%

mais AGEs que pessoas saudaveis (Sharp, Rainbow et al. 2003).

2) Exogenas: Os AGEs derivados da dieta s2o similares aos AGEs endogenos no
que diz respeito a suas propriedades pro-oxidantes e inflamatorias (Cai, Gao et al. 2002;
Uribarri, Cai et al. 2007)A ingestdo de produtos de glicagdo e lipoxidagdo pode acelerar a
geragdo de radicais livres induzindo ao estresse oxidativo via carbonilagcdo (Miyata, Ishikawa

et al. 2003).

Os principais danos gerados pelo glioxal e MG no organismo sdo devidos a
reacdes reversiveis e irreversiveis com lisina, arginina e residuos de cisteina de proteinas,
além de grupos amino de DNA/RNA e lipidios, o que resulta na formagdo de proteinas com
ligacdes cruzadas (gliosilamina, derivados imidazol, N[l-carboximetilisina, entre outros). A
formacdo destes adutos com proteinas pode provocar a inativagdo de proteinas celulares
criticas, o que pode levar a apoptose, necrose ou retardo no crescimento celular. Além disso, o
acumulo de glioxais e AGEs tem sido relacionado a doencas cardiovasculares, cataratogénese,
doencas musculares, complicagdes associadas ao DM, doengas de Alzheimer e Parkinson
entre outras. Porém, a extensdo da glicagdo de proteinas sob condigdes fisiologicas ¢
tipicamente de 0,01-0,1% de residuos de lisina e arginina e 0,1-16% de fosfolipidios basicos,

sendo suprimida pela detoxificacdo enzimdtica destes -oxoaldeidos reativos (Shangari,
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Depeint et al. 2005; Shangari, Chan et al. 2006; Shangari, Depeint et al. 2007).

Em condigdes fisiologicas normais, o glioxal e MG sdo detoxificados
endogenamente por duas vias enzimaticas diferentes. A principal delas € o sistema glioxalase
citosolico, o qual € composto pelas enzimas glioxalase I e II que convertem o glioxal em
glicolato e 0 MG em D-lactato, na presenca de glutationa (GSH). Outra via de detoxificacao
secundaria ¢ catalisada pela familia das oxido-redutases: aldeido redutase (ALR1), aldose
redutase (ALR2) e carbonil redutase (ALR3); enzimas localizadas no citosol que possuem
uma ampla especificidade pelo substrato e necessitam de NADPH ou NADH como cofatores
(Shangari, Chan et al. 2006; Shangari, Depeint et al. 2007). Sob condi¢des de estresse
oxidativo, os niveis de GSH sd3o reduzidos, o que prejudica a detoxificacdo destes a -
oxoaldeidos, aumentando os niveis intracelulares de glioxal e MG e, conseqiientemente, a
forma¢do de AGES (Shangari and O'Brien 2004). Além disso, acredita-se que diversas
enzimas celulares vitais, como a-cetoglutarato desidrogenase, tioredoxina redutase, GSH
redutase, GSH peroxidase, superdxido dismutase ¢ desidrogenases envolvidas na sintese de
NADPH, sejam inativadas no processo de glicacdo promovido por estes compostos (Shangari,
Chan et al. 2006), o que poderia contribuir para o surgimento das diversas patologias
associadas a estes, provavelmente devido ao estresse oxidativo desencadeado ou a

deficiéncias nas defesas antioxidantes do organismo (Abordo, Minhas et al. 1999).

Os AGE podem danificar as células por meio de trés mecanismos basicos. O
primeiro consiste na modificagdo de estruturas intracelulares, incluindo aquelas envolvidas
com a transcri¢do génica. O segundo mecanismo envolve a interacdo de AGEs com proteinas
da matriz extracelular, modificando a sinaliza¢do entre as moléculas da matriz e a célula,
gerando uma disfun¢do. O terceiro mecanismo, por fim, refere-se a modificagdo de proteinas
ou lipideos sanguineos. As proteinas e os lipidios circulantes modificados podem, entdo, se
ligar a receptores especificos, promovendo a produ¢do de citocinas inflamatérias e de fatores
de crescimento, os quais, por sua vez, contribuem para a doenca vascular (Monnier and Wu

2003; Brownlee 2005).
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1.6. ESTRESSE OXIDATIVO

A formagdo de espécies ativas de oxigé€nio pode alterar a integridade gendmica
celular. Espécies ativas de oxigénio e espécies ativas de carbonil causam dano celular e
reagem diretamente com DNA, proteinas e lipidios (Berlett and Stadtman 1997). Espécies
reativas de oxigénio sdo também geradas durante a formag¢do de AGEs, causando uma
autopropagacao do ciclo de formagdo AGEs/espécies reativas de oxigénio, que ocorre em

doengas como o diabetes (Forbes, Soldatos et al. 2005).

DM ¢ uma desordem metabolica caracterizada por hiperglicemia e insuficiéncia
na acdo ou secrecdo da insulina. O aumento do estresse oxidativo estd presente no
desenvolvimento e na progressao do diabetes e suas complicagdes (Baynes and Thorpe 1999;
Ceriello, Morocutti et al. 2000). Diabetes ¢ geralmente acompanhada pelo aumento na
producdo de radicais livres (Baynes and Thorpe 1999); e/ou prejuizo nas defesas
aintioxidantes (Saxena, Srivastava et al. 1993). Os mecanismos que levam ao aumento do
estresse oxidativo no diabetes sdo parcialmente esclarecidos, ¢ envolvem a ativacao de fatores

de transcri¢do, AGEs e proteina cinase C (Maritim, Sanders et al. 2003).

Niveis altos de radicais livres causam danos a proteinas celulares, lipideos de
membrana e acidos nucléicos, e eventualmente morte celular. Varios mecanismos tém sido
sugeridos na formacao de espécies reativas de oxigénio. Acredita-se que a oxidagdo da glicose
¢ a principal fonte de radicais livres. Na sua forma enodiol, a glicose ¢ oxidada numa reacao
metal-dependente, a um radical enediol que ¢ convertido em cetoaldeidos reativos e radicais
superoxido. O radical superdxido sofre dismutacdo a peroxido de hidrogénio, que, se ndo for
degradado pela catalase ou superoxido dismutase, e na presenca de metais de transi¢ao, pode
levar a producdo de radicais hidroxila, extremamente reativos (Jiang, Woollard et al. 1990).
Os radicais superoxido podem também reagir com radicais peroxinitrito (Hogg, Darley-Usmar
et al. 1993). A hiperglicemia promove peroxidacdao lipidica de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) de maneira superoxido dependente, resultando na formacdo de radicais
livres (Kawamura, Heinecke et al. 1994). Outra importante fonte de radicais livres no diabetes
¢ a interagdo da glicose com proteinas levando a formag¢do de produtos de Amadori e entdo os

AGEs (Hori, Yan et al. 1996). Estes AGEs via receptores especificos, os RAGEs, inativam
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enzimas e alteram suas estruturas e fun¢des (McCarthy, Etcheverry et al. 2001), promovem a
formagao de radicais livres (Baynes and Thorpe 1999). Ao aumentar o estresse oxidativo
intracelular, os AGEs ativam o fator de transcricio NF-kB, promovendo assim a regulagao de
varios genes. NF-[1] aumenta a producao de 6xido nitrico, que, acredita-se ser um mediador no

dano causado as células beta (Mohamed, Bierhaus et al. 1999).

Uma teoria muito aceita hoje em dia ¢ a Teoria Unificadora, descrita por Brownlee
(Brownlee 2005). Existem quatro complexos protéicos da cadeia mitocondrial de transporte
de elétrons, chamados complexo I, I, IIT e IV. Quando a glicose ¢ metabolizada através do
Ciclo do acido tricarboxilico (TCA), gera doadores de elétrons. O principal doador de elétrons
¢ o NADH, que doa elétrons ao complexo I. Os outros doadores de elétrons gerados pelo TCA
sdo FADH2, formado pela succinato desidrogenase, que doa elétrons ao complexo II. Elétrons
de ambos complexos sdo passados para a coenzima Q e desta para o complexo III, o
citocromo-C e o complexo IV e, finalmente, ao oxigénio molecular, que os reduz a dgua. O
sistema de transporte de elétrons estd organizado desta forma para que o nivel de ATP seja
precisamente regulado. Como os elétrons sdo transportados da esquerda para a direita, alguma
energia dos elétrons ¢ utilizada para bombear protons através da membrana nos complexos I,
III e IV, o que acaba gerando tensdo em toda membrana mitocondrial. A energia deste
gradiente de tensdo impulsiona a sintese se ATP, pela ATP sintetase (Trumpower 1990;
Wallace, Shoffner et al. 1992). Alternativamente, as proteinas desacopladoras (UCPs),
desviam o gradiente para formag¢do de calor, como uma forma de manter a taxa de formagao

de ATP constante. Isto € o que acontece nas células normais.

Ao contrario, em pacientes diabéticos, hd mais glicose a ser oxidada no TCA, o
que acaba gerando mais doadores de elétrons (NADH, FADH2) na cadeia de transporte de
elétrons. Como resultado, o gradiente de tensdo através da membrana mitocondrial aumenta,
até o limiar critico ser atingido. Neste ponto, a transferéncia de elétrons pelo complexo III é
bloqueada, causando a volta dos elétrons para a coenzima Q, que doa elétrons ao oxigénio
molecular, formando superoxido. A isoforma mitocondrial da enzima superdxido dismutase
degrada esse oxigénio em peroxido de hidrogénio, que ¢ entdo convertido em H,O e O, por
outras enzimas (Brownlee 2005). Assim, segundo Brownlee, o estresse oxidativo altera a
atividade de enzimas importantes da vial do poliol, das hexosaminas, formac¢ao de AGEs e

proteina cinase C (PKC).
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1.7. DIETA HIPERPALATAVEL

O peso corporal depende de um equilibrio entre o consumo e o gasto de energia.
Varios mecanismos moleculares estdo envolvidos na regulagdo destes processos, € o tecido
adiposo tem importante e ativo papel nesta regulacdo. O tecido adiposo branco armazena
triacilglicerdis e libera acidos graxos conforme a necessidade do organismo, bem como
secreta varias adipocitocinas importantes na regulagdo da ingesta energética, metabolismo
lipidico e homeostase da glicose (Pond and Mattacks 1991). Por outro lado, o tecido adiposo
marrom dissipa seus depositos de gordura, produzindo calor (termogénese adaptativa) como
conseqiiéncia do desacoplamento da fosforilacio oxidativa mitocondrial (Lowell and

Spiegelman 2000).

A obesidade ¢ uma desordem que resulta do excesso de tecido adiposo e também
de sua disfuncdo, e esta associada ao risco de patologias como doengas cardiovasculares e
diabetes (Must and Strauss 1999). Alteragdes na massa de tecido adiposo resultam de
mudangas no tamanho e/ou nimero dos adipocitos. O crescimento e diferenciagdo dos
adipdcitos envolvem mecanismos complexos, caracterizados por multiplas mudangas na
morfologia celular, sensibilidade hormonal, e expressdo génica, que, eventualmente, levam ao
fendtipo dos adipocitos maduros expressar genes que controlam o metabolismo lipidico e a

termogénese (Brun, Kim et al. 1996; Klaus 1997).

A dieta hiperpalatavel ou dieta de cafeteria tem sido bem descrita como indutora
do aumento do peso corporal e massa de tecido adiposo em ratos apds curto periodo de tempo
(Roca, Rodriguez et al. 1999; Rodriguez, Quevedo-Coli et al. 2001). Varios tipos de dietas
ricas em lipidios e/ou carboidratos tém sido utilizados para estudar os efeitos destas dietas

sobre o metabolismo e ganho de peso corporal.

A dieta hiperpalatadvel promove um numero de distirbios metabdlicos bem
estabelecidos e aumento da morbidade (Lichtenstein, Kennedy et al. 1998; Shaw, Hall et al.
2005). Os efeitos melhores documentados relativos ao consumo desta dieta incluem aumento
na incidéncia de obesidade, hiperinsulinemia, hiperglicemia, hipertensdo e desordens

cardiovasculares.
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O consumo desta dieta altera os niveis de adiponectina (Ronti, Lupattelli et al.
20006), os quais podem promover um numero de efeitos deletérios em diferentes 6rgaos. Além
disso, o consumo da dieta hiperpalatdvel promove alteracdes bioquimicas em varios tecidos.
Estudos tém mostrado que o consumo desta dieta aumenta os niveis de estresse oxidativo
(Milagro, Campion et al. 2006; Roberts, Barnard et al. 2006; Bullo, Casas-Agustench et al.

2007), incluindo o aumento dos niveis de oxidagdo protéica e peroxidagdo lipidica.

Nas sociedades modernas, o consumo de grandes quantidades de aglcares e
lipidios, bem como um estilo de vida sedentario, tem sido associado a disturbios metabodlicos
e comprometimento da fun¢do cerebral (Schrauwen, Wagenmakers et al. 2000; Unger and
Orci 2001; Molteni, Barnard et al. 2002). Estudos em humanos com sobrepeso ou obesos
mostram aumento na taxa de transtornos psiquiatricos, em especial transtornos de humor e
ansiedade (Becker, Margraf et al. 2001; Chakravarthy and Booth 2004; Simon, Von Korff et
al. 2006; Teegarden and Bale 2007).

Colantuoni e colaboradores (Colantuoni, Rada et al. 2002) demonstraram que o
consumo continuo e excessivo de agucar leva a um perfil de dependéncia e aumenta o

comportamento de ansiedade quando os animais sao privados de agucar.

1.8. DIABETES MELLITUS, DIETA E COGNICAO

A manuten¢do das func¢des cognitivas com o envelhecimento e uma preocupagao
crescente. O estilo de vida tem um papel muito importante para um envelhecimento saudavel
do SNC. Um fator importante e a dieta, ou o padrdo de alimentagdao e bebidas de um
individuo, que pode tanto exercer beneficios quanto prejuizos. Estudos mostram que ratos
submetidos a uma dieta rica em lipidios, principalmente lipidios saturados, apresentam perda

cognitiva (Parrott and Greenwood 2007).

As complicacdes em longo prazo da RI e do DMII resultam de perda da
sinaliza¢do da insulina e metabolismo alterado da glicose, incluindo neuropatia periférica,
retinopatia, doenga cardiovascular e faléncia renal (Mudaliar 2004). Perdas da memoéria e das

funcdes executivas também acompanham o DMII (Ryan and Geckle 2000), especialmente em
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adultos velhos (Awad, Gagnon et al. 2004). Mesmo na auséncia de DM, a RI esta associada ao
declinio acelerado das fungdes cognitivas (Messier, Awad et al. 2004). Fisiologicamente, a
hiperinsulinemia esta ligada a disturbios do metabolismo da glicose e sinalizagao da insulina,
o que afeta varias regides do cérebro, incluindo aquelas envolvidas na cognicao (lobo frontal,
hipocampo), as quais sdo regides plausiveis de mediarem os déficits cognitivos (Winocur,

Greenwood et al. 2005).

O impacto do DM no SNC e bem reconhecido. Em humanos, DM esta associado
com perda da funcao cognitiva, risco de isquemia, doenga cerebrovascular e doenca de
Alzheimer (Saravia, Revsin et al. 2002). Muitos estudos sugerem que o risco de declinio
cognitivo e neurodegeneracdo estdo aumentados ndo somente no DM, mas também em
pacientes com pré-diabetes ou SM (Luchsinger, Tang et al. 2004). Individuos com pré-
diabetes sdo definidos como aqueles que apresentam glicemia de jejum alterada e/ou
intolerancia a glicose, o que aumenta o risco de desenvolvimento do DM (Yaffe, Blackwell et

al. 2004).

A fisiopatologia exata da disfuncdo cognitiva e lesdo cerebral no DM ndo e
totalmente entendida, mas e provavel que a hiperglicemia, doenca vascular, hipoglicemia e RI
desempenhem papel significativo (Kodl and Seaquist 2008). DM pode acelerar o processo de
envelhecimento do cérebro, pois acelera a atrofia cerebral (Biessels, van der Heide et al.
2002), reduzindo acima cogni¢do e diminuindo o limiar para o desenvolvimento de sintomas
de DA. Alem disso, a RI pode acelerar o envelhecimento biologico através da formagdo dos

AGEs e conseqiiente aumento dos Eros.

O consumo de dietas ricas em lipidios e agucares pelas sociedades modernas tem
sido associado com alteracdes metabolicas e perda das fungdes cerebrais (McGarry 2002;
Molteni, Wu et al. 2004). Colantuoni e colaboradores (Colantuoni, Rada et al. 2002)
demonstraram que excessivo e continuo consumo de aclcar leva a um comportamento de

dependéncia e ansiedade quando os ratos sao privados de acucar.

Trabalho em nosso laboratorio mostrou que ratos alimentados com dieta rica em
acucar, quando submetidos ao teste claro-escuro gastaram menos tempo no compartimento
claro e apresentaram ao mesmo tempo maior numero de recusas de entrada no compartimento

claro, e este comportamento segundo Gingrich (Gingrich 2005) e Hovatta et al., (Hovatta,
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Tennant et al. 2005) e aceito como caracteristica de ansiedade.
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2. OBJETIVOS

A prevaléncia da obesidade e do Diabetes estd aumentando rapidamente ao redor
do mundo, e eles constituem fator de risco para véarias outras desordens no sistema nervoso
periférico e central. Levando em consideragdo estes aspectos e o fato do alto consumo de

alimentos aquecidos e ricos em gorduras e carboidratos pelas sociedades modernas.

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral: avaliar o efeito da dieta hiperpalatavel com
e sem aquecimento sobre o sistema nervoso central dos ratos expostos a dieta por 4 meses,

avaliando parametros metabodlicos, neuroquimicos e comportamentais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliagdo de parametros metabolicos periféricos: glicemia, lipidemia e curva de

tolerancia a glicose;

2. Avaliagdo de parametros de estresse oxidativo no SNC, particularmente
hipocampo: conteudo de glutationa, grupos SH totais, atividade da SOD, dano oxidativo ao

DNA;

3. Avaliacdo de parametros neuroquimicos, particularmente no hipocampo e
hipotdlamo: contetido de GFAP; metabolismo do glutamato (captacdo de glutamato e
atividade da glutamina sintetase); captagdo de glicose; via de sinalizagdo da insulina

(contetdo e fosforilagcdo das proteinas IRS, Akt e PI3K);
4. Avaliacdo de parametros comportamentais (atividade locomotora, ansiedade e

cognicao).

Os resultados serdo apresentados na forma de Artigos. O primeiro artigo
contempla os objetivos especificos 1 e 3 (parcialmente); o artigo 2 (em preparacao) contempla

s objetivos 2 e 3. O objetivo 4 estd parcialmente expresso no anexo 1 desta tese.
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Abstract

Background/Objectives: Highly-palatable food (HPF), which is enriched in simple
sugars and saturated fat, contributes to obesity and insulin resistance in humans. These
metabolic changes are associated with serious complications of the central nervous system,
including an elevated risk of cognitive dysfunction. We, herein, treated rats with HPF and
then examined the insulin-signaling pathway, in particular, the levels of PI3K, Akt and IRS-1
in the hippocampus and hypothalamus. Methods: Adult Wistar rats fed with HPF (heated or
not during preparation) for 4 months and then measured the levels of PI3K, Akt and IRS-1 in
the hippocampus and hypothalamus, by western blotting and quantitative real-time PCR.
Results: We observed changes in body weight, glucose intolerance and lipidemia, confirming
that peripheral metabolic alterations were induced using this model. Hippocampal PI3K and
hypothalamic Akt were affected in rats that are submitted to chronic exposure to a HPF diet.
Moreover, heated HPF caused differentiated alterations in the regulatory subunit of PI3K in
the hippocampus. Discussion: Our data suggest that this diet alters insulin signaling
differentially in each brain region, and that hippocampal changes induced by this diet could
contribute to the understanding of cognitive impairments that are dependent on the

hippocampus.

Key words: Akt/PKB, cafeteria diet, highly palatable food, hippocampus,

insulin resistance, PI3K, western style diet
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Introduction

There is a growing appreciation for the role of highly-palatable food (HPF) in
animal models of obesity and eating disorders. This kind of food contributes to weight
gain, obesity and insulin resistance in humans (1, 2). HPF (also named junk food, cafeteria
diet or western style diet) is enriched in simple sugars and saturated fat and consumed daily

as snacks and/or calorie-dense meals that contain high amounts of fat and sucrose (3-5).

The insulin receptor is a protein with intrinsic tyrosine kinase activity that,
following activation by insulin, undergoes rapid autophosphorylation. Subsequently, it
phosphorylates intracellular protein substrates, including insulin receptor substrate (IRS)
proteins 1 and 2. IRS-1 and IRS-2 activate several proteins, including phosphatidylinositol-3
kinase (PI3K). This, in turn, activates, among some downstream targets, the Akt/PKB
pathway, which plays a pivotal role in the regulation of various biological processes,
including apoptosis, proliferation, differentiation, and intermediary metabolism (6). The
mechanisms of insulin resistance and its downstream molecular alterations are not yet
understood, but possibly involve stress-induced serine/threonine phosphorylation of the IRS
bymTOR (7), the inhibitor of kappa B kinase B (8) and c-Jun kinase (9) among others.
Insulin resistance has also been reported in brain tissue and related to neurodegenerative
disorders (10-13). Changes in the phosphorylation in both IRS-1 and 2 have been described

in brain tissue in rat models of diabetes mellitus (14, 15).

Another set of important factors that play a role in insulin resistance and
eating disorders are advanced glycation end-products (AGEs). These are produced by the
nonenzymatic glycation of proteins, more commonly at lysine or arginine residues (16).
AGEs are produced endogenously or obtained exogenously from food. The amount of
AGEs in a food is dependent on its composition, the temperature and the time of
preparation (17, 18). AGEs directly, or via receptor for AGEs (RAGE), could affect insulin
signaling (19).

We therefore sought to evaluate whether insulin signaling is altered in the brain
of rats that have been fed with HPF. We were particularly interested in two regions; the
hypothalamus, a key region for feeding control (20), and the hippocampus, a region that is

commonly involved in cognitive disorders, including diabetes mellitus (11, 21). The aim of
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this study was to examine the insulin-signaling pathway (in particular, the content of PI3K,
Akt/PKB and IRS-1, as well as their phosphorylation status) in the hippocampus and
hypothalamus of adult male Wistar rats that had been fed with heated and non-heated HPF

for 4 months.

Experimental procedure

Animals and diets. Thirty adult Wistar rats (male, 60 days old) were obtained
from the Central Animal House of the Department of Biochemistry and maintained under a
standard dark—light cycle (the lights remained on between 7:00 a.m. and 7:00 p.m.), at 22 °C.
Our research protocols were in accordance with the guidelines of the Committee on Care
and Use of Experimental Animal Resources of the Veterinary Medicine and Animal Science

Faculty of the University of Sdo Paulo, Brazil.

The rats were divided into three groups: (a) the control group (N = 10), which
received standard laboratory rat chow (see Table 1); (b) the highly palatable food (HPF)
group, (N = 10), which received a diet enriched in simple sugars and saturated fat (see
Table 1); and (c) the heated highly palatable food (heated HPF) group (N = 10), which
received the same diet as the HPF group, the food was heated at 130°C for 30 min, and a
vitamin mixture wasadded after heating. During the treatment period (4 months), the animals

had free access to food and water.

Chemicals. Tris, ethylenediaminetrichloroacetic acid (EDTA), glycerol, Tween-
20, acrylamide and bis-acrylamide were from Sigma (Sao Paulo, Brazil). The
monoclonal antibodies: anti-PI3K (subunit p85), anti-PI3K (subunit p110), anti-IRS-1, anti-
phospho- IRS-1 (Tyr 612), anti-Akt, and anti-phospho-Akt (Ser 473) were purchased
from Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA). The antibody, anti-phospho-IRS-1
(Ser 307), was purchased from Chemicon/Millipore (Sao Paulo, Brazil). Nitrocellulose,
radiographic films, the ECL kit and the secondary antibodies were purchased from GE

healthcare (Sao Paulo, Brazil). RNAlater® and TRI Reagent® solution were purchased

from Applied
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Biosystems (S3o Paulo, Brazil). Quant-iT"™ RNA Assay kit was purchased from
Invitrogen (Sao Paulo, Brazil). High Capacity cDNA Reverse Transcription kit, TagMan

Gene Expression Master Mix reagent, TaqMan® Gene Expression Assays for Aktl, Irsl,

Pik3ca and Pik3cg genes as well as TagMan® GAPDH Endogenous Control were all
purchased from Applied Biosystems (Sao Paulo, Brazil).

The preparation of the protein samples and the electrophoresis protocol.
Dissected brain tissue was homogenized in lysis solution containing 2 mM EDTA, 50 mM
Tris—HCl, pH 6.8, and 4% (w/v) SDS. For electrophoresis, the samples were dissolved in
25% (v/v) of a solution containing 40% glycerol, 5% mercaptoethanol, and 50 mM Tris—HCI,
pH 6.8 and boiled for 4 min. The protein concentration was determined using bovine serum
albumin as the standard (22). Equal protein concentrations were loaded (100 pg/well) onto a
polyacrylamide gel for electrophoresis (10% SDS-PAGE) and resolved using the
discontinuous system of Laemmli (23).Western blot analysis. The same amounts of protein
samples (30 pg) were analyzed by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes
(using the Trans-blot SD semi-dry transfer cell, BioRad) for 1 h at 15 V in transfer buffer
(48 mM Trizma, 39 mM glycine, 20% methanol and 0.25% SDS). The nitrocellulose
membranes were washed for 10 min in Tris-buffered saline (TBS; 0.5 M NaCl, 20 mM
Trizma, pH 7.5) and blocked for 2 h in TBS containing 5% non-fat dried milk (M-TBS).
The membranes were then incubated overnight at 4°C in the blocking solution containing,
separately, the following polyclonal antibodies (1:1,000 dilution): anti-IRS-1, anti-phospho-
IRS-1 (Tyr 612), anti-phospho-IRS-

1 (Ser 307), anti-Akt, anti-phospho-Akt (Ser 473), anti-PI3K-p85 and anti-PI3K
pl10. The blots were incubated for 2 h with anti-rabbit IgG (1: 2,000 dilution)
conjugated with peroxidase, and immunoreactive bands were then developed using the ECL
system. Standardization for each primary antibody evaluated sensitivity and linearity (from 5
to 50ug of protein sample). The immunoblots were quantified by scanning the films using a
Hewlett-Packard Scanjet 6100C scanner, and the optical densities were measured using an

Optiquant version 02.00 software (Packard Instrument Company) (24, 25).

mRNA isolation, cDNA synthesis and quantitative real-time PCR (qPCR) for
PI3K-p85 and PI3K-p100. Tissues for RNA isolation were kept in RNALater® and total
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RNA was isolated using TRI Reagent® solution, according to the manufacturer’s protocol.
RNA was quantitated using the Quant-iT® RNA Assay in the Qubit™ (Invitrogen)
equipment. cDNA was synthesized by reverse transcription (RT) reaction, using the High
Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit. Before the gene expression assay, the cDNA

solution was diluted 1:5 in nuclease-free water. mRNA expression was estimated by

quantitative real time PCR (qPCR) using gene-specific TagMan® FAM/MGB assays
(Rn00435670 glassay for Pik3ca and Rn01769522 ml assay for Pik3cg). Expression values
of target genes were normalized by glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
expression (Rn99999916 sl). Assays were carried out in triplicate and gene expression
assays were purchased from Applied Biosystems (Sao Paulo, Brazil). Reactions were carried
out in an ABI Prism 7500 Sequence Detector System (Applied Biosystems). Target

transcript relative expression levels were determined by the ddCt method (26).

Glucose Tolerance Test. A glucose tolerance test was carried out after four
months of treatment with the diets. A 50% glucose solution was injected into the animals
(i.p., 2 mg/kg) after 6 h of starvation. The blood was collected by a small puncture to the tail
immediately before, and 30, 60, and 120 min after the injection. At each time-point, the
level of glucose was measured using a glucometer (AccuChek Active, Roche

Diagnostics®, USA).

Preparation of the liver, adipose tissue and plasma samples. The rats were killed
by decapitation, and their blood collected and centrifuged at 2500 x g for 10 min to yield the
plasma fraction that was used for the biochemical analyses. The liver and the
retroperitoneal and epididymal fat tissues were dissected and weighed. Liver tissue was

used for glycogen extraction and the measurement of the triacylglycerol levels.

Measurement of hepatic and plasma biochemical parameters. The triacylglycerol
(TAG) and free fatty acid (FFA) levels were measured using commercial kits (Labtest, MG,
Brazil and Roche Diagnostics, Germany, respectively). For the glycogen measurements, each
liver was cut into small slices (about 100 mg) and incubated with 30% KOH. After boiling

for
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20 min in a hot water bath, the glycogen was precipitated with 99% ethanol and
determined using the colorimetric method of Krisman (27).Statistical analysis. Results are
presented as the means + standard deviations, and were analyzed using the one-way
analysis of variance (ANOVA), followed by Duncan’s multiple-range test. Glucose
tolerance curve (Fig 5) was analyzed repeated measures ANOVA. The level of significance

(p) that we used was < 0.05.

Results

The levels of the two subunits of PI3K, p85 (the regulatory subunit) and p110
(the catalytic subunit) in HPF and heated HPF groups were measured as percentages relative
to the control group. Interestingly, the HPF diet decreased the content of both subunits in the
hippocampus (Fig. 1a e 1b) (F (2, 15y = 545,098 and p < 0.001 and F 5, 13) = 892,484 and p <
0.001, respectively). Moreover, when the heated HPF diet was used, the levels of the
catalytic (p110) subunit decrease, but there was a significant increase in the regulatory
(p85) subunit. However, no significant changes were observed in the levels of either
subunit p85 (Fig lc, F (2, 13y= 2,596 and p = 0.102) or p110 (Fig 1d, F (2, 18)= 3,204 and p =
0.065) in the hypothalamus of the rats that were fed with HPF (heated or not).

In order to evaluate whether the changes in levels of PI3K subunits in
hippocampus were associated with changes in gene expression, we quantified mRNA for
both proteins (Fig 2). Interestingly, PI3K p85 mRNA levels were reduced in rats that had
been fed with HPF, whether heated or not (Fig 2a) (F (o, 21y = 10,831 and p =
0.001).Moreover, no changes were observed in PI3K p110 mRNA levels in rats that were fed
with HPF (Fig 2b) (F 2,21y = 0,334 and p = 0.720).

The total content of Akt/PKB (F (2, 21y = 3,080 and p = 0.067) and the level
of phosphorylation of this protein at Ser 473 (F (2, 21) = 2,689 and p = 0.091) were not
changed in the hippocampus of rats that had been fed with HPF (Fig 3a and 3b,
respectively), whether heated or not. Conversely, in the hypothalamus, although the level of
this protein was not affected by the HPF (whether heated or not) (Fig 3c, F (2, 21) = 2,787 and
p= 0.084), the level of Ser 473 phosphorylation decreased by ~30% (Fig 3d, F ¢, 21 )=
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125,219 and p = 0.000).

In the hippocampus, neither the total content (Fig 4a, F (o, 15y = 2,195 and p =
0.140), nor the phosphorylation of IRS1 at Tyr-612 (Fig 4b, F (2, 13y = 3,352 and p = 0.06) or
at Ser-307 (Fig 4c, F (2, 15y = 3,342 and p= 0.06), were altered by the HPF diet (whether
heated or not). Similarly, no changes were observed in the hypothalamus of these rats (Fig.
4d, F (o, 18)= 3,328 and p = 0.06); Fig 4e, F (2, 13)=2.670 and p = 0.096; and Fig 4f, F (> 15) =
3,302 and p= 0.06).

To evaluate the metabolic alterations that had occurred in the rats that had been
fed on the HPF, we measured the glucose tolerance responses (Fig 5), the body and adipose
tissue weights, and the triacylglycerol and free fatty acid levels in the plasma (Table 2). The
glucose tolerance curve was clearly different in the heated HPF-treated rats (F (6, 42)= 3,260, p
= 0.01). The body and adipose tissue weights increased significantly at the end of the
HPF treatment, whether the food had been heated or not. However, the free-fatty acid levels
in the plasma were significantly higher when the HPF had been heated. Moreover, the rats
that were treated with heated HPF had lower hepatic glycogen levels.

Discussion

PI3K pathway has an important and pervasive role in the central nervous system,
involved from energetic metabolism (10) to synaptic plasticity (28). In fact, at the
molecular level, insulin and leptin signaling converge at the point of activation of PI3K and
this activation is not limited to brain energetic metabolism. Therefore, changes in the PI3K
pathway, beyond energy homeostasis disorders, could be linked to the development of brain

disorders (12).

This study demonstrated that rats exposed to a heated HPF diet for 4 months
exhibit metabolic changes that are similar to those found in diabetes mellitus type 2. These
include an increase in the amount of white adipose tissue, glucose intolerance, elevated free
fatty acid levels in the serum, and lower levels of hepatic glycogen. The decrease in the

levels of hepatic glycogen probably occurred due to the decreased expression of glucokinase
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and alterations in the PI3K pathway.

AGEs could be mediating this effect, since they formed continuously under
physiological conditions, but levels increased dramatically during hyperglycemia (an
endogenous source) or following the consumption of heated, prepared foods that are rich in
carbohydrates or lipids (an exogenous source) (17). Protein glycation can affect cell signaling
by itself, or through the effects of the resulting AGEs. Consequently, cell communication and
survival are affected (29-31). The activation of receptor for AGEs (RAGE) triggers many
signaling mechanisms, including those mediated by PI3K. However, we have no data

in this study about AGE content or RAGE activation in liver or other tissues.

Regardless of this, we found that the levels of PI3K (both the p85 and
pl10 subunits) were reduced in the hippocampus of rats that were fed the HPF diet,
suggesting that this signaling pathway is decreased by this diet. Moreover, PI3K mRNA for
the p85 subunit (but not for the p110 subunit) also decreased after HPF diet. This decrease, in
turn, could affect many brain activities that are dependent on the hippocampus integrity (25,
26,32). In contrast, cultured kidney mesangial cells that had been exposed to AGEs (and
other AGE receptor activators) exhibited an upregulated PI3K pathway (33). Interestingly,
when our rats were fed heated HPF, we observed an increase in the levels of the PI3K
regulatory subunit (p85). This increase could be a manifestation of insulin resistance (34),
however p85 mRNA levels were lower in rats fed on the HPF diet, whether heated or not.
Therefore, at this stage, the meaning of this increase in the p85 protein is unclear.
However, the protein levels of the catalytic subunit are lower, and we cannot rule out the

possibility that the final activity of PI3K is lower than in the control rats.

Another intriguing aspect is that rat hypothalamic PI3K was not affected by the
HPF diet. Clearly, PI3K has different functional roles in these regions (35). However,
the differences observed in this work could also reflect differentiated susceptibilities of the
tissues to glycoxidant stress. Differentiated vascularization and the heterogeneity of the cell
types and interconnections are responsible for the different susceptibilities of different brain
regions to specific insults. For example, when diabetes mellitus is induced by
streptozotocin, it affects the hypothalamus and the hippocampus in different ways (36).

Therefore, it is conceivable that PI3K signaling in the hippocampus is more susceptible to
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glycotoxicity than in the hypothalamus, in this model of metabolic disorder.

Our next step was to investigate the Akt protein, a downstream target of PI3K
activation, in the hippocampus and the hypothalamus. In the hippocampus, no changes
were observed in the amount of Akt or in the level of phosphorylation at Ser 473 of the Akt
protein. Moreover, no change was observed in the amount of Akt in the hypothalamus of
the rats that were fed on the HPF diet, whether heated or not. Unlike the situation for the
hippocampus, however, the phosphorylation of Ser 473 was reduced. Phosphorylation at
this site has been associated with the activation of Akt (34); these data suggest that the HPF
diet caused a decrease in Akt activity in the hypothalamus, despite the fact that the levels of
PI3K and Akt did not change. In agreement with these findings, methylglyoxal inhibited
the level of insulin-stimulated phosphorylation of Akt in L6 muscle cells, without affecting

the level of tyrosine phosphorylation of the insulin receptor (37).

Finally, we investigated the level of insulin substrate receptor 1 (IRS-1),
an upstream activator of PI3K. The total amount of IRS-1 was unaltered after the
HPF treatment in both the hippocampus and the hypothalamus. Moreover, no differences
were found in the levels of phosphorylation at Tyr-307 and Tyr-612, which are involved in
the inactivation and activation of IRS-1, respectively (38). These data indicate that both the
amount and the activity of the IRS-1 protein are apparently more protected against the
insult induced by this diet than are the further steps (PI3K and Akt) in the insulin-signaling
pathway.

There is strong evidence in the literature regarding cognitive deficits in diabetic
patients and experimental models of diabetes (24, 26). AGEs have been proposed as
mediators involved in these conditions (see (24) for a review) and, in fact, brain changes have
been observed in HPF-treated rats by many laboratories including ours (5, 24, 26, 39,40).
However, in this particular study, we did not perform experiments to characterize cognitive
deficit. Other limitation to be addressed in further studies, is to investigate whether
mechanisms of activation of PI3K involve RAGE activation, as well as to
investigate other downstream targets of PI3K (e.g. mTOR) (41) that also could be related to

some behavioral changes observed in HPF-treated rats (40).

In summary, our data indicate that the PI3K pathway, in the hippocampus, and
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Akt, in the hypothalamus, are affected in rats that have suffered chronic exposure to a HPF
diet. Moreover, the heated HPF diet caused differentiated alterations in the regulatory subunit
of PI3K. These data reinforce the idea that metabolic insult induced by HPF diet can affect
PI3K/Akt-mediated signaling in brain tissue, which is related to energy metabolism,
neurotransmission and synaptic plasticity. Thus, our results suggest that this diet alters insulin
signaling differentially in each brain region and that the hippocampal changes induced by this
diet could contribute to the knowledge regarding cognitive impairments that are dependent

upon the hippocampus.
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Table 1. Composition and caloric value of the control chow and highly palatable food - (HPF)

Components Control® (%) HPF (%)

Carbohvdrate 62 57
Starch 62 20.5
Condensed milk" 0 16.5

Sucrose 0 20

Fat 5 10
Soybean oil 5 17.6

Condensed milk 0 2.4

Protein 25 25
Soybean® 25 22.7

Condensed milk 0 2.3

Salt mixture® 4 4
Vitamin mixture® 1.5 1.5
Fibers 2.5 2.5
Caloric value Kcal/g 3.9 4.1

*Based on a standard commercial chow for rats from Nuvilab-CR1 (Curitiba, Brazil).

P From Nestlé (Sdo Paulo, Brazil)

¢ From Solae (Esteio, Brazil) supplemented with 0.3% DL-Methionine and DL-Lysine
(from Merck, Rio de Janeiro, Brazil)

4 Mineral mixture (from Roche, Sao Paulo, Brazil), mg/100g of ration: NaCl, 557; K1, 3.2;
KH,PO4, 1556; MgS04, 229; CaCO; , 1526; FeS04.7H,0, 108; MnSO4.H,0, 16;
7ZnS04.7H,0, 2.2; CuS04.5H,0, 1.9; CoCl,.6H,0, 0.09.

¢ Vitamin mixture (from Roche, Sdo Paulo, Brazil) , mg/100g of ration: Vitamin A, 4;
Vitamin D, 0.5; Vitamin E, 10; Menadione, 0.5; Choline, 200; PABA 10 ; Inositol 10;
Niacin, 4 ; Pantothenic acid, 4; Riboflavin, 0.8 ; Thiamin, 0.5; Pyridoxine, 0.5; Folic acid,
0.2 ; Biotin, 0.04; Vitamin B 12, 0.003.
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Table 2. Body weight gain, white adipose tissue weight, lipidemia and hepatic lipid and
glycogen of rats fed with HPF or heated HPF for 4 months.

Control HPF heated HPF

Body weight gain (in g) 105 £ 23 128 + 30? 129 + 38*
White adipose tissue weight © (in g) 9.7+1.4 20+5.3" 19+ 4.6°
Plasma

Free fatty acid (umol/L) 559 + 97 588 + 156 751 + 160°

Triacylglicerol (mg%) 130 £ 21 139+ 42 186+ 61"
Liver

Triacylglycerol (mg %, w/w) 0.9+0.1 1.1+ 0.2 1.2+0.2
Glycogen (mg %, w/w) 58+0.9 52+ 0.9 24+1.0°

® Significantly different from control; ® Significantly different from control and HPF group
(determined using one-way ANOVA, followed by Duncan’s test p < 0.05);

¢ Retroperitoneal and epididymal fat tissues.
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Figure 1. The effect of HPF and heated HPF on the levels of PI3K in the hippocampus
and hypothalamus of rats. Adult Wistar rats received a HPF or heated HPF diet for 4
months. The hippocampus (panels a and b) and hypothalamus (c and d) were dissected out,
and the samples were resolved on SDS-PAGE. Immunoblots that tested for the p85 (a and
c) or pl10 (b and d) subunits of PI3K were developed using ECL reagents. The luminescent
bands were scanned and quantified using Optiquant software. The results from the animals
that were fed with the HPF and heated HPF diets are represented by the gray and black
bars, respectively. The results are expressed as a percentage of the control group (assumed
as 100%). Representative immunoblots are shown in the inset. The values shown are the
means (£ S.D.) of 7-9 rats from each group. * Significantly different from the respective
control in each panel (one way ANOVA followed by Duncan’s test, assuming p< 0.05).
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Figure 2. The effect of HPF and heated HPF on the relative expression of PI3K subunits
in the hippocampus. Adult Wistar rats received a HPF or heated HPF diet for 4 months.
mRNA isolation and quantitative real-time PCR (qPCR) for PI3K-p85 (Panel a) and PI3K-
pl00 (Panel b) were performed as described in Material and Methods. The values shown
are the means (= S.D.) of 7-9 rats from each group. Relative ratios of mRNA levels were
calculated using the ddCT method normalized by Gapdh as an endogenous control.

* Significantly different from the respective control in each panel (determined using one-
way ANOVA, followed by Duncan’s test, p < 0.05)
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Figure 3. The effect of HPF and heated HPF on the levels of Akt and phoshorylated-Akt
in the hippocampus and hypothalamus of rats. Adult Wistar rats received a HPF or heated
HPF diet for 4 months. The hippocampus (panels a and b) and hypothalamus (¢ and d) were
dissected out, and the samples were resolved on SDS-PAGE. Immunoblots that tested for Akt
content (a and c¢) or phospho-Akt (phosphorylated at Ser-473) (b and d) were
developed using ECL reagents. The luminescent bands were scanned and quantified using
Optiquant software. The results from the animals that were fed with the HPF and heated
HPF diets are represented by the gray and black bars, respectively. Results are expressed as
percentages of the control group. Representative immunoblots are shown in the inset. *
Significantly different from the respective control in each panel (determined using one-way
ANOVA, followed by Duncan’s test, p < 0.05)
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Figure 4. The effect of HPF and heated HPF on levels of IRS-1 in the hippocampus and
hypothalamus of rats. Adult Wistar rats received a HPF or heated HPF diet for 4 months.
The hippocampus (panels a, b and ¢) and hypothalamus (d, e and f) were dissected out, and
the samples were resolved on SDS-PAGE. Immunoblots that tested for total IRS-1 (a and c)
or phosphorylated IRS 1 (p-IRS 1) at Ser 307 (b and e), or at Tyr 612 (¢ and f), were
developed using ECL reagents. The luminescent bands were scanned and quantified using
Optiquant software. The results from the animals that were fed with the HPF and heated
HPF diets are represented by the gray and black bars, respectively. The results were
expressed as percentages of the control group. Representative immunoblots are shown in
the inset. The values shown are the means (£ S.D.) of 8-10 rats from each group. No
significant differences were found between groups in each panel (determined using one-
way ANOVA, followed by Duncan’s test, p< 0.05).
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Figure 5. Glucose tolerance test in rats fed with HPF or heated HPF. Adult Wistar rats
received a HPF or heated HPF diet for 4 months. At the end of the treatment, glucose was
administered intraperitoneally (2 mg/kg). The blood was collected by a small puncture in
the tail immediately before, and 30, 60, and 120 min after, the injection. The values of
glycemia are the means = S.D. of 8-10 rats from each group. * Significantly different from
the respective control (determined by repeated measures analysis of variance, assuming p
<0.05).
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Introduciao

Estd bem estabelecido o papel das dietas hiperpalatdveis (HPF) em modelos
animais de obesidade e desordens alimentares. Além disso, sabemos que alimentos quando
aquecidos produzem maior quantidade de produtos finais de glicacao avangada (AGEs), mais
do que isso, sabe-se que a principal fonte de AGEs pré-formados sdo as dietas ricas em

carboidratos e lipidios, processadas com aquecimento.

AGESs sao um grupo heterogéneo de compostos gerados via multiplas vias in vivo,
incluindo reducao de agucares, reagao espontanea de ascorbato e outros carboidratos com
amino-peptideos, lipideos e acidos nucléicos (Peppa, Uribarri et al. 2002). AGEs estao
envolvidos com condi¢des de aumento do estresse oxidativo. O acimulo de AGEs e produtos
relacionados sdo importantes no desenvolvimento das complicagdes do diabetes (Thorpe et

al., 1996; Ulrich e Cerami, 2001).

O impacto do diabetes mellitus no sistema nervoso central (SNC) ¢ bem
reconhecido. Em humanos, o diabetes estd associado com perda cognitiva, risco de isquemia,
desordens cerebrovasculares e Alzheimer, além de alteragdes morfologicas como atrofias de

areas corticais e sub-corticais (Biessels, Kappelle et al. 1994; Gispen and Biessels 2000).

Pronunciadas alteragdes patoldgicas também caracteriza o cérebro de animais
diabéticos, particularmente o hipocampo. Estudos mostram alteragdes pré e pos-sinapticas,
desregulagdo da homeostase do calcio, perda neuronal, atrofia dendritica em neurdnios de
CA3, expressdo reduzida de fator de crescimento da insulina e seus receptores e diminuicao
da neurogénese (Jackson-Guilford, Leander et al. 2000; Magarinos and McEwen 2000; Li,
Zhang et al. 2002; Saravia, Revsin et al. 2004). No hipocampo de camundongos diabéticos,
estudos mostram hiperatividade da NADPH- diaforase/6xido nitrico sintase e astrocitos do
estrato radiatum (Saravia, Revsin et al. 2004; Revsin, Saravia et al. 2005). Esta encefalopatia
seletiva pode ser explicada em parte pelos efeitos neurotoxicos da hiperglicemia, por
alteragdes na transmissao glutamatérgica, € concomitante estresse oxidativo (Flood, Baker et
al. 1990; Chabot, Massicotte et al. 1997) em dareas cerebrais com alto grau de plasticidade

como o hipocampo.

Uma das provaveis causas de dano ao hipocampo em nivel celular ¢ o
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desenvolvimento de estresse oxidativo com formagdo de radicais livres. Formas ativas de
oxigénio molecular (acimulo de superoxido e radicais perdxidos, etc) sdo conhecidas, em
certas circunstancias, por adquirirem propriedades toxicas e acarretarem diretamente a morte
celular em varias estruturas, incluindo o hipocampo. Isto ocorre como resultado da
peroxidagdo lipidica (PL), fragmentagdo do ADN, e ruptura do equilibrio entre enzimas pro6 e

antioxidantes em favor da formagao de radicais (Piotrowski, Wierzbicka et al. 2001).

Tem-se demonstrado que as células gliais participam de um grande nimero de
atividades cerebrais, tanto em condigdes normais quanto patoldgicas. Elas exercem um
particular e proeminente papel em processos de reparo, respondendo a todas as formas de
insultos a0 SNC (Arushanyan and Beier 2008). As células astrogliais tornam-se reativas
(astrogliose) apds alguns insultos, aumentando a sintese de proteina acida fibrilar glial
(GFAP), principal proteina de citoesqueleto dos astrdcitos, resultando em hipertrofia do soma,
espessos e prolongados processos da GFAP, analisados por imunohistoquimica (Sofroniew

2005; Wilhelmsson, Bushong et al. 2006; Arushanyan and Beier 2008).

Anormalidades astrocitarias tém sido observadas em hipocampo durante o
estresse, envelhecimento, doengas auto-imunes e degenerativas, e também em modelos de
diabetes em ratos, induzidos por estreptozotocina (STZ) (Sharma, Zimmer et al. 1992;
Lambert, Gerecke et al. 2000). Nos ratos, dano ao hipocampo, causando hiperreatividade ao
estresse e envolvendo tanto neur6nios quanto astrocitos, tem sido observado (Magarinos and
McEwen 2000). Portanto, astrocitos parecem ser um dos principais alvos durante homeostase

anormal da glicose, incluindo hiper e hipoglicemia.

Diabetes mellitus, independente do tipo, estd associada com alteracdes cerebrais
em humanos e modelos animais desta desordem (Biessels, van der Heide et al. 2002). Estas
alteracdes incluem expressdo anormal de neuropeptideos hipotalamicos (Gispen and Biessels
2000), astrogliose hipocampal (Saravia, Revsin et al. 2002), diminuicdo da plasticidade
sinaptica hipocampal (Magarinos and McEwen 2000; Saravia, Gonzalez et al. 2001),
neurotoxicidade, e mudangas na neurotransmissdo glutamatérgica (Chabot, Massicotte et al.
1997; Gardoni, Kamal et al. 2002; Valastro, Cossette et al. 2002). Estudos prévios
encontraram em dois diferentes modelos de diabetes tipo 1, aumento no nimero de GFAP-

reativa em astrocitos no hipocampo estriado radium (Saravia, Revsin et al. 2002).
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Com base nestes dados acima descritos, nos alimentamos ratos Wistar com dieta
hiperpalatavel e hiperpalatavel aquecida durante 4 meses. Posteriormente, analisamos alguns
parametros de estresse oxidativo, dano ao DNA, metabolismo glutamatérgico e

imunoconteudo da GFAP.

Materiais e métodos

Animais e dieta. Trinta ratos Wistar adultos (machos, 60 dias de idade),
provenientes do Biotério Central do Departamento de Bioquimica foram mantidos em ciclo
claro-escuro (12h cada), a temperatura ambiente constante de 22°C. O protocolo desta
pesquisa estd de acordo com as exigéncias do Comité sobre os cuidados e uso de animais
experimentais do departamento de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao

Paulo.

Os animais foram divididos em trés grupos: (a) grupo controle (C, n=10), o qual
recebeu dieta padrao do biotério (50% de carboidratos, 22% de proteinas e 4% de lipideos);
(b) dieta hiperpalatdvel (HPF, n=10), o qual recebeu dieta semi-solida contendo 22% de
proteinas, 55% de carboidratos (33% na forma de leite condensado) e 4,5% de lipideos); e (c)
dieta hiperpalatavel aquecida (heated HPF, n=10), o qual recebeu a mesma dieta que o grupo
2, porém aquecida a 130°C, durante 30 minutos, sendo a mistura vitaminica adicionada apds o
aquecimento (Holemans, Caluwaerts et al. 2004). Durante o periodo de tratamento (4 meses),

os animais tiveram livre acesso a racdo e dgua.

Ensaio cometa. O protocolo padrdo do ensaio cometa foi realizado segundo Tice
(Tice, Agurell et al. 2000). Fatias de hipocampo forma utilizadas para este ensaio. Estas fatias
foram homogeneizadas em PBS gelado (pH 7,4). 20 uL deste homogenato foram adicionados
a gel de agarose de baixo ponto de fusdo (0,75). A mistura (células/agarose) foi adicionada a
uma lamina de microscopio totalmente fosca revestida com uma camada de 300 pL de gel de
agarose de ponto de fusdo normal (1%). Apos solidificagio, a laminulas foram
cuidadosamente removidas e as ldminas foram colocadas em solucao de lise (2,5 M NacCl, 100
mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10,0-10,5, com recém-adicionado 1% Triton X-100 e dimetil

sulfoxido 10% [DMSO]) durante a noite. Posteriormente, as laminas foram incubadas em
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tampao alcalino (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH 12,6) por 20 minutos. As amostras foram
submetidas a eletroforese por 20 minutos em 25V (0,90V/cm) e 300mA, em condi¢des
alcalinas (pH>13). Apo6s, neutralizou-se as laminas trés vezes durante 5 minutos com 0,4M de
tris (pH 7,5). Finalmente, o DNA foi corado com brometo de etidio. Controles negativos e
positivos foram utilizados para cada ensaio de eletroforese para assegurar a confiabilidade do
processo. Imagem de 100 células selecionadas aleatoriamente (50 celulas a partir de 2
laminas), foram analisadas a partir de cada animal. As células foram marcadas visualmente de
acordo com o tamanho da cauda em cinco classes, de auséncia de cauda (0), ao tamanho
maximo (4). Portanto o indice de quebras poderia variar de 0 (todas as células sem cauda) a

400 (todas as células com cauda longa) (Gedik and Collins 2005).

Atividade antioxidante.

Superoxido dismutase. A atividade da superoxido dismutase foi avaliada através
da quantificagdo da inibicdo da superoxido dependente da auto-oxidacdo da adrenalina, em

espectrofotometro a 480 nm, como descrito anteriormente (Misra and Fridovich 1972).

Captacdo de glutamato. A captacdo de glutamato foi realizada a partir de
Thomazi (Thomazi, Godinho et al. 2004). Resumidamente, apds periodo de estabilizacdo das
fatias hipocampais foi adicionado 0,66 pCi mL-1 L-[’H] glutamato com 100 mM de
glutamato ndo radioativo por 5 minutos em uma solucao salina de Hank equilibrado (HBSS),
contendo em mM: 137 NaCl; 0,63 Na,HPO,4; NaHCO; 4,17; 5,36 KCI, KH,PO,4 0,44; 1,26
CaCl,, MgS0,4 0,41, 0,49 e 1,11 MgCI2 glicose, em pH 7,2. A absor¢ao sodio-independente
foi determinada utilizando N-metil-D-glucamina no lugar de cloreto de sddio. A captagao de
glutamato sddio-dependente foi obtida pela subtragdao da captagdo nao-especifica do total,
para obtermos a captacdo especifica. O teor de proteina foi determinado pelo método descrito
por Peterson (Peterson 1977) e da radioatividade incorporada foi medida em contador de

cintilacdo liquida Wallac 1409.

Glutamina sintetase. A atividade da glutamina sintetase foi determinada de
acordo com Petito et al. (Petito, Chung et al. 1992). 0,1 mL de homogenato de hipocampo
(1/10, p/v em 0,15 M de KCl gelado) foi incubado por 15 minutos a 37°C em 0,2 mL de uma
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mistura contendo 10 mM de MgCl2, 50 mM de L-glutamato, 100 mM de tampao HCI-
imidazol (pH7,4), 10 mM de 2-mercaptoetanol, 50 mM de HCl-hidroxilamina ¢ 10 mM de
ATP. A reagao foi interrompida pela adi¢ao de 0,8 mL de uma solugdo contendo 0,37 M de
cloreto férrico, 0,67 M de HCI e 0,2 M de acido tricloacético. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas e o sobrenadante lido a 530nm. Uma solucao de y-glutamilhidroxamato e
cloreto férrico foi utilizada como padrao. O conteudo de proteina foi determinado pelo
método de Peterson (Peterson 1977). A atividade da glutamina sintetase foi expressa em

umol/Mg de proteina/h.

Preparaciao das amostras para eletroforese. As amostras de hipocampo foram
homogeneizados em solucao contendo 2 mM de EDTA, 50 mM de tris-HCI, pH 6,8 e 4% de
SDS (p/v). Para eletroforese, as amostras foram dissolvidas em 25% de uma solucao contendo
40% de glicerol, 5% de mercaptoetanol, 50 mM de tris-HCI, pH 6,8 ¢ fervidas durante 4
minutos. A concentracdo de proteinas foi determinada foi determinada pelo método de Lowry
et al. (1951), usando albumina bovina como padrdao. As concentragdes de proteinas foram
equalizadas (100 pg/pogo) e aplicadas no gel de poliacrilamida (10% SDS-PAGE) e

analisados de acordo com Laemmli (Laemmli 1970).

Western Blotting. Apds a eletroforese, as amostras foram transferidas para
membranas de nitrocelulose (Trans-blot SD, BioRad), por 1 h e em 15 V, em tampao de
transferéncia (48 mM trizma, 39 mM de glicina, metanol 20% e SDS 0,25%). As membranas
foram entdo lavadas em solucao salina tamponada com tris (TBS; 0,5 M NaCl, 20 mM trizma,
pH 7.,5) e bloqueadas por 2 h com TBS contendo 5% de leite em p6 sem gordura (M-TBS).
Ap0s o bloqueio as membranas foram lavadas trés vezes por 5 minutos com TBS mais 0,05%
de Tween-20 (T-TBS), e em seguida incubadas durante a noite a 4°C em solugdo bloqueadora
contendo o anticorpo (diluido 1/500): anti-GFAP. As membranas foram entdo lavadas trés
vezes por 5 minutos com T-TBS e incubados por 2 h em M-TBS contendo anticorpo IgG anti-
mouse (1:2000) conjugado a peroxidase. As membranas foram lavadas novamente 2 vezes por
5 minutos com T-TBS e 2 vezes por 5 minutos com TBS e posteriormente as bandas foram
visualizadas utilizando ECL. As bandas foram quantificadas pela digitalizacao dos filmes com
scanner Scanjet 6100C Hewlett-Packard e as densidades Opticas com uma versao do software

Optiquant 02.00 (Packard Instrument Company).
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Analise estatistica. Os dados dos experimentos foram apresentados como média
+ desvio padrdo e analisados por meio da analise de variancia (ANOVA), seguido do teste de

Duncan, assumindo o nivel de significancia (p), como <0,05.

Resultados

Apo6s 4 meses de dieta a presenca de estresse oxidativo foi indicada pelo aumento
da atividade da SOD na dieta HPFh (Figura 1) e pelo aumento da quantidade de grupos
tidlicos ndo protéicos (dados nao mostrados). O dano ao DNA em hipocampo foi avaliado
pelo ensaio Cometa. Foram vistas alteragdes significativas nos animais tratados com a dieta

HPFh (Figura 2).

Dois parametros foram analisados para avaliar o metabolismo hipocampal do
glutamato: a captagdo de glutamato (Figura 3) e a atividade da glutamina sisntetase (Figura 4).
A captagdo de glutamato mostrou-se aumentada no hipocampo de animais tratados com dieta
hiperpalatavel aquecida, mas ndo encontramos diferenca significativa na dieta hiperpalatavel
ndo aquecida. A atividade da glutamina sintetase ndo mostrou diferenca significativa com o

grupo controle.

Finalmente, analisamos o imunoconteido de GFAP no hipocampo dos ratos.
Observamos que em ambas as dietas o imunoconteido de GFAP mostrou-se aumentado,

indicando a presenca de astrogliose (Figura 5a,b).

Discussao

Esta bem estabelecido que as dietas hiperpalatdveis sdo modelos eficazes de
diabetes mellitus tipo2, e que o aquecimento destas dietas leva ao aumento da producao dos
AGE. Os AGE podem causar mudangas patologicas nos tecidos por dois mecanismos gerais:
formar ligacdes cruzadas covalentes que alteram a estrutura e fun¢do de proteinas ou interagir
com receptores de superficie celular, dando inicio a eventos intracelulares que induzem o

estresse oxidativo e inflamacao (Eble, Thorpe et al. 1983; Vlassara 2001). Os AGE tém
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receptores especificos, mas como também sdo geradores de espécies reativas de oxigé€nio
(ROS), eles podem ativar sinais independente dos receptores. Os produtos de glicoxidagdo
podem acelerar a geracdo de radicais livres, estresse oxidativo e carbonilagdo (Miyata,

Ishikawa et al. 2003).

Estudos tém relacionado o consumo de dietas ocidentais com aumento do estresse
oxidativo (Diniz, Fernandes et al. 2004; Ghosh, Kewalramani et al. 2006; Milagro, Campion
et al. 2006; Roberts, Won et al. 2006; Bullo, Casas-Agustench et al. 2007) e o aquecimento
destas dietas aumenta a formacao de AGEs, aumentando a producdo de radicais livres e

estresse oxidativo em modelos animais.

Além disso, ¢ demonstrado que dietas com alto teor de lipideos ou altamente
caléricas aumentam a geracdo de radicais livres no encéfalo de roedores (Zhang, Komine-
Kobayashi et al. 2005). Os niveis elevados de glicose sanguinea tém sido considerados uma
importante fonte de produgdo de radicais livres em individuos intolerantes a glicose
(Brownlee 2005), uma vez que altos niveis de glicose bloqueiam o fluxo de elétrons da cadeia
de transporte, gerando niveis elevados de superoxido (Nishikawa, Edelstein et al. 2000;

Brownlee 2005).

Em nosso estudo encontramos indicadores de estresse oxidativo representados
pelo aumento da atividade da SOD e das quantidades de grupos tidlicos ndo protéicos nos
animais tratados com a dieta HPFh. O aumento na atividade da SOD indica a presenga de
grandes quantidades de radical superdxido e a tentativa da enzima remové-lo (Aydin, Orhan et

al. 2001).

O ensaio cometa, em condigdes alcalinas, detecta quebras simples e duplas na fita
de DNA (Tice, Agurell et al. 2000). A ruptura do DNA pode ser causada por nucleases
ativadas por Ca”" e/ou ROS, principalmente OH’, formado pela reagio de H*O* com ions
metal ligados ao ADN (Darley-Usmar and Halliwell 1996). Quando a producdo de ROS
ultrapassa a capacidade do sistema oxidante celular, o estresse oxidativo ocorre, o que leva a
danos oxidativos a biomoléculas, incluindo DNA (Lovell and Markesbery 2007). Livre acesso
a dieta hiperpalatavel aumentou as rupturas do DNA no hipocampo (figura 2). Esta mesma

dieta induziu aumento do dano ao DNA em hipotdlamo e estriado (ANEXO 1V).
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Diabetes mellitus tipo 1 e 2 resulta em deficiéncia da insulina e/ou resisténcia a
insulina, hiperglicemia e altera o metabolismo lipidico, dos carboidratos e das proteinas.
Ambos os tipos de diabetes afetam o SNC e estdo associados ao aumento de epilepsia,
acidente vascular cerebral, déficit cognitivo e deméncia (Whiting and Smith 1997; Ott 1999;
Biessels, Koffeman et al. 2006; Biessels, Deary et al. 2008; Tiehuis, van der Graaf et al.
2008). Estas patologias surgem a partir de mudangas no metabolismo cerebral, reatividade
vascular ¢ aumento do estresse oxidativo (Mankovsky, Metzger et al. 1996; Horani and
Mooradian 2003; Valko, Leibfritz et al. 2007). Os astrécitos exercem papel importante no
metabolismo energético encefalico, na manutencdo da barreira hemato-encefalica, na
regulagdo dos niveis de glutamato extracelular, e protecdo contra ROS, entre outras funcdes
(Tsacopoulos and Magistretti 1996; Dringen 2000; Zonta, Angulo et al. 2003). Estas
observagdes nos levam a supor que a atividade astrocitaria alterada contribui para a

fisiopatologia do SNC associadas ao diabetes.

Anormalidades astrocitarias no hipocampo tém sido observadas durante o
estresse, envelhecimento, doencas auto-imunes e degenerativas e modelo de diabetes induzida
por STZ em ratos (Landfield 1978; Lambert, Gerecke et al. 2000). Nestes animais, danos
hipocampais, causando hiper-reatividade ao estresse e que envolvem tanto neurdnios quanto
astrocitos tem sido observados (Bestetti and Rossi 1980; Magarinos and McEwen 2000).
Portanto, os astrocitos parecem ser um dos principais alvos em potencial durante a
homeostase da glicose, incluindo hiper e hipoglicemia. A gliose reativa ¢ frequentemente
relacionada a doengas neurodegenerativas e do envelhecimento, nas quais disfun¢do neuronal

ou danos podem ser encontrados (Eng and Ghirnikar 1994; Magistretti and Pellerin 1999).

Saravia e colaboradores encontraram previamente, em dois modelos de diabetes
tipo I aumento na quantidade de GFAP em astrocitos no stratum radiatum do hipocampo
(Saravia, Revsin et al. 2002). Estes modelos animais incluem camundongos diabéticos ndo
obesos (NOD), os quais desenvolvem espontaneamente a doenga, e, portanto, facilita analises
pré e pos o desenvolvimento do diabetes. Outro modelo muito estudado ¢ o modelo de
diabetes induzido por STZ, no qual se estudas as alteragdes apos o desenvolvimento da
doenca. Uilizando camundongos ndo obesos e camundongos C57BL/6 (tratados com STZ),
foi encontrado aumento nas células GFAP+ e depois de 8 semanas aumento na

imunorreatividade para GFAP.

57



Em nosso estudo, observamos aumento no imunoconteudo de GFAP apds 4 meses
de tratamento com a dieta hiperpalatavel aquecida ou ndo aquecida. Como o tratamento
utilizado neste trabalho foi longo, podendo ser chamado de um tratamento cronico,
gostariamos de inferir que este aumento no imunoconteudo da GFAP pode ser um processo

adaptativo, pois este € um mecanismo de plasticidade bem estabelecido em hipocampo.

Alteragdes nas funcdes dos astrécitos também podem contribuir para os danos
oxidativos associados ao diabetes (Bhardwaj, Sharma et al. 1998; Rosen, Nawroth et al. 2001;
Mastrocola, Restivo et al. 2005). Os astrocitos sdo componetente integral do sistema de defesa
antioxidante encefélica, através da regulacdo das concentragdes de glutamato extracelular e da
produgdo de compostos antioxidantes (Dringen 2000; Trendelenburg and Dirnagl 2005). Um
aumento significativo no estresse oxidativo, que causa danos aos tecidos, faz parte dos
sintomas do diabetes (Rosen, Nawroth et al. 2001; Mastrocola, Restivo et al. 2005). Elevados
niveis extracelulares de glutamato foram observados em individuos diabéticos, € o aumento
na concentracdo de glutamato pode contribuir para a produgdo de ROS (Ambati, Chalam et al.

1997; Hansson, Muyderman et al. 2000).

A regulacdo extracelular do glutamato pelos astrdcitos ocorre por mecanismos de
captagdo sodio-dependente e sodio-independente (Danbolt 2001). Cinco transportadores de
alta afinidade, sodio-dependente ja foram clonados: GLAST/EAATI, GLT1/EAAT2,
EAACI1/EAAT3, EAAT4 E EAATS (Rothstein, Martin et al. 1994; Gegelashvili and
Schousboe 1998; Danbolt 2001). Os transportadores glutamatérgicos GLAST e GLTI1 sdo
localizados principalmente nos astrocitos e tém papel critico na manutencdo dos niveis de
glutamato extracelular, em niveis seguros (Danbolt 2001). A captacdo de glutamato sédio-
independente pelo transportador-xc nos astrocitos estd diretamente ligado a um trocador

glutamato-cistina, e produgao de glutationa (Dringen 2000; La Bella, Valentino et al. 2007).

Depois de 4 meses de tratamento com as dietas HPF e HPFh, nds encontramos
aumento na captacdo de glutamato em hipocampo, mas ndo encontramos diferenca
significativa na atividade da enzima glutamina sintetase (enzima responsavel pela

metaboliza¢do de glutamato em glutamina nos astrocitos).

Coleman e colaboradores (Coleman, Dennis et al. 2010) encontraram na captagao

de glutamato em vesicula plasmalemal glial (GPV) isoladas de cérebro total de ratos tratados
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com STZ. Este mesmo estudo ndo encontrou diferenga no imunoconeudo de GLT1 e GLAST
em hipocampo, cerebelo e cortex cerebral, porém Coleman encontrou diminui¢gdo no
imunoconteudo de GFAP, ao contrario de nosso estudo. Mas podemos sugerir que a diferenca
na quantidade da proteina GFAP pode ser devido a diferengas nos modelos utilizados, pois
nods trabalhamos com um modelo cronico de diabetes tipo II induzido por dieta, ao contrério
do modelo induzido por STZ, que atua diretamente nas células beta-pancreatica, mimetizando
o diabetes tipo 1. Estes trabalhos mostram diferencas na expressao da GFAP, dependendo do

modelo utilizado.

A partir destes resultados podemos concluir que a dieta hiperpalatavel ¢ um
excelente modelo para estudar as alteragdes causadas pelo diabetes tipo 2 no SNC.
Encontramos aumento no dano ao DNA no hipocampo dos animais, bem como sinais de
estresse oxidativo, especialmente na dieta aquecida. Além disso, foram encontrados sinais de
gliose reativa pelo aumento imunoconteudo em GFAP e alteracdes no metabolismo do
glutamato, ambas envolvidos em doencas do SNC. Por conseguinte, podemos inferir que a
condi¢do de estresse de animais diabéticos pode aumentar a vulnerabilidade das areas do

cérebro com um elevado grau de plasticidade, tais como o hipocampo.
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Figura 1. Analise da atividade da superodxido dismutase em hipocampo de ratos tratados
com as dieta s HPF e HPFh . Os hipocampos dos ratos tratados com a dieta aquecida durante
4 meses apresentaram maior atividade da SOD, sugerindo maior quantidade de radicais livres.
A letra a na coluna representa que na dieta HPFh a atividade da SOD estd aumentada em
relacdo ao controle, enquanto que na dieta HPF as letras a,b mostram que nao ha diferenca
entre esta dieta e controle nem a dieta HPFh. Analise estatistica ANOVA de uma via, seguida
do teste de Duncan. Significancia p<0,05 (n= 8).
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Figura 2. Quebras do DNA em hipocampo. Este ensaio foi avaliado pelo ensaio cometa,
apos tratamento de 4 meses com as dietas HOPF e HPFh. Os hipocamnos dos animais
tratados com a dieta aquecida apresentaram maior nimero de quebras no [ a .. A letra a na
coluna que representa os animais que receberam a dieta HPFh mostra que o dano ao DNA esta
aumentado nestta dieta em relagdo ao control mas nao encontramos altteragdes
significativas na dieta HPF (a,b). Anélise estatistica ».+OVA de uma via, seguida do teste de
Duncan. Significancia p<0, {, n=9).
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Figura 3. Captacido de glutamato no hipocampo. Os ratos foram tratados durante 4 meses
com as dietas HPF e HPFh. A captacdo de glutamato mostrou-se maior somente nos animais
tratados com a dieta aquecida. A letra a na coluna reprsentando os animais que receberam a
dieta HPFh mostra que ta capttacdo de glutamato estd aumentada em relagdo aos demais
grupos (b). Analise estatistica ANOVA de uma via, seguida do teste de Duncan. Significancia

p<0,05 (n=12).
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Figura 4. Atividade da enzima glutamina sintetase no hipocampo. Os ratos foram tratados
durante 4 meses com as dietas HPF e HPFh. Nao encontramos diferencas na atividade da
enzima em nenhuma das dietas. Analise estatastica ANOVA de uma via, seguida do teste de
Duncan. Significancia p<0,05 (n=9).
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Figura 5. Imunoconteudo de GFAP no hipocampo. Figura representativa da imunodetec¢ao
em a, mostra as bandas da imunodetec¢do Os ratos foram tratados durante 4 meses com as
dietas HPF e HPFh. Em ambas as dietas a GFAP encontrou-se aumentada (figura 5b),
sugerindo a presenca de gliose reativa. A letra a acima das barras mostra que a diferenca foi
significativa em ambas as dietas com rela¢do ao controle.. Analise estatistica ANOVA de uma
via, seguida do teste de Duncan. Significancia p<0,05 (n= 6).
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5. DISCUSSAO

O aumento da ingesta alimentar ¢ a diminui¢do do gasto energético associados a
vida moderna tem contribuido para o desenvolvimento generalizado da obesidade. No entanto
os fatores ambientais ndo podem explicar completamente o aumento nas taxas de prevaléncia
da obesidade (Levin 2000; Moreno, Quintela et al. 2001). A obesidade estd relacionada a
resisténcia a insulina e hiperinsulinemia e um grande risco para o desenvolvimento do DMII e

doengas relacionadas.

A dieta hiperpalatavel ou dieta de cafeteria, como ja falamos anteriormente, tem
sido bem descrita como indutora do aumento do peso corporal e massa de tecido adiposo em
ratos apos curto periodo de tempo (Roca, Proenza et al. 1999; Rodriguez, Quevedo-Coli et al.
2001). A dieta hiperpalatavel ¢ um modelo amplamente utilizado para mimetizar o DMII, e
como foi extensamente explanado neste trabalho, o aquecimento desta dieta leva ao aumento
da producao de AGEs. Varios tipos de dietas ricas em lipidios e/ou carboidratos tém sido
utilizados para estudar os efeitos destas dietas sobre o metabolismo e ganho de peso corporal.
Neste trabalho utilizamos uma dieta rica em carboidratos e hiperpalatavel submetida ou nao
ao aquecimento. Primeiramente avaliamos os efeitos da dieta sobre parametros metabolicos,
como uma maneira de comprovar a eficacia da dieta na inducdo da obesidade, RI ¢ DMII.
Quando verificamos o ganho de peso, vimos que em ambas as dietas o ganho de peso foi
significativamente maior, tanto quando avaliamos o peso corporal, quanto quando avaliamos
o peso do tecido adiposo. Os acidos graxos livres e triglicerideos plasmaticos mostraram-se
elevados na dieta aquecida, enquanto no figado os triglicerideos nao diferiram entre os
grupos. Apenas o glicogénio hepético apresentou-se diminuido na dieta aquecida. Estes dados

comprovam a dieta como modelo eficaz para nosso estudo.

Analisamos entdo o efeito da dieta hiperpalatavel per se e do seu aquecimento
sobre a via da sinaliza¢do da insulina. Comegamos analisando a proteina PI3K, proteina esta
com importantes papeis no SNC, desde a regulagdo metabolica mediada por insulina e leptina
(Gerozissis 2008) até na neurotransmissao e plasticidade (Corominas, Roncero et al. 2007).
Na realidade,em nivel molecular, a insulina e leptina levam a ativacdo da PI3K, e esta

ativacdo ndo se limita ao metabolismo energético do SNC. Portanto, alteragdes na via da
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PI3K, além de distarbios na homeostase energética podem estar ligadas ao desenvolvimento
de outras doencas cerebrais, como as doengas neurodegenativas (van der Heide, Ramakers et

al. 2006).

Os AGEs sao constantemente formados em condigdes fisioldgicas, mas seu valor
¢ aumentado dramaticamente durante a hiperglicemia (origem enddgena) e consumo de
alimentos preparados com aquecimento, ricos em lipidios ou carboidratos (origem exdgena)
(Sandu, Song et al. 2005). A glicacdo de proteinas ou a formagdo dos AGEs afetam a
sinalizagdo celular, e conseqlientemente, a comunicagao e sobrevivéncia (Goldin, Beckman et
al. 2006). A ativagcdo dos RAGEs desencadeia varios mecanismos de sinalizacdo, incluindo a
PI3K. Nos investigamos o conteudo de PI3K no hipocampo e hipotalamo, ap6s 4 meses de
administracao das dietas HPH e HPFh. No hipocampo dos ratos que receberam HPF,
descobrimos que o conteido de PI3K (subunidades p85 e p110) ¢ reduzido, sugerindo que
uma inibi¢do desta via ocorre sob esta dieta. Diminui¢do da PI3K pode ser resultante de uma
regulacdo, devido a hiperativagdo. Esta diminui¢do, por sua vez, poderia afetar atividades

cerebrais hipocampais dependentes desta via.

No musculo esquelético, a atividade da PI3K estimulada por insulina e diminuida
em pacientes diabéticos tipo II obesos ou ndo (Bjornholm, Kawano et al. 1997; Krook,
Bjornholm et al. 2000). Ao contrario, as células renais mesangiais em cultura, tratadas com
AGEs exibem um aumento na via da PI3K (Riboulet-Chavey, Pierron et al. 2006). Diferencas
metodoldgicas poderiam explicar essa discrepancia, mas em conjunto, estes dados indicam a
susceptibilidade da via da PI3K aos AGEs. Curiosamente, quando nossos animais receberam a
dieta aquecida, observamos um aumento do conteudo da subunidade regulatéria, p85 da PI3K.
Este aumento pode ser uma manifestacdo de resisténcia a insulina (Shepherd 2005), mas os
niveis de RNAm da subunidade p85 (verificados pela técnica de PCR em tempo real), ao
contrario, foram menores nos ratos alimentados com a dieta HPF aquecida ou ndo. Portanto, o
significado deste aumento da expressdao do RNAm para p85 ndo esta claro. No entanto, os
niveis da subunidade catalitica sdo menores, € ndo podemos descartar a possibilidade de que

no final a atividade da PI3K seja menor que o grupo controle.

Outro aspecto intrigante ¢ que o hipotalamo dos ratos ndo foi afetado pela dieta

HPF. Esta claro que a PI3K tem diferentes envolvimentos funcionais nestas regides (Wada,
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Yokoo et al. 2005). No entanto, a diferenca observada neste trabalho também pode refletir a
diferente suscetibilidade dos tecidos ao estresse pelos glicoxidantes ou pelos AGEs
resultantes. Vascularizacao diferenciada e heterogeneidade dos tipos celulares e conexdes sao
responsaveis pela suscetibilidade de diferentes regides do cérebro. Por exemplo, o diabetes
mellitus induzido por estreptozotocina afeta o hipotdlamo e hipocampo de maneiras diferentes
(Beauquis, Homo-Delarche et al. 2008). Portanto, seria concebivel que a via PI3K mediada
por RAGEs em hipocampo seja mais suscetivel a glicotoxicidade que no hipotdlamo, mas
ndo sabemos se nossos achados sdao exclusivamente mediados por esse receptor. Quando
analisamos a quantidade relativa de RNA mensageiro encontramos a subunidade p85
aumentada na dieta HPFh e a subunidade pl110 aumentada na dieta HPF, como nao
encontramos alteragdes na quantidade das proteinas, acreditamos que o hipotalamo realmente

nao foi tao afetado pelas dietas como o hipocampo.

O passo seguinte foi investigar um alvo subseqiiente da ativagdo da PI3K, no
hipocampo e no hipotadlamo. No hipocampo nenhuma alteracdo foi observada na quantidade
total da proteina Akt nem nos niveis de fosforilagdo em ser 473. Alem disso, nenhuma
mudanga foi observada na quantidade de Akt no hipotdlamo de ratos que foram alimentados
com a dieta HPF aquecida ou ndo. Ao contrario da situagdo do hipocampo, no entanto, a
fosforilagdao da ser 473 foi diminuida. A fosforilagdo neste sitio esta associada a ativag¢ao da
Akt (Shepherd 2005). Estes dados sugerem que a dieta HPF aquecida ou ndo, causou uma
diminui¢do na atividade da Akt no hipotadlamo, apesar de os niveis das proteinas PI3K e Akt
ndo terem sido alterados. Quanto as quantidades de RNAm, ndo encontramos diferenca na
expressao do RNAm para Akt em hipocampo, mas o RNAm encontrou-se aumentado na dieta
HPF em hipotdlamo. Este aumento nao refletiu em aumento da expressdo da proteina no
hipotalamo, o que pode envolver os mecanismos de turnover e sintese protéica. Em musculo
esquelético de pacientes com DMII, apesar de encontramos a atividade da PI3K prejudicada, a
atividade da Akt encontra-se normal nesses individuos (Kim, Nikoulina et al. 1999). De
acordo com Riboulet-Chavey e colaboradores (Riboulet-Chavey, Pierron et al. 20006),
metilglioxal inibiu a fosforilagdo da Akt estimulada por insulina, sem afetar o nivel do
receptor para insulina em tirosina. A Akt medeia os efeitos da PI3K em alguns eventos
celulares, tais como apoptose (Franke, Kaplan et al. 1997). Também esta envolvida na

fosforilagdo e inativacdo da glicogénio sintase cinase-3 (GSK-3), regulador negativo da
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sintese de glicogénio através de seu efeito inibitorio sobre a atividade da glicogénio sintase.
Portanto mudancas na atividade da Akt envolvem inumeras alteracdes tanto em vias de

metabolismo, quanto sobrevivéncia e morte celular.

Para finalizarmos as investigagdes envolvendo a sinalizagdo da insulina,
analisamos o substrato do receptor da insulina (IRS-1), passo que antecede a ativagdo da
PI3K. A quantidade total de IRS-1 ndo foi diferente do controle apds 4 meses de tratamento
com a dieta HPF, aquecida ou ndo, em hipocampo e hipotdlamo. Além disso, ndo foram
encontradas diferencas na quantidade de sitios fosforilados em tirosina 307 e tirosina 612,
envolvidos na desativagdo e ativagdo do IRS-1, respectivamente (Bloch-Damti, Potashnik et
al. 2006). Estes dados indicam que a proteina IRS-1 (quantidade e atividade) ¢ aparentemente
mais preservada dos insultos sofridos pelos AGEs, apos 4 meses de dieta, que as outras
proteinas (PI3K e Akt) na sinalizagao da insulina. No entanto, a quantidade de RNAm no
hipocampo estava aumentada nos animais que receberam ambas as dietas, € no hipotalamo o
RNAm estava aumentado apenas nos animais que receberam a dieta HPFh. Novamente,
podemos inferir que os tratamentos podem estar interferindo no turnover ou na sintese
protéica. No musculo esquelético o IRS-1 interage diretamente com os RAGEs, o que poderia
estar envolvido na resisténcia a insulina durante a hiperglicemia cronica e exposicdo aos
AGEs (Cassese, Esposito et al. 2008). Estudos mostram que a maioria das respostas a
insulina, principalmente aquelas associadas ao crescimento e metabolismo dos carboidratos

envolve IRS-1 e IRS-2 (White and Strayer 2002).

Recentemente descobriu-se que a ativagdo do IRS-1/PI3K e Akt esta prejudicada
no figado de ratos Goto-kakizaki (GK) diabéticos ao contrario dos camundongos ob/ob
diabeticos, que mantem a ativacao do IRS-1/PI3K e Akt totalmente ou bem preservadas

(Farese, Sajan et al. 2005).

Em resumo, podemos dizer que a via da PI3K em hipocampo e Akt em
hipotadlamo, sdo afetadas em ratos que foram submetidos a uma dieta HPF cronica. Alem
disso, a dieta aquecida causou alteragdes diferenciadas na subunidade reguladora da PI3K,
sugerindo que os AGEs exdgenos causaram dano na via. Estes dados reforcam a idéia que os
AGESs exogenos podem afetar a sinalizacdo da Akt mediada pela PI3K. No cérebro estas vias

estdo relacionadas ao metabolismo energético, neurotransmissdo e plasticidade sinaptica.
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Portanto estes resultados contribuem para a compreensao dos distirbios cognitivos associados
ao comprometimento do hipocampo, que sdo induzidos pelas condi¢cdes que favorecem a

glicacdo de proteinas, tais como as condigdes do DMII e hiperglicemia cronica.

Como ja foi citado inimeras vezes neste trabalho, o aquecimento da dieta HPF
leva ao aumento da produg¢do de AGEs, e estes podem causar mudangas patologicas nos
tecidos de duas maneiras diferentes: formando ligacdes cruzadas covalentes que alteram a
estrutura e funcdo de proteinas ou interagindo com receptores de superficie celular, dando
inicio a eventos intracelulares que induzem o estresse oxidativo e inflamagao (Eble, Thorpe et
al. 1983; Vlassara 2001). Os AGEs tém receptores especificos, mas também podem ativar
sinais independente de seus receptores, através da formagao de radicais livres. Os produtos de
glicoxidagdo podem acelerar a geragdo de radicais livres, estresse oxidativo e carbonilagdo

(Miyata, Ishikawa et al. 2003).

O estresse oxidativo e o dano tecidual sdo marcas presentes em doengas cronicas e
morte celular (Baynes and Thorpe 1999). Ha cada vez mais provas de que, em certos estados
patoldgicos, o aumento na producdo e/ou ineficacia nas defesas antioxidantes podem
desempenhar papel crucial na determinacdo de lesdo tecidual. Os niveis de redugdo
intermediaria dos produtos do metabolismo do oxigénio sdo controlados por varios
mecanismos de defesa celular que consistem enzimaticas [superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidade (Gpx)/redutase da glutationa oxidada (GSSG-RD) e
ndo enzimatica (compostos como a glutationa). Muitos estudos tem focado o estado

antioxidante e estresse oxidativo no DMII.

Além disso, ¢ demonstrado que dietas com alto teor de lipideos ou altamente
caléricas aumentam a geragdo de radicais livres no cérebro de roedores (Zhang, Dong et al.
2005). Os niveis elevados de glicose sanguinea tém sido considerados uma importante fonte
de produgdo de radicais livres em individuos intolerantes a glicose (Brownlee 2005), uma vez
que altos niveis de glicose bloqueiam o fluxo de elétrons da cadeia de transporte, gerando
niveis elevados de superoxido (Nishikawa, Edelstein et al. 2000; Brownlee 2005). O cérebro e
especialmente vulneravel aos danos oxidativos como resultado do alto consumo de oxigénio,
do abundante conteudo de lipidios e relativa escassez de enzimas quando comparado a outros

tecidos.
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Em nosso estudo encontramos indicadores de estresse oxidativo representados
pelo aumento da atividade da SOD e das quantidades de grupos tidlicos ndo protéicos
(estudos mostram que cerca de 87% destes grupos provém da glutationa). O aumento na
atividade da SOD indica a presenga de grandes quantidades de superoxido e a tentativa da
enzima remové-lo. Com relagdo a glutationa, os estudos sdo controversos. A maioria deles
mostra reducdo na quantidade de glutationa tanto em modelos de DMI quanto DMII
(Murakami, Kondo et al. 1989; Melo, Arantes et al. 2000; Rauscher, Sanders et al. 2001),
enquanto outros modelos levam ao aumento da glutationa (Mekinova, Chorvathova et al.
1995; Borenshtein, Ofti et al. 2001). Podemos inferir que um modelo cronico, como 0 nosso

modelo de 4 meses de dieta, poderia levar ao aumento por mecanismo de adaptagao.

Das espécies reativas de oxigénio, o altamente reativo radical hidroxila reage com
o ADN pela adicao de ligacdes duplas e pela abstragdo de um H do grupo metil da timina e
cada uma das ligagdes C-H da 2-deoxirribose. O ensaio cometa, em condigdes alcalinas,
detecta quebras simples e duplas na fita de ADN (Tice, Agurell et al. 2000). A ruptura do
ADN pode ser causada por nucleases ativadas por Ca®" e/ou ROS, principalmente OH’,
formado pela reagdo de H*O” com ions metal ligados a0 ADN (Darley-Usmar and Halliwell
1996). Quando a produ¢do de EROS ultrapassa a capacidade do sistema oxidante celular, o
estresse oxidativo ocorre, o que leva a danos oxidativos a biomoléculas, incluindo ADN
(Winyard, Moody et al. 2005; Lovell and Markesbery 2007). Livre acesso a dieta HPFh
durante 4 meses aumentou as rupturas do ADN no hipocampo. Esta mesma dieta aquecida ou
ndo, induziu aumento do dano ao ADN em hipotalamo, estriado e cortex cerebral (dados nao

mostrados), demonstrando que os danos causados atingem todo o SNC.

Diabetes mellitus tipo I e II resulta em deficiéncia da insulina e/ou resisténcia a
insulina, hiperglicemia e altera o metabolismo lipidico, dos carboidratos e das proteinas.
Ambos os tipos de diabetes afetam o SNC e estdo associados ao aumento de epilepsia,
acidente vascular cerebral, deméncia e déficit cognitivo (Whiting, Camfield et al. 1997; Ott,
Stolk et al. 1999; Biessels, Koffeman et al. 2006; Biessels, Deary et al. 2008; Tiehuis,
Vincken et al. 2008). Estas patologias surgem a partir de mudangas no metabolismo cerebral,
reatividade vascular e aumento do estresse oxidativo (Mankovsky, Metzger et al. 1996;
Horani and Mooradian 2003; Manschot, Biessels et al. 2007; Valko, Leibfritz et al. 2007). Os

astrocitos exercem papel importante no metabolismo energético cerebral, na manutengao da
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barreira hemato-encefalica, na regulacdo dos niveis de glutamato extracelular, e prote¢ao
contra ROS, entre outras fungdes (Tsacopoulos and Magistretti 1996; Dringen, Gutterer et al.
2000; Zonta, Angulo et al. 2003). Estas observacdes nos levam a supor que a atividade
astrocitaria alterada contribui para a fisiopatologia do SNC associadas ao diabetes. Outras
alteracdes cerebrais presentes em ambos os tipo de DM incluem a expressdao anormal de
peptideos hipotalamicos (Dheen, Tay et al. 1994; Saravia, Gonzalez et al. 2001), astrogliose
hipocampal (Saravia, Revsin et al. 2002), diminui¢do da plasticidade sinaptica hipocampal
(Kamal, Biessels et al. 1999; Magarinos and McEwen 2000), neurotoxicidade e alteragdes na

captagdo de glutamato (Chabot, Massicotte et al. 1997; Valastro, Cossette et al. 2002).

Anormalidades astrocitarias no hipocampo tém sido observadas durante o
estresse, envelhecimento, doencas auto-imunes e degenerativas e modelo de diabetes induzida
por STZ em ratos (da Silva, Machado et al. 1984; Revsin, Saravia et al. 2005). Nestes
animais, danos hipocampais, causando hiperreatividade ao estresse e que envolvem tanto
neurdnios quanto astrocitos tem sido observados (Bestetti and Rossi 1980; Magarinos and
McEwen 2000). Portanto, os astrécitos parecem ser um dos principais alvos em potencial
durante a homeostase da glicose, incluindo hiper e hipoglicemia. A astrocitose ¢
freqlientemente relacionada a doengas neurodegenerativas e do envelhecimento, nas quais
disfungdo neuronal ou danos podem ser encontrados ((Goss, Finch et al. 1991; Eng and

Ghirnikar 1994; Magistretti and Pellerin 1999).

Saravia e colaboradores encontraram previamente, em dois modelos de DMI,
aumento na quantidade de GFAP em astrocitos no hipocampo stratum radiatum (Saravia,
Revsin et al. 2002). Estes modelos animais incluem camundongos diabéticos ndo obesos
(NOD), os quais desenvolvem espontaneamente a doenga, e, portanto, facilita andlises pré e
p6s o desenvolvimento do diabetes. Outro modelo muito estudado ¢ o modelo de diabetes
induzido por STZ, no qual se estudas as alteragdes apds o desenvolvimento da doenca.
Utilizando camundongos nao obesos e camundongos C57BL/6 (tratados com STZ), foi
encontrado aumento nas células GFAP+ e depois de 8 semanas aumento na imunorreatividade
para GFAP. Porem, alguns trabalhos mostram que ha uma diminui¢do na expressao de GFAP
em ratos com DMI (Coleman, Judd et al. 2004; Dennis, Coleman et al. 2005; Afsari, Renno et
al. 2008).
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Em nosso estudo, observamos aumento no imunoconteudo de GFAP apds 4 meses
de tratamento com as dietas HPF e HPFh. Podemos inferir que as diferencas encontradas nas
quantidades de GFAP podem ser devido as diferencas dos modelos utilizados, também
podemos sugerir que o aumento no imunoconteudo da GFAP encontrado neste trabalho pode
ser um processo adaptativo, devido ao periodo longo do tratamento. Estes processos

adaptativos sdo mecanismos de plasticidade bem estabelecidos em hipocampo.

Alteragdes nas fungdes dos astrocitos também podem contribuir para os danos
oxidativos associados ao diabetes (Bhardwaj, Sharma et al. 1998; Rosen, Nawroth et al. 2001;
Mastrocola, Restivo et al. 2005). Os astrdcitos sdo componente integral do sistema de defesa
antioxidante do cérebro, através da regulagdo das concentragdes de glutamato extracelular e
da producdo de compostos antioxidantes (Dringen, Gutterer et al. 2000; Hertz and Zielke
2004; Trendelenburg and Dirnagl 2005) Um aumento significativo no estresse oxidativo, que
causa danos aos tecidos, faz parte dos sintomas do diabetes (Rosen, Nawroth et al. 2001;
Mastrocola, Restivo et al. 2005). Elevados niveis de glutamato foram notificados em
individuos diabéticos, e o aumento na concentragdo de glutamato pode contribuir para a

producdo de ROS (Ambati, Chalam et al. 1997; Hansson, Muyderman et al. 2000).

A regulacdo extracelular do glutamato pelos astrécitos ocorre por mecanismos de
captacao sodio-dependente e sodio-independente (Danbolt 2001). Cinco transportadores de
alta afinidade, sodio-dependente ja foram clonados: GLAST/EAATI1, GLT1/EAAT2,
EAACI/EAAT3, EAAT4 E EAATS (Rothstein, Martin et al. 1994; Gegelashvili and
Schousboe 1998). Os transportadores glutamatérgicos GLAST e GLT1 sdo localizados
principalmente nos astrdcitos e tém papel critico na manutengdo dos niveis de glutamato
extracelular, em niveis seguros (Danbolt 2001). A captacao de glutamato sédio-independente
pelo transportador-xc nos astrocitos estd diretamente ligado a um trocador glutamato-cistina, e

producdo de glutationa (Dringen, Gutterer et al. 2000; La Bella, Valentino et al. 2007).

Depois de 4 meses de tratamento com as dietas HPF e HPFh, nds encontramos
aumento na captacdo de glutamato em hipocampo nos animais tratados com a dieta HPFh,
mas ndo encontramos diferenca significativa na atividade da enzima glutamina sintetase

(enzima responsavel pela metaboliza¢do de glutamato em glutamina nos astrécitos).

Coleman e colaborados (Coleman, Dennis et al. 2010), utilizaram modelo de DMI
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(administragdo de estreptozotocina — composto que destrdi seletivamente as células beta-
pancredticas (McNeill, Delgatty et al. 1991), mimetizando DMI). Em hipocampo o conteudo
de GFAP estava diminuido nos animais submetidos ao modelo de DMI. Quando analisaram a
captacdo de glutamato em vesiculas gliais, encontraram um aumento desta captacdo nos
animais com DMI. A diminuicdo no conteido de GFAP observada nos animais diabéticos
pode ser reflexo de uma diminui¢do no numero de astrocitos. Astrocitos ndo sido idénticos e

astrocitos de diferentes regides respondem diferentemente ao DM.

Neste mesmo trabalho, Coleman e seus colaboradores (Coleman, Dennis et al.
2010), encontraram a captagdo de glutamato aumentada (em torno de 20-25% maior em
relacdo ao controle), mas niao encontraram quantidades aumentadas dos transportadores
GLAST e GLT-1. Estes resultados sugerem, portanto, que o aumento na captagdo de
glutamato foi resultado de um aumento da afinidade dos transportadores pelo glutamato
(Duan, Anderson et al. 1999; Ward, Jobling et al. 2005). Ward e colaboradores (Ward, Jobling
et al. 2005) ndo encontraram alteragdes na expressdo de GLAST e EAAT4 apo6s 12 semanas
da indu¢do do DM em células gliais de retina, embora a captacdo de glutamato aumentou logo
em uma semana. O aumento da captagdo de glutamato foi atribuido ao aumento da eficiéncia
da captagdo. O aumento da captacdo de glutamato em ratos diabéticos poderia ser uma
mudanga funcional compensatoria para proteger os neurdnios dos efeitos excitotoxicos do

glutamato.

J& e bem estabelecido que o DM provoca alteragdes nos sistemas de transporte de
aminodacidos e/ou alteragdes em algumas populacdes celulares. Vilchis e Salceda, j4 em 1996,
relataram aumento na captacdo de taurina € GABA, enquanto glicina e glutamato nao foram

afetados, em retina de ratos diabéticos.

Em resumo, nossos resultados primeiramente confirmam o modelo como um
modelo eficaz de obesidade e DMII. Com relagdo a via de sinalizagdo da insulina, nossos
dados indicam que a via PI3K no hipocampo e Akt no hipotdlamo sdo afetadas em ratos que
sofreram exposicdo cronica a uma dieta HPF. Alem disso, a dieta quando aquecida causou
alteracdes diferentes na subunidade reguladora da PI3K, sugerindo que os danos dos AGEs
exogenos estariam agindo na sinalizagdo celular. Estes dados reforcam a ideia de que os AGEs

gerados pelo aquecimento da dieta, ou seja, os AGEs exogenos, podem afetar a via da
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PI3K/Akt. No cérebro esta via esta relacionada ao metabolismo energético, neurotransmissao
e plasticidade. Portanto, estes resultados contribuem para nossa compreensdo dos disturbios
cognitivos associados ao comprometimento do hipocampo que sdao induzidos por glicacao de

proteinas, tais como acontecem no DM e hiperglicemia cronica.

Nossos dados também mostraram dano oxidativo em hipocampo, onde
encontramos atividade aumentada da SOD, o que indica grande quantidade de EROs.
Também encontramos dano aumentado ao DNA ndo somente em hipocampo como no
estriado, hipotalamo e cortex (dados nao mostrados neste trabalho). Isto indica que o cérebro

como um todo e suscetivel aos danos causados pelo estresse oxidativo.

Posteriormente analisamos o metabolismo glutamatérgico, ja que os astrocitos
exercem importante papel no SNC, na detoxificagdo do glutamato através de sua captacdo e
metabolizacdo, da sua atividade antioxidante que envolve a producdo de glutationa, entre
outras fun¢des muito relevantes no SNC. Encontramos a captagdo aumentada no hipocampo
dos animais que receberam a dieta HPFh, mas ndo encontramos nenhuma alteracdo na
atividade da GS em nenhum dos tratamentos. Quanto a quantificacdo da GFAP (proteina
marcadora de astrocitos), encontramos seu imunoconteudo aumentado em ambas as dietas.
Estes dados mostram o envolvimento dos astrocitos na fisiopatologia do DM, onde o aumento
na quantidade de GFAP indica uma gliose reativa, mecanismo relacionado a varias desordens
do SNC. As alteragdes no metabolismo do glutamato sao outro indicador do envolvimento dos

astrocitos no mecanismo do DM no SNC.

Sabemos que DMII esta relacionada a déficits cognitivos. Nossos dados
preliminares mostram que os animais submetidos a dieta HPFh sdo mais ansiosos. Isto foi
visto pelo teste do labirinto em cruz elevado, onde os animais submetidos a dieta HPFh
permaneceram mais tempo nos bragos fechados. Alem disso, os animais que receberam a dieta
HPFh se locomoveram menos no teste do campo aberto. Para realmente podermos analisar
déficits cognitivos envolvendo o hipocampo, teremos que realizar outros testes como o water

maze, esquiva inibitoria, dentre outros.

Estudos populacionais com pacientes sobrepeso e obesos mostraram que existe
uma prevaléncia maior de doengas psiquidtricas dentre estes, especialmente ansiedade,

depressao e transtornos de humor (Becker, Margraf et al. 2001; Chakravarthy and Booth
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2004; Simon, Von Korff et al. 2006; Teegarden and Bale 2007). A ansiedade e uma das
desordens psiquidtricas mais prevalentes atualmente (Gingrich 2005) e recentemente foi
associada ao estresse oxidativo, por meio de estudos que mostraram que genes envolvidos na
producao de radicais livres e nas defesas antioxidantes poderiam modular para mais ou para
menos o nivel de ansiedade em modelos animais, dependendo de maior ou menor nivel de
estresse gerado (Hovatta, Tennant et al. 2005; Berry, Skarie et al. 2008). A hiperglicemia
presente na obesidade, na RI e no DMII e responsavel por altos niveis de estresse oxidativo
nestas situagdes, uma vez que causa bloqueio da cadeia transportadora de elétrons, gerando

elevados niveis de ERO.

Portanto, para chegarmos a conclusdes mais precisas sobre os efeitos do DMII
induzido pela dieta sobre o SNC precisaremos realizar mais estudos metabolicos, das vias

envolvidas, moleculares e comportamentais.
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ANEXO I

Resultados preliminares de comportamento

Locomocao
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Figura 1. Avaliacdo da atividade locomotora dos animais submetidos ao teste Campo
Aberto, apés tratamento com as dietas HPF e HPFh. Numero de crossing que os animais
realizaram no teste do Campo Aberto em 5 minutos de observacdo. Andlise estatistica
ANOVA de uma via, seguida do Teste de Duncan. Significania p<0,05.
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Figura 2. Avaliacio de ansiedade pelo Teste do Labirinto em Cruz Elevado, realizado
apos tratamento dos animais com as dietas HPF e HPFh. Os animais ansiosos tendem a
ficar mais tempo nos bragos fechados do labirinto. Anélise estatistica ANOVA de uma via,
seguida do Teste de Duncan. Significania p<0,05.

Quando analisamos o teste Campo Aberto, percebemos que os animais tratados
com a dieta HPFh se locomoveram menos que os demais animais, enquanto que no Labirinto
em Cruz Elevado os animais tratados com a dieta HPFh permaneceram mais tempo nos

btragos fechados quando comparamos aos demais grupos. Estes eresultados indicam que a

dieta HPFh aumentou a ansiedade dos animais.
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da insulina:

ANEXO II

Quantificacao relativa dos RNas mensageiros das proteinas da via de sinalizagdo
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Figura 1. Quantificacdo relativa por PCR em tempo real do RNAm para Akt no
hipocampo. Os ratos foram tratados durante 4 meses com dieta HPF e HPFh. Andlise

estatistica ANOVA de uma via, seguida do teste de Duncan. Significancia: p>0,05.

25

L5

Quantificagdo relativa

0,5

RNAm Akt hipotalamo

b
b

Controle

a
F

HP| HPFaquecida

Tratamentos

Figura 2. Quantificacio relativa por PCR em tempo real para Akt no hipotialamo.
Os ratos foram tratados durante 4 meses com dieta HPF e HPFh. Analise estatistica

ANOVA de uma via, seguida do teste de Duncan. Significancia: p>0,05.
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Figura 3. Quantificacdo relativa por PCR em tempo real para IRS-1 no
hipocampo. Os ratos foram tratados com dieta HPF e HPFh durante 4 meses. Andlise
estatistica ANOVA de uma via, seguida do teste de Duncan. Significancia: p>0,05.
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Figura 4. Quantificacdo relativa por PCR em tempo real para IRS-1 no
hipotalamo. Os ratos foram tratados com dieta HPF e HPFh durante 4 meses. Andlise
estatistica ANOVA de uma via, seguida do teste de Duncan. Significancia: p>0,05.
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Quando analisamos a quantificagdo relattiva dos RNA mensageiros das proteinas
da via de sinalizagdo da insulina, vimos que o tratamentto de 4 meses com as dietas
hiperpalataveis alterou as quantidades de RNA. Provavelmente devido a grandes quantidade
de AGE e estresse oxidativo aumentado, o que pode ter alterado a sintese protéica ou o

turnover das proteinas.
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ANEXO III

Captagao de deoxi-glicose em hipocampo de ratos submetidos a 4 meses de dieta

HPF e HPFh, induzida ou ndo por insulina.
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Figura 1. Captacio de deoxi-glicose induzida ou ndo por insulina no hipocampo. Os ratos
foram submetidos a 4 meses de dieta HPF e HPFh. As letras a representam os grupos iguais ao
controle, enquanto a letra b mostra o grupo diferente significativamente do controle. Analise
estatistica ANOVA de uma via seguida do teste de Duncan. Significancia p<0,05.

A captagao de deox-glicose ¢ estimulada pela insulina em condigdes fisioldgicas
normais. No entanto quando verificamos a capta¢do da deoxi-glicose em hipocampo de ratos,
apos 4 meses de tratamento com as dietas HPF e HPFh, verificamos que mesmo induzindo a
captacdo com insulina, a captagdo nos hipocampos dos animais tratados com a dieta HPFh

estava diminuida com relagdo aos demais grupos.
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ANEXO IV

Dano ao DNA em diferentes estruturas do SNC.
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Figura 1. Dano oxidativo ao DNA no hipotalamo. Os animais foram tratados por 4 meses
com as dietas HPF e HPFh. O dano foi medido pelas quebras simples e duplas da fita da DNA
pelo Ensaio Cometa. As letras a nas colunas mostram os grupos significattivamente diferentes
do controle (b). Analise estatistica ANOVA de uma via seguida do teste de Duncan.
Significancia p<0,05.
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Figura 2. Dano oxidativo ao DNA no estriado. Os ratos foram tratados por 4 meses com as
dietas HPF e HPFh. O dano foi medido pelas quebras simples e duplas da fita da DNA pelo
Ensaio Cometa. A letra a mostra o grupo HPFh que foi significativamente maior que os
demais grupos, b mostra que os animais tratados com a dieta HPF foi significativamente
maior que o controle e menor que a dieta HPFh, e a letra ¢ representa o grupo controle.
Analise estatistica ANOVA de uma via seguida do teste de Duncan. Significancia p<0,05.

Ap0s os 4 meses de tratamento analisamos a presenc¢a de dano oxidativo ao DNA
através do Ensaio Cometa, no SNC dos ratos. Pudemos ver que as dietas HPf e HPFh
induziram dano em hipotalamo e estriado dos ratos. As dietas levaram ao aumento do estresse
oxidativo e da quantidade de AGE nos animais, o que pode ser responsavel pelo aumento do

dano ao DNA.
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