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RESUMO

A obesidade e a resisténcia a insulina induzidas por dieta tém sido
associadas ao aumento da morte de neurdnios dopaminérgicos e deplecao da
dopamina (DA) nigroestriatal em modelo animal da Doenca de Parkinson (DP),
sugerindo uma maior vulnerabilidade dos neurbnios dopaminérgicos em
resposta a perturbagfes metabdlicas. No entanto, ainda ndo ha evidéncias
consistentes que demonstrem uma associagéo linear entre a obesidade e a
morte de neurdnios dopaminérgicos e 0s mecanismos subjacentes que podem
estar contribuindo para o desenvolvimento da DP. Para avaliar se a obesidade
promove neurodegeneracdo dopaminérgica e/ou alteracbes nos parametros
relacionados com a progressao da DP, ratos Wistar machos receberam uma
dieta padrdo ou uma dieta rica em gordura (HFD) durante vinte e cinco
semanas e a substantia nigra, estriado e a area tegmental ventral foram
isolados e submetidos a analises bioquimicas. Em conformidade com a
ingestédo calorica, os ratos HFD apresentaram aumento da massa gorda e peso
corporal total associados a intolerancia a glicose e resisténcia a insulina. A
obesidade induzida por dieta diminuiu os niveis de tirosina hidroxilase (TH)
indicando perda de neurénios dopaminérgicos e também promoveu alteracdes
no imunoconteudo de sinaptofisina relacionadas com a inflamacéo periférica e
central indicadas pelo aumento de TNF-a e IL1B bem como estresse
oxidativo/nitrosativo com aumento da nitracdo de tirosina e oxidacao de grupos
sulfidril. Nenhuma diferenca foi detectada para o imunocontetudo de a-syn e p-
Tau entre os grupos. Além disso, niveis reduzidos de TH foram confirmados na
andlise de imunofluorescéncia, bem como morte neuronal e ativacdo de

microglia indicados pela diminuicdo de NeuN e aumento de Ibal sem haver



alteracdes para GFAP. Adicionalmente, foram identificadas piora da atividade
locomotora, mobilidade e evidéncias apontando para um comportamento do
tipo ansiolitico nas tarefas de campo aberto e claro / escuro. Nao houve
alteracdes na coordenacdo motora e memoria. Juntos, estes dados sugerem
gue a obesidade induzida pela dieta hiperlipidica de fato promove a morte de
neurénios dopaminérgicos na via nigroestriatal independentemente de a-syn e
fosforilacdo da Tau. O aumento da morte neuronal pode ser atribuido a
inflamac&o cerebral e estresse oxidativo / nitrosativo induzido pela obesidade, o
gue possivelmente levou as alteracbes comportamentais observadas neste

estudo.



ABSTRACT

Diet-induced obesity and insulin resistance has been associated to
increased dopaminergic neurodegeneration and nigrostriatal dopamine (DA)
depletion in animal model of Parkinson’s Disease (PD), suggesting an
enhanced vulnerability of dopaminergic neurons in response to metabolic
perturbation. However, there is still no consistent evidence demonstrating a
linear association between obesity and dopaminergic neurons death and the
underlying mechanisms that can be contributing to the development of PD. In
order to evaluate whether obesity promotes dopaminergic neurodegeneration
and / or changes in parameters related to PD progression, male Wistar rats
were fed with standard chow or high-fat diet (HFD) for twenty five weeks and
the brain substantia nigra, striatum and ventral tegmental area were isolated
before undergoing biochemical analyzes. In accordance with energy intake, the
HFD rats showed increased fat mass and total body weight associated to
glucose intolerance and insulin resistance. Diet-induced obesity decreases
tyrosine hydroxylase (TH) levels indicating dopaminergic neurons loss and also
promoted changes in the synaptophysin immunocontent related to peripheral
and brain inflammation with increased TNF-a and IL1B3, as well
oxidative/nitrosative stress with increased tyrosine nitration and oxidation of
sulfhydryl groups. No difference was detected for a-syn and p-Tau
immunocontent between groups. Moreover, decreased levels of TH were
confirmed in the immunofluorescence analysis, as well neuronal death and
microglia activation with NeuN and Ibal without changes for GFAP. In addition,
impairment of locomotor activity, mobility and evidences pointing for an

anxiolytic-like behavior were identified in the open-field and light/dark tasks.



There were no changes in the motor coordination and memory. Together, these
data suggest that diet-induced obesity indeed promotes dopaminergic
neurodegeneration in the nigrostriatal pathway independent of a-syn and
phosphorylation of Tau. The increased neuronal death can be attributed to the
brain inflammation and oxidative/nitrosative stress induced by obesity, which

would likely lead to behavioral changes observed in this study.
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LISTA DE ABREVIATURAS

DP - Doencga de Parkinson

DA - Dopamina

TH - Tirosina Hidroxilase

a-syn - Alfa sinucleina

Tau - Proteina estabilizadora de microtubulos tau
HFD - Dieta hiperlipidica (do inglés, high-fat diet)
SD - Dieta padréo (do inglés, standard diet)

TNF-a - Fator de necrose tumoral

IL-1P - Interleucina 1B

LCR - Liquido cefalorraquidiano

SN - substantia nigra

VTA - Area tegmental ventral

ST - Estriado

IP-GTT - Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal
IP-ITT - Teste de tolerancia a insulina intraperitoneal
AUC - Area sobre a curva

HOMA-IR - Modelo homeostético de avaliagédo da resisténcia a insulina



SH - Grupo sulfidrila

SNC - Sistema nervoso central

RIPA - Tampéao de ensaio de radioimunoprecipitacao

PBS - Tampao salina-fosfato

PMSF - Fluoreto de Fenilmetilsulfonila

BSA - Albumina sérica bovina

SDS-PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida-Dodecil sulfato de sddio
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1. INTRODUCAO

1.1 OBESIDADE E DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

Atualmente, estima-se que a obesidade afeta cerca de 13% da
populacdo mundial e € considerada um importante fator de risco para
complicagBes de saude, incluindo resisténcia a insulina e diabetes tipo 2. As
principais causas relacionadas com a epidemia de obesidade sdo o estilo de
vida sedentario e principalmente o aumento no consumo de alimentos ricos em
acidos graxos saturados e acgucares, um comportamento alimentar adaptado a
uma sociedade urbanizada e industrializada provocando um desequilibrio entre
0 consumo e 0 gasto energético e que vem apresentando consequéncias cada
vez mais graves para a saude da populacéo. A obesidade € definida como uma
condicao inflamatéria cronica que envolve deposicdo excessiva de tecido
adiposo, niveis aumentados de citocinas proé-inflamatérias, quimiocinas,
proteases e fatores de crescimento que vem sendo associados a patologias
relacionadas a idade como as doencas neurodegenerativas (1). Apesar de
grande parte dessas doencas surgir em idosos, a deméncia descria como
quadro de natureza progressiva caracterizada pela deterioragcdo das
capacidades cognitivas e que geralmente é acompanhada de transtornos
neurolégicos, ndo € considerada um aspecto normal do envelhecimento.
Entretanto, o numero de pessoas com deméncia vem crescendo
alarmantemente de acordo com os ultimos dados epidemiologicos onde 47,5
milhdes de pessoas sado afetadas e existem cerca de 7,7 milhdes de novos
casos a cada ano, levando-nos a acreditar que existem outros fatores

contribuindo para o desenvolvimento e até mesmo para o inicio precoce das
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doencas neurodegenerativas (OMS, abril de 2016). A obesidade foi
recentemente descrita como elemento sinérgico do envelhecimento para danos
cerebrais relacionado com o declinio das fungbes cognitivas e também &
conhecida por aumentar o risco de transtornos neurolégicos como apneia do
sono, ansiedade, depresséo, acidente vascular cerebral, esclerose mdultipla,
doenca de Parkinson e doenca de Alzheimer (2-4). Além disso, individuos com
sobrepeso ou obesos apresentam alteraces na morfologia do cérebro, com

reducdes no volume cerebral e atrofia em regides especificas (5, 6).

1.2 OBESIDADE E NEUROINFLAMACAO

Embora existam diferentes hipdteses para o risco aumentado ha
obesidade, todas elas convergem para um papel importante da
neuroinflamacdo e possivel vulnerabilidade do cérebro, especialmente da
barreira hematoencefalica a insultos subsequentes (7). Sabe-se que o tecido
adiposo exerce papel chave para o desenvolvimento da inflamacéo cronica de
baixo grau devido a uma elevada producdo de marcadores inflamatérios (8).
Contudo, os niveis de citocinas proé-inflamatérias TNF-a e IL-6 assim como de
fatores de crescimento também sdo encontrados elevados no cérebro de
animais submetidos a dieta hiperlipidica (2). Esse acumulo de citocinas e
mediadores inflamatérios vem sendo descrito em muitas complicacdes
neuroldgicas associadas ao processo neurodegenerativo 0s quais apresentam
correlacdo com prejuizos em mecanismos relacionados a memoria e
aprendizagem (9). A hiperglicemia encontrada em pessoas obesas €
responsavel pelo aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio e

nitrogénio, que por sua vez, estdo associadas a diversas doencas neuroldgicas
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(10). Em geral, as evidéncias sugerem que as comorbidades associadas a
obesidade contribuem de forma significativa para o déficit cognitivo e para

acelerar o processo de desenvolvimento de deméncia (11).

1.3 CARACTERIZACAO DA DOENCA DE PARKINSON

A doenca de Parkinson (DP) € a segunda doenca neurodegenerativa de
maior gravidade e prevaléncia entre a populacdo idosa, caracterizada pela
perda seletiva de neurbnios dopaminérgicos na substantia nigra pars compacta
e reducédo da sintese e propagacao da dopamina (DA) em outras regiées da via
nigroestriatal, como estriado e area tegmental ventral (12). Clinicamente, a DP
€ identificada por irregularidades no comportamento motor representado por
uma elevada producdo de tremor em repouso, bradicinesia, rigidez muscular e
instabilidade postural associadas a deficiéncia de dopamina, assim como
sintomas ndo motores como ansiedade, comprometimento cognitivo e
depressdo (13). O inicio e progressdo da DP é dependente de eventos
celulares como falhas nas maquinarias de degradacdo proteica, estresse
oxidativo, disfuncdo mitocondrial, defeitos de autofagia mitocondrial (mitofagia)
e do acumulo continuo de uma proteina pré-sinaptica envolvida na regulacéo
da liberacdo de neurotransmissores denominada alfa-sinucleina (a-Syn),
principal constituinte dos corpos de Lewy (14-17). Na maioria dos casos, as
manifestacfes clinicas s6 aparecem quando ha uma perda significativa de
neurbnios na substantia nigra pars compacta, cerca de 50-70% e
aproximadamente 80% da dopamina do estriado é esgotada (18-20). A queda
da dopamina é responsavel pelas deficiéncias motoras observadas durante o

desenvolvimento da DP, sendo a dopamina um neurotransmissor essencial no
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controle motor. A extensa degeneracéao e atrofia dos neurénios dopaminérgicos
ocorre em outros tipos de células nervosas e de regibes do cérebro com o
avanco da DP. As regides afetadas incluem o hipocampo, talamo e neocortex.
Essa neurodegeneracdo adicional leva a sintomas ndo motores que incluem
insbnia, depressao, psicose e transtorno cognitivo (21, 22). Os sintomas nao
motores pioram ao longo do tempo e estima-se que 80% dos pacientes com
DP com comprometimento cognitivo leve desenvolvem deméncia (23, 24).
Diversos fatores ambientais foram associados ao surgimento dos sintomas da
DP, incluindo insultos vasculares cerebrais, estresse oxidativo, neurolépticos,

exposicao a metais pesados e pesticidas (25).

1.4 DOENCA DE PARKINSON, OBESIDADE E INTERVENCOES
DIETETICAS

Estudos epidemioldgicos e clinicos sugerem uma importante associacao
entre a ingestao dietética, elevado indice de massa corporal, deposicdo de
gordura e diabetes tipo 2 como fatores de risco para o desenvolvimento da DP,
muito embora os resultados permanecam inconclusivos (26-31). A obesidade e
a resisténcia a insulina induzidas por dieta tém sido implicadas na deplecéo de
dopamina (DA) nigroestriatal em modelo animal de DP, sugerindo uma maior
vulnerabilidade dos neurbnios dopaminérgicos ao ataque de toxinas em
resposta a perturbacbes metabdlicas (32). Corroborando com o0s niveis
diminuidos de DA, estudos mostram que o receptor D2 de dopamina estriatal
também encontra-se diminuido em individuos obesos possivelmente resultante
de transtornos alimentares (33). De fato, animais com pré-disposicdo a

obesidade apresentam prejuizo no sistema dopaminérgico (34). Os
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mecanismos responsaveis pelo processo neurodegenerativo ainda ndo estao
claros, contudo a neuroinflamacdo mediada pela ativacdo da microglia, o
estresse oxidativo, o0 aumento da producado de citocinas pro-inflamatérias como
TNF-a, IL-1B, IL-6 e fatores inflamatérios tem atraido bastante atencdo na
patogénese da DP (35-38). A proliferacao de células da microglia e aumento da
sinalizacao inflamatéria da inicio a morte precoce de neurénios dopaminérgicos
nas regibes do eixo nigroestriatal seguida por diminuicdo da expressao de
tirosina hidroxilase (TH), uma enzima limitante para formacédo de L-DOPA e
biossintese de dopamina (36). A expressao e ativacdo da TH séo encontradas
diminuidas na substantia nigra de pacientes com PD avaliados apds a morte e
tem sido diretamente associada a diminuicdo nos niveis de DA nessa regido
(39). Trabalhos apontam para um papel importante do estresse oxidativo /
nitrosativo na inativacdo da TH (40). Interacdes entre TH e a a-Syn também
estdo descritas e relacionadas com o comprometimento da neurotransmissao
dopaminérgica (41, 42). A agregacao de a-Syn representa um dos mecanismos
mais importantes em doencas neurodegenerativas, incluindo a DP, embora seu
papel preciso no processo patogénico seja pouco compreendido (17). Os
efeitos da a-Syn estdo associados com a ativacdo da microglia apdés a
hiperfosforilacdo da Tau, uma proteina de ligacdo de microtibulos que se
acumula em distdrbios neurodegenerativos resultando na formacédo de
emaranhados neurofibrilares, agregados hidrofébicos insollveis potencialmente
neurotoxicos que comprometem a integridade dos neurdnios e o transporte
axonal (43). Interessantemente, a obesidade tem sido considerada relevante
para a progressao de patologias relacionadas a proteina Tau e contribui para o

surgimento precoce de neurodegeneragao em animais transgénicos para a-Syn
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e um tempo de vida reduzido (44, 45). No entanto, ainda ndo ha evidéncias
consistentes que demonstrem uma associacdo entre a obesidade e danos
neuronais que, por sua vez, pode colaborar no processo de desenvolvimento

da DP.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

A proposta do presente estudo teve por objetivo investigar o efeito da
obesidade e resisténcia a insulina sobre parametros relacionados a doenca de
Parkinson na via nigroestriatal de ratos submetidos a uma dieta de alto teor de

gordura.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e verificar o efeito da obesidade induzida por dieta hiperlipidica sobre
alteracdes em parametros metabdlicos de intolerancia a glicose e resisténcia a

insulina em ratos.

e verificar o efeito da obesidade induzida por dieta hiperlipidica sobre os

niveis de TNF-a e IL-1 no plasma e cérebro de ratos.

e verificar o efeito da obesidade induzida por dieta hiperlipidica sobre o
imunoconteddo de sinaptofisina, tirosina hidroxilase, alfa-sinucleina e p-Tau na

via nigroestriatal de ratos.
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e verificar o efeito da obesidade induzida por dieta hiperlipidica sobre os

niveis dos grupos sulfidril e nitrotirosina na via nigroestriatal de ratos.

e verificar o efeito da obesidade induzida por dieta hiperlipidica sobre a

imunofluorescéncia de GFAP, Ibal, NeuN e TH na substantia nigra de ratos.

e verificar o efeito da obesidade induzida por dieta hiperlipidica sobre
parametros comportamentais de locomoc¢ao, mobilidade, ansiedade, memoaria e

coordenacao motora de ratos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS E PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Noventa e seis ratos Wistar machos de 28 dias (90-110 g) provenientes
do Instituto de Ciéncias Basicas de Cuidados com Animais UFRGS foram
mantidos em caixas coletivas (quatro por caixa), em sala de temperatura
controlada (22 = 2° C), com ciclo claro-escuro de 12 h e agua da torneira ad
libitum. Os animais foram distribuidos randomicamente em dois grupos
alimentares: o grupo controle (CTRL) que recebeu uma dieta padrdao (10% de
energia da gordura) ou grupo que recebeu uma dieta rica em gordura (HFD do
inglés high-fat diet, 43% de energia a partir de gordura) preparadas no
laboratorio de acordo com a composi¢cao de estudo anterior (46) durante um
periodo de 25 semanas. A ingestdo alimentar foi avaliada semanalmente e a
intolerdncia a glicose e resisténcia a insulina foram avaliadas no final da
intervencao dietética. Os ratos foram submetidos a testes de comportamento
uma semana antes da morte e o liquido cefalorraquidiano (LCR) foi extraido e
congelado para analise posterior. Imediatamente apdés a morte dos animais, as
amostras de plasma foram coletadas e a substantia nigra (SN), area tegmental
ventral (VTA) e estriado (ST) foram extraidos, pesadas e mantidos em
nitrogénio liquido para determinar os niveis de proteinas especificas por
Western Blot e medidas de estresse oxidativo ou fixados com paraformaldeido
4% e separado em fatias para realizar a deteccéo de proteinas especificas por
imunofluorescéncia. As citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-1B) foram
medidas no figado, tecido adiposo, cérebro e plasma para avaliar o perfil
inflamato6rio. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com o Guia do Instituto Nacional de Saude para o Cuidado e Uso de
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Animais de Laboratorio (NIH publicacdo namero 80-23 revisto em 1996) e
foram realizados de acordo com as determinacdes do Conselho Brasileiro para
o Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). O protocolo experimental foi
aprovado pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Instituto de
Ciéncias Basicas de Ciéncias de Cuidados e Experimentacdo Animal (CEUA-

UFRGS numero 29493).

3.2 COLETA DO LiQUIDO CEFALORRAQUIDIANO

ApoOs 21 semanas de intervencdo dietética, os ratos em jejum foram
anestesiados com inalacédo de isoflurano (Forane®, Abbott SA, Buenos Aires,
3% de fluxo de oxigénio 0,5 L / min) utilizando um vaporizador calibrado e em
seguida colocados em um aparelho estereotaxico. O LCR foi coletado (100 uL)
perfurando diretamente a cisterna magna com uma seringa de insulina (Begg,
May et al., 2015). As amostras foram centrifugadas (16 000 g a 4° C durante 10

min) e armazenadas a -80° C para analise posterior.

3.3 IP-GTT, IP-ITT E INSULINA EM JEJUM

Para determinar os efeitos da HFD sobre a resisténcia a insulina,
realizou-se o teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (IP-GTT) e o teste de
tolerdncia a insulina intraperitoneal (IP-ITT) com 12h de jejum apos 21
semanas de dieta. Para estabelecer valores basais de glicose, amostras de
sangue foram coletadas por punctura da veia da cauda. Para o IP-GTT foram

colhidas amostras de sangue a 30, 60, 90 e 120 minutos apds a administracéo
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de glicose (1 g / kg i.p.). Para o IP-ITT foram colhidas amostras de sangue a
15, 30, 60 e 90 minutos apds a administracdo de insulina regular humana
(Novolin® R Novo Nordisk - 21U / kg i.p.). A area incremental sob a curva (AUC)
foi calculada em relacdo aos valores basais. Para a medi¢do de insulina, as
amostras de plasma e de LCR de ratos em jejum foram separadas e mantidas
a -80° C para andlise posterior por ELISA (kit Mercodia Ultrasensitive Rat
Insulin ELISA). A avaliacdo do modelo homeostatico da resisténcia a insulina
(HOMA-IR), uma equacéo que estima a sensibilidade a insulina foi calculada de
acordo com a formula: glicose em jejum (mmol/L) x insulina em jejum (mU/L) /

22,5 (47).

3.4 TNF-q, IL-1B8 E NiVEIS DE NITROTIROSINA

Para avaliar a resposta inflamatéria induzida pela obesidade, mediu-se
TNF-a e IL-1B no figado, tecido adiposo retroperitoneal, estriado (BRAIN) e
plasma por ELISA indireta (48). Para os danos nitrosativos o0s niveis de
nitrotirosina cerebral foram medidos nas amostras de SN, VTA e ST. Uma
porcao dos tecidos foram homogeneizados em solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS) (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM,
pH 7,4) e colocados em placas de ELISA (100 ug por pog¢o) por 24 h de
incubacdo a 4° C. Apés lavar trés vezes com solucdo salina tamponada com
Tween-Tris (TTBS, Tris-HCI 100 mM, NaCl a 0,9% e Tween-20 a 0,1%, pH
7,5), adicionaram-se 200 pyL de anti-TNF-q, anti-IL-1B ou Anti-nitrotirosina (1:
1000) em cada poco contendo as amostras as quais foram incubadas durante 3

horas a temperatura ambiente agitando a 50 rpm. A placa foi lavada e incubada
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com anticorpo secundario ligado a peroxidase de IgG de coelho (1. 2000)
durante 1 h. A reacgao foi iniciada com 200 uL de solugédo de substrato (kit de
deteccdo espectrofotométrica de ELISA TMB) e foi interrompida apos 15

minutos com 50 uL/pogo de acido sulfurico 12 M. A placa foi lida a 450 nm.

3.5 ANALISE DE WESTERN BLOT

A imunodeteccao de proteinas foi realizada por analise de Western Blot.
As amostras de SN, VTA e ST (~100 mg) foram homogeneizadas em tampao
RIPA 1x (150 mM de cloreto de sédio, 1,0% de NP-40 ou Triton X-100, 0,5% de
desoxicolato de sodio, 0,1% de SDS, 50 mM de Tris, contendo inibidores de
protease e fosfatase (100 mM de PMSF, 1 mM de ortovanadato de sodio). A
concentracdo de proteina de cada tecido extraido foi estimada pelo método de
Bradford (49) utilizando uma curva padrao de albumina de soro bovino (BSA -
Sigma-Aldrich, EUA). As amostras foram dissolvidas em tampédo de amostra
Laemmli (Tris-HCI 62,5 mM, SDS a 1% (p / v), glicerol a 10% (v /v) a pH 6,8) e
quantidades iguais de proteina (40 ug/well) foram fracionadas e submetidos a
SDS-PAGE utilizando gel de poliacrilamida a 12% ou 15% (50), e em seguida
transferidos para membranas de nitrocelulose (célula de transferéncia semi-
seca Trans-blot SD, BioRad). As membranas foram blogueadas com leite a 5%
e incubadas durante a noite a 4° C com anticorpos primarios (anti-sinaptofisina,
anti-tirosina hidroxilase, anti-fosfo-Tau, anti-Tau, anti-a-sinucleina, anti-b-actina
1: 1000) e lavadas com TTBS trés vezes. Incubou-se anticorpo secundario
ligado a peroxidase anti-coelho ou anti-IgG de camundongo (1: 2000) durante 1

h a temperatura ambiente. A imunorreatividade foi detectada por
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guimioluminescéncia melhorada utilizando o kit Supersignal West Pico
Chemiluminescent da Thermo Scientific (Luminol / Enhancer e Stable Peroxide
Buffer). A area da faixa tracada foi normalizada para a densidade de fundo e
expressa como o produto da densidade de banda e area que foi quantificada

por Image J. Software.

3.6 IMUNOFLUORESCENCIA

Ratos Wistar machos (4 por grupo) foram anestesiados utilizando
injecdo de ketamina/xilazina intraperitoneal (75 e 10 mg/kg, respectivamente) e
perfundidos através do ventriculo cardiaco esquerdo com 40 ml de solucéo
salina a 0.9% e 40 ml de paraformaldeido a 4% em PBS 0.1 M e em seguida a
aorta descendente foi clampeada. Apds a perfusdo os cérebros inteiros foram
removidos, pos fixados na mesma solucdo de fixacdo por 4 h em temperatura
ambiente e crioprotegidos por imersdo de solucdo de sacarose a 15% e 30%
em PBS a 4° C. Os cérebros foram entdo congelados por imersao em
isopentano arrefecido com CO2 e armazenados em -80° C para andlises
posteriores. Prepararam-se fatias cortadas em série (50 mm) da substancia
nigra obtidas a partir de tecido cerebral fixado e congelado. As fatias foram
incubadas durante duas noites com anticorpo policlonal (coelho), policlonal de
tirosina hidroxilase, anti-lbal(molécula 1 de adaptador de ligacdo de calcio
ionizado, marcador de microglia), (cabra), anti- GFAP (proteina glial fibrilar
acida, marcador de astrocito), (coelho), e/ou clones anti-NeuN clone A60
(ndcleo neuronal marcador neuronal), (rato), cada um diluido (1: 1000) em

solucdo de PBS-Triton (0,1 M PBS pH 7,4, 0,3% Triton X-100, 2% BSA). Os
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controles negativos foram realizados omitindo os anticorpos primarios. Apos
lavagem varias vezes com tampdo PBS pH 7,4, as fatias de tecido foram
incubadas com Alexa 488 anti-coelho e Alexa 568 anti-rato (1: 500) durante 1 h
a temperatura ambiente. As imagens foram obtidas com um microscoépio FV-

1000 confocal da Olympus IX-81 e analisadas no software Olympus Fluoview.

3.7 QUANTIFICACAO DOS GRUPOS SULFIDRIL

O estado oxidativo dos grupos tiol foi avaliado por quantificacdo de
grupos sulfidril (SH) reduzidos totais em amostras de SN, VTA e ST (51). Para
a medicao do conteudo total de SH, a aliquota de amostra (60 ug por poco) foi
diluida em tampao PBS pH 7,4 e acido 5,50-ditionitrobi-2-nitrobenzoico (10

mM). ApGs 60 min de incubacéo, a placa foi lida a 412 nm.

3.8 TESTES DE COMPORTAMENTO

Teste de Campo Aberto. A locomocdo espontanea, a atividade
exploratéria e o perfil de ansiedade foram avaliados simultaneamente em um
teste de campo aberto (52). Os animais foram colocados no centro do aparelho
constituido por um campo aberto retangular preto (50 cm®) e deixados a
explorar livremente a area durante 10 min. O experimento foi realizado em 2
ensaios: treinamento e sessao de teste separados por 24 h. A distancia total
percorrida, a distancia percorrida na zona central, o tempo total imovel, os
episodios imoOveis e o numero de levantamentos (sobre as patas traseiras sem

as patas pressionadas contra a parede da arena) foram registados para cada
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animal utilizando o software video-tracking ANY-Maze. Foi realizada a
correlacéo entre a distancia total percorrida x peso corporal ou imunocontetdo

de tirosina hidroxilase de cada animal.

Teste claro / escuro. Para analisar o perfil de ansiedade, realizou-se a
teste claro/escuro. O aparelho de teste claro/escuro consiste de uma caixa de
acrilico retangular contendo dois compartimentos separados. Um
compartimento possui paredes pretas e um piso preto (sem iluminagédo) com
um tamanho de 21 x 35 x 41 cm (altura x comprimento x largura). O outro
possui paredes brancas e um piso branco, com um tamanho de 21 x 45 x 41
cm (altura x comprimento x largura, iluminado por uma lampada de 100 W
colocada a 45 cm acima do centro da caixa). Uma abertura de 8 x 5 cm (altura
X comprimento) une ambos os compartimentos. Cada rato foi colocado no
compartimento de luz voltado para fora da abertura e deixado a explorar a
caixa durante 5 min. O numero de transicbes entre compartimentos, o tempo
no compartimento claro e o comportamento de avaliagdo de risco (R.A.B,
namero de vezes que o focinho e duas patas dianteiras estenderam-se para a

caixa clara) foram analisados pelo software ANY-Maze.

Reconhecimento de objetos. O teste de reconhecimento de objetos foi
realizada no mesmo aparelho do teste de campo aberto e conduzida como
anteriormente descrito (53). Durante as sessdes de amostragem, 0s ratos
foram colocados no aparelho experimental na presenca de dois objetos
idénticos (A, A ') para explorar durante 10 min. Depois disso, os ratos foram
devolvidos a sua caixa doméstica durante 24 h com agua e alimentos
fornecidos ad libitum. No dia seguinte, a sessdo de teste foi realizada

substituindo um dos objetos conhecidos por um novo objeto (B). O tempo de
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exploracao total (T) de cada objeto foi registrado. A raz&o de discriminacao foi

calculada de acordo com a formula: (Tnovel - Tfamiliar) / (Tnovel + Tfamiliar).

Rotarod. Alteracdes na coordenagcdo motora foram avaliados por meio
de um aparelho rotarod constituido por uma haste estriada que fornece uma
boa aderéncia (diametro: 3 cm), separada em quatro compartimentos (largura:
8,5 cm) e localizada a 27,2 cm acima da grade do piso. Os animais foram
treinados durante 2 dias (8 RPM durante 120 s) até que demonstraram a
capacidade de permanecer no fuso durante 60 s e em seguida submetidos a
um teste com aceleracédo (4-40 rpm durante 300 s) (Madeo, Schirinzi et al.,

2014). O tempo em que cada rato permaneceu no sobre a haste foi registado.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

As comparacfes entre os grupos foram realizadas pelo teste t Student
de duas vias. Para a comparacdo de multiplas medidas, aplicou-se ANOVA de
uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey. A relacdo entre o peso corporal
total e a distancia total percorrida ou o imunocontetudo de tirosina hidroxilase
foram analisadas pela correlacdo de Pearson. As diferencas estatisticas foram
consideradas significativas quando p<0,05 calculado no software GraphPad

Prisma para Windows versédo 7.01.
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4. RESULTADOS

4.1 A DIETA HIPERLIPIDICA INDUZIU OBESIDADE, INTOLERANCIA A
GLICOSE, RESISTENCIA A INSULINA E AUMENTO DO ESTADO
INFLAMATORIO.

Para avaliar o efeito da dieta rica em gordura na composi¢ao corporal,
medimos o ganho de peso corporal dos ratos semanalmente. As diferencas no
ganho de peso corporal entre os grupos podem ser observadas a partir da 13
semana de dieta (Fig. 1C, p <0,001). Vinte e cinco semanas de dieta com alto
teor de gordura resultaram em um aumento de 19,2% no peso corporal total
dos ratos do grupo HFD quando comparados ao grupo CTRL que recebeu uma
dieta padréo (Fig. 1C, p <0,0311). Este aumento do peso corporal foi associado
a uma maior ingestdo energética (kJ) decorrente da dieta, embora a ingestado
de alimentos em gramas tenha sido menor (Fig. 1A-B, p <0,0349). Além disso,
alteracdes na massa de tecidos foram encontradas nos ratos HFD-obesos com
um aumento no percentual de gordura corporal do tecido adiposo
retroperitoneal (306 + 191%), epididimal (105 + 22%), tecido adiposo marrom
(161 + 87%) e figado (32 + 11%, Fig. 1D-E) quando comparado ao grupo
CTRL, possivelmente devido a um aumento na deposicdo de gordura neste
tecido (figado graxo), confirmando a resposta esperada da obesidade induzida
pela dieta hiperlipidica. No entanto, ndo houve diferencas significativas de
massa muscular e cerebral entre os grupos (Fig. 1D). Além disso, avaliaram-se
os efeitos da obesidade sobre a intolerancia a glicose e resisténcia a insulina
detectada pelo teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (IP-GTT), teste de
toler&ncia a insulina intraperitoneal (IP-ITT), glicemia de jejum e insulina

plasmatica no final da intervencdo dietética. Como esperado, a dieta
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hiperlipidica resultou em niveis elevados de glicose em jejum e insulina, bem
como do HOMA-IR (Fig. 1F-H, p <0,01). Por outro lado, a mesma dieta mostrou
ser incapaz de induzir alteracBes nos niveis de insulina no LCR diante da
nossa incapacidade de detectar insulina nestas amostras. Observou-se
hiperglicemia nos ratos HFD-obesos 30 minutos apos a administracdo da
solucéo de glicose no IP-GTT, que por sua vez permaneceu significativamente
elevado até 60 minutos e retornou aos niveis basais apés 120 minutos.
Nenhuma alteracéo foi encontrada nos niveis de glicose do grupo CTRL (Fig.
11, p <0,01). De forma semelhante, os niveis de glicose permaneceram
elevados nos ratos HFD-obesos ap6s a administracdo de insulina em todos os
pontos de tempo avaliados no IP-ITT (Fig. 1, p <0,01), demonstrando que a
dieta induziu acentuadamente a lesdo do receptor de insulina. Além disso, a
area sob a curva de ambos os testes aumentou significativamente nos ratos
obesos em comparacdo ao grupo CTRL (Fig. F-G, p <0,05). Também
avaliamos a resposta inflamatoria da dieta por ELISA. Os niveis de TNF-a e IL-
18 foram significativamente mais elevados nos tecidos adiposos branco
retroperitoneal, figado, ST e plasma dos ratos HFD-obesos em relacdo ao
grupo CTRL (Fig. 2A-B, p <0,05). Estes resultados indicaram um efeito pro-
inflamatério sistémico da obesidade e bem como um aumento do estado
inflamat6ério no cérebro desses animais representados pela amostra de

estriado.

30



Consumo

>

alimentar (g)

n
=]
=]

o
=]

=]
=]

o
o

w
(@]

** p<0.0311 D E
p<0.0349 800+ p<0.0349 8007 = CTRL — 600 = 20 * . -
= o5 « HFD ol I 2% D CTRL @
I OESOU w : 1 2 8 s * I HFD T
x 5 400 400 6 B o
£3 1 g 3 .
a .o 400 5 o w 10 8t
c 9 o <] = T 9 200
S 2 g 200 wg T S E
g 2 ® 2 . 8 3 100 -
[7] - o * n n: s
T T 0 T T —-0 2 ol y U v T r 0
CTRL HFD CTRL HFD 1 5 10 15 20 25 CTRL HFD °
Tempo de dieta (semanas) ,\Q-o é\ q_d"} ,@-o L L& o@
& P ST EE &
‘[\v o RS “\V'
G H | IP-GTT J
150 — 5007 p<0.0121 207 p<0.0001
= p<o0001 = _ 5007 o CTRL p<o0.0359 [ 1000 a0 p<0.0416
T © 400 3 400{ = HFD 80 » o
= I € o 13 2 I c 2 I
100 g8 = ] [T []]
£ = 300 < E 300 . 60 2 E
© 8 s 10 — 4 = =
iy o / . o
E & g 200 o 2 200 400 & 2
g £ Ts 8 4 8
= = 100 = 100 w3
@ £
£ o0 0 —~—Lo 01— : r - r e
CTRL HFD CTRL HFD 0 CTRL HFD 0 30 60 90 120  CTRL HFD 0 15 30 60 90 CTRL HFD
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 1. Parametros metabdlicos da obesidade, intolerancia a glicose e
resisténcia a insulina induzidas por dieta hiperlipidica. A) consumo alimentar total B)
consumo energeético total C) Ganho de peso corporal semanal e peso corporal total D) massa
corporal dos tecidos adiposo branco retroperitoneal, adiposo branco epididimo, adiposo
marrom, musculo gastrocnémio, musculo séleo, figado e cérebro E) aumento de massa dos
tecidos em % F) concentragéo de glicose em jejum (mg / dL) G) concentracéo de insulina em
jejum (pmol / L) e H) HOMA-IR 1) teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (IP-GTT) e &rea
sob a curva entre 0 min E 120 min J) teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (IP-ITT) e
area sob a curva entre 0 min e 90 min de ratos submetidos a 25 semanas de dieta rica em
gordura (HFD) em relacao ao controle (CTRL). Os dados estdo expressos em média + DP (n =
10 / grupo). * p <0,01; ** p <0,001 vs grupo CTRL. As diferencas estatisticas para multiplas
medidas foram determinadas por ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey. Para
comparacdes intergrupo, os valores de p foram obtidos aplicando o teste t Student de duas vias

(p <0,05).
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Figura 2. A dieta hiperlipidica induziu aumento nos niveis de citocinas pro-
inflamatérias. Andlise dos niveis das citocinas A) TNF-a e B) IL-1B no tecido adiposo branco
retroperitoneal, figado, estriado (CEREBRO) e plasma de ratos submetidos a 25 semanas de
dieta hiperlipidica (HFD). Os dados estdo expressos em média + DP (n = 10/ grupo). * p <0,05;
* p <0,01; *** p <0,001 vs grupo controle (CTRL). As diferencas estatisticas foram

determinadas por ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey (p <0,05).

42 A OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA HIPERLIPIDICA
PROMOVEU ALTERACOES NOS NIVEIS PROTEICOS DE TIROSINA
HIDROXILASE E SINAPTOFISINA NA VIA NIGROSTRIATAL.

Para determinar se a obesidade induzida por dieta com alto teor de
gordura afeta a expressao de parametros classicos da doenca de Parkinson no
eixo nigroestriatal e area tegmental ventral, os niveis de sinaptofisina, tirosina
hidroxilase, p-Tau, Tau total e a-sinucleina foram medidos por immunoblotting.
A tirosina hidroxilase é uma enzima essencial para a sintese de dopamina e

também tem sido utilizada como principal indicador de morte de neurbnios
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dopaminérgicos (54).

O contedado proteico de tirosina hidroxilase foi

marcadamente reduzido nas amostras de SN, VTA e ST dos ratos HFD-obesos

quando comparado ao grupo CTRL (Fig. 3A, E, I, p <0,05), sugerindo que

houve uma neurodegeneracdo dopaminérgica significativa induzida pela

obesidade. Surpreendentemente, houve um aumento no imunocontetudo de

sinaptofisina na SN e VTA dos ratos HFD-obesos (Fig. 3B; F, J, p <0,05),

indicando uma possivel reorganizacdo sinaptica nestas regides especificas.

N&o foram encontradas diferencas no contetdo proteico de Tau total, p-Tau e

de a-sinucleina (Fig. 3C-D, G-H, K-L).
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Figura 3. A obesidade induzida por dieta promoveu alteracdes no contetdo
proteico de tirosina hidroxilase e sinaptofisina na via nigrostriatal. Deteccdo por
imunoblotting do contetdo proteico de tirosina hidroxilase, sinaptofisina, p-Tau e a-sinucleina
na substantia nigra (A-D) area tegmental ventral (E-H) e (I-L) de ratos submetidos a 25
semanas de dieta hiperlipidica (HFD) vs grupo de controle (CTRL). Os dados estédo expressos
em média + EPM (n = 7 / grupo). Os valores de p foram obtidos aplicando o teste t Student de

duas vias (p <0,05).

43 A IMUNOHISTOQUIMICA INDICOU NEURODEGENERACAO
DOPAMINERGICA E ATIVACAO DA MICROGLIA EM RESPOSTA A DIETA
HIPERLIPIDICA.

Para investigar se a obesidade promove neurodegeneracdo, morte de
neurdnios dopaminérgicos, astrogliose e / ou altera¢des na atividade de células
microgliais, realizamos analise de imunofluorescéncia em fatias de amostras de
SN obtidas por cortes de cérebros congelados de ratos submetidos a uma dieta
rica em gordura. Inicialmente examinamos o estado de astrogliose e ativacao
de microglia utilizando anticorpos de GFAP e Ibal, respectivamente. Os
resultados apontaram para um aumento na imunofluorescéncia de Ibal nas
fatias de SN de 3 dos 4 ratos HFD-obesos avaliados até o presente momento e
nenhuma diferenca foi obtida entre os grupos para GFAP (Figura 4). Em
seguida, avaliamos a morte neuronal e a morte dos neurdnios dopaminérgicos
utilizando anticorpos de NeuN e TH. Nao foram observadas diferencas para
NeuN entre os grupos embora tenha sido detectada uma evidente diminuicdo
da expressao de TH nas fatias de SN dos 4 ratos HFD-obesos avaliados até o
presente momento quando comparados ao grupo CTRL (Fig. 4), corroborando

com os resultados da analise por WB (Fig. 3A).
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Figura 4. A imunohistoquimica indicou neurodegeneracdo dopaminérgica e
ativacdo da microglia em resposta a dieta hiperlipidica. O painel obtido por microscopia
confocal indica morte de neurdnios dopaminérgicos sem diferencas na detec¢cdo de morte
neuronal total bem como para ativacdo da microglia na auséncia de astrogliose indicada por
coloragdo com TH, NeuN, Ibal e GFAP (respectivamente) na substantia nigra de ratos
submetidos a 25 semanas de dieta hiperlipidica (HFD) vs grupo de controle (CTRL). Imagens

representativas de 4 animais. (Ampliagdo do painel em 10X).

4.4 NITRACAO DE TIROSINA E DEPLECAO DO CONTEUDO DE TIOL
LIVRE NA VIA NIGROSTRIATAL EM RESPOSTA A DIETA HIPERLIPIDICA.
Os parametros dos danos nitrosativos e oxidativos foram quantificados

nas amostras de SN, VTA e ST dos ratos HFD-obesos. Os niveis de
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nitrotirosina foram maiores no VTA e ST dos ratos obesos (Fig. 5A, p <0,05).
Além disso, a dieta rica em gordura resultou em uma diminuicdo dos grupos tiol
livres no eixo nigroestriatal, mas ndo foi detectada nenhuma alteracdo na
amostra de VTA (p <0,05), demonstrando que a obesidade induz um aumento
da nitracdo de tirosina e oxidacdo do sulfidril que conduzem a formacédo de
ligacdes dissulfureto seguida de uma deplecéo do teor de tiol livre, que por sua
vez pode estar diretamente ligado aos niveis reduzidos de tirosina hidroxilase

presentes no cérebro de ratos HFD-obesos.
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Figura 5. Nitragdo de tirosina e deplecdo do conteudo tiol livre na via nigrostiatal
em resposta a dieta hiperlipidica. Deteccdo de A) nitrotirosina e B) grupos livres de tiol
(sulfidrilo, SH) quantificacdo na substantia nigra (SN), area tegmental ventral (VTA) e estriado
(ST) de ratos submetidos a 25 semanas de dieta hiperlipidica (HFD). Os dados estédo
expressos em média + DP (n = 10 / grupo). * p <0,05; ** p <0,01 vs grupo controle (CTRL). As
diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA de uma via seguido de teste post hoc

de Tukey (p <0,05).
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4.5 A DIETA HIPERLIPIDICA PROMOVEU A PIORA DA ATIVIDADE
LOCOMOTORA E ALTERACOES DO COMPORTAMENTO TIPO ANSIOSO,
MAS NAO AFETOU A MEMORIA E COORDENAGAO MOTORA.

Para identificar possiveis alteracdes na atividade locomotora e padréao
de comportamento associado a perda de tirosina hidroxilase, foram realizados
alguns testes comportamentais. A obesidade induzida pela dieta hiperlipidica
produziu um efeito negativo na distancia total percorrida no treinamento em
campo aberto melhor observada nos trés primeiros minutos, sem apresentar
diferencas no teste em campo aberto (Fig. 6C, p <0,05). Cada minuto de
distancia percorrida em campo aberto foi apresentado (Fig. 6A-B, p <0,05). Ndo
houve diferenca na distancia percorrida na zona central entre 0s grupos e,
portanto, nenhuma caracterizacdo do comportamento ansioso neste teste (Fig.
6G). Corroborando com os resultados de diminuicdo da locomocao
espontanea, o numero de episédios imdveis e o0 tempo total imével foi maior
assim como numero de levantamentos que foi significativamente menor nos
ratos HFD-obesos quando comparado ao grupo CTRL (Fig. 6E-F, p <0,05).
N&do foram encontradas diferencas na correlacdo entre a distancia total
percorrida no treinamento em campo aberto com o peso corporal,
demonstrando que a diminuicdo da locomocéo total e da mobilidade néo pode
ser associada ao aumento do peso corporal dos ratos obesos (Fig. 61). Em
contraponto, houve uma correlacao significativa entre a diminuicdo da distancia
total percorrida no treinamento em campo aberto com baixos niveis de tirosina
hidroxilase nos ratos HFD-obesos (Fig. 6J, p <0,0212; r = 0,6291), confirmando
a associacao efetiva entre obesidade e neurodegeneracdo dopaminérgica. Os

resultados encontrados no teste claro / escuro mostraram efeito tipo ansioso da
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dieta rica em gordura, apresentado por um numero diminuido de transicoes
entre os compartimentos, tempo que o animal permaneceu no compartimento
claro e comportamento de avaliacéo de risco dos ratos HFD-obesos (Fig. 7A-C,
p <0,05). No entanto, estes resultados podem ter sido influenciados pela
diminuicdo na mobilidade destes animais observada na tarefa em campo
aberto. No teste de reconhecimento de objetos ndo se verificou prejuizo da
memoria nos ratos obesos. Na sessdo de teste, ndo houve diferenca

significante no tempo gasto entre objeto familiar e objeto novo (Fig. 8A-B).

Para testar a coordenag¢do motora, os ratos foram treinados em rotarod
durante 2 dias consecutivos. Observou-se diferencas no tempo permanecido
na haste de rotacdo nos ratos HFD-obesos em relacéo ao grupo CTRL durante
a primeira exposi¢édo dos animais (dados ndo registrados). No entanto, ambos
0s grupos melhoraram a sua capacidade de permanecer sobre a haste rotativa
em funcdo do numero de ensaios e, devido a isto, a velocidade de

aprendizagem motora foi semelhante entre os grupos no teste (Figura 8C).
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Figura 6. A dieta hiperlipidica promoveu a piora da atividade locomotora. A)
minuto a minuto da distancia percorrida do treino de campo aberto B) minuto a minuto da
distancia percorrida do teste de campo aberto C) total de distancia percorrida D) distancia
percorrida nos 3 primeiros E) tempo imdvel F) niumero de episodios iméveis G) distancia
percorrida na zona central H) nimero de levantamentos |) correlacdo linear entre a distancia
percorrida total no treino de campo aberto e o peso corporal J) correlacdo linear entre a
distancia percorrida total no treino de campo aberto e o imunocontetdo de tirosina hidroxilase
de ratos submetidos a 25 semanas de dieta hiperlipidica (HFD). Os dados estdo expressos em
média + DP (n = 10 / grupo). *p< 0.05; **p< 0.01; ***p<0.001 vs grupo controle (CTRL). As
diferencas estatisticas para mdultiplas medidas foram determinadas por ANOVA de uma via
seguido de teste post hoc de Tukey. Para comparacfes intergrupo, os valores de p foram

obtidos aplicando o teste t Student de duas vias (p <0,05).
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Figura 7. A dieta hiperlipidica provocou alteragcbes no comportamento tipo
ansioso. A) tempo permanecido no compartimento claro B) nimero de transicdes entre os
compartimentos claro/escuro e C) comportamento de avaliagcdo de risco no teste claro/escuro
de ratos submetidos a 25 semanas de dieta hiperlipidica (HFD) vs grupo controle (CTRL). Os
dados estdo expressos em média £+ DP (n = 10 / grupo). Os valores de p foram obtidos

aplicando o teste t Student de duas vias (p <0,05).
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Figura 8. A dieta hiperlipidica ndo afetou a meméria e coordenagdo motora. A)
tempo total de exploracéo na sesséo de treino com objetos idénticos e na sesséo de teste com
um objeto familiar e um objeto novo B) razdo de discriminacdo da sessdo de teste do
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grupo). *p< 0.05 vs grupo controle (CTRL). As diferencas estatisticas para multiplas medidas

foram determinadas por ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey (p <0,05).

41



Parte lll

42



5. DISCUSSAO

A disfungdo metabdlica induzida pela obesidade vem sendo relacionada
com o0 aumento da incidéncia de deméncia, comprometimento das fungdes
cognitivas e alterac6es morfolégicas que podem levar a morte neuronal (2, 5).
Como muitas dessas alteracdes sdo semelhantes as encontradas em pessoas
idosas, a obesidade tem sido estabelecida na literatura cientifica como um fator
acelerador do processo de envelhecimento e, portanto, poderia contribuir para
0 inicio precoce de doencas neurodegenerativas como a DP através de
mecanismos ainda ndo esclarecidos. Sabe-se que a agregacao intraneuronal
de a-syn na forma de corpos de Lewy, a neurodegeneracdo dopaminérgica e
consequente deficiéncia de TH representam a principal caracteristica
patolégica da DP. No presente estudo, fornecemos evidéncias de que a
obesidade induzida por dieta hiperlipidica induz a morte de neurdnios
dopaminérgicos na via nigroestriatal independentemente de alteragbes no
contetido proteico de a-syn, que por sua vez, pode atuar em conjunto com a
proteina Tau no processo neurodegenerativo (43, 55). Os niveis reduzidos de
TH encontrados em nosso estudo foram particularmente atribuidos a uma
maior sinalizacao inflamatoéria e estresse oxidativo / nitrosativo no cérebro dos
animais obesos, e vem de acordo com dados publicados anteriormente, 0s
quais apontam para a ativacdo da microglia, inflamacdo cerebral e estresse
oxidativo como as principais causas da neurodegeneracao dopaminérgica em
modelo animal de PD (36, 56). Além disso, déficits cognitivos associados a
obesidade tém sido atribuidos a niveis aumentados de citocinas pro-
inflamatorias e reatividade da microglia (2). Apesar de observamos niveis

aumentados de TNF-a e maior imunofluorescéncia na maior parte das
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amostras dos ratos obesos para Ibal, ndo conseguimos detectar alteracdes de
GFAP na substantia nigra nesses animais, indicando que ha uma tendéncia
para o aumento na ativacdo da microglia ocorrendo na auséncia de astrogliose.
Entretanto, o dado mais inesperado do nosso trabalho foi o aumento na
expressdo de sinaptofisina como efeito da obesidade, o qual se opde a
achados anteriores que mostram uma reducdo da plasticidade sinaptica em
resposta a dieta rica em gordura (57-59). Para nosso entendimento, esse
resultado poderia estar indicando uma possivel reorganizacdo sinaptica do
cérebro como mecanismo compensatorio para manter os niveis normais de

dopamina apos a perda de neurbnios dopaminérgicos.

Estudos que buscam identificar se a obesidade representa um fator de
risco para o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, especialmente a
DP, mostram a obesidade induzida por dieta como uma condi¢cdo agravante a
perda de neurdnios dopaminérgicos e consequente diminuicdo nos niveis de
dopamina nigral (32, 60). No entanto, este é o primeiro estudo que mostra a
reducdo dos neurbnios dopaminérgicos como uma consequéncia direta da
obesidade e alteracbes metabdlicas provenientes da dieta, sem utilizar
intervencdes com neurotoxinas. Acreditamos que a diminuicdo dos niveis de
TH pode ser claramente observada em nosso trabalho devido ao maior tempo
de administracéo da dieta rica em gordura (25 semanas) quando comparado
aos demais estudos, uma vez que a grande maioria opta por um tempo menor.
A restricdo caldrica proporciona um efeito neuroprotetor na DP através de
mecanismos envolvendo mediadores metabdlicos e também atenua a patologia
da doenca de Alzheimer associada a melhora do declinio cognitivo relacionado

a idade (61, 62). De fato, dietas alternativas, niveis elevados de colesterol e
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alteracdes metabolicas subjacentes tornam-se um fator de risco prognostico
para DP (63-65). As alteracGes no metabolismo da glicose e nas concentracfes
de insulina parecem estar intimamente relacionadas com os danos do sistema
nervoso central (SNC), em que a hiperinsulinemia crénica e a resisténcia a
insulina vém sendo associadas ao comprometimento da memdéria, diminuicdo
dos niveis de neurotransmissores e desenvolvimento de deméncia (66).
Embora se saiba que a insulina pode atuar em diferentes locais do SNC, néo
encontramos insulina no LCR de nossos animais, possivelmente porgue nao
houve aumento significativo que pudesse ser detectado, sugerindo que a morte
dos neurbnios dopaminérgicos e as alteracdes sinapticas observadas na via
nigrostriatal sdo derivadas da neuroinflamacdo, resisténcia a insulina,
intolerancia a glicose e inflamacdo sistémica de baixo grau claramente
observada nos ratos obesos. Apesar de mostrarmos que as alteracdes
metabdlicas induzidas pela obesidade tém causado efeitos lineares para a
neuroinflamacdo e neurodegeneracdo, as mudancas na dieta tém sido mais
recentemente estudadas como uma condicdo intensificadora de doencas
neurodegenerativas causadas pela exposicdo continua a fatores ambientais
tais como os pesticidas (67). Nesse sentido, a inflamacgéo sistémica de baixo
grau, as mudancas nos mediadores inflamatérios que atuam como sensores de
desregulacdo metabdlica sisttmica para 0 cérebro e consequente
estabelecimento de neuroinflamacdo podem estar atuando como uma chave
para desencadear doencas relacionadas a idade, considerando que as
comorbidades causadas pela obesidade estdo vinculadas ao processo de

envelhecimento celular (68).
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Embora o nosso estudo tenha como foco a neurodegeneracéo induzida
pela dieta, nossos resultados apontam para consequéncias mais amplas da
obesidade nos padrées de comportamento. A HFD provocou efeitos negativos
na locomoc¢do espontanea e mobilidade sem apresentar correlacdo com o
aumento do peso corporal dos ratos obesos. Por outro lado, houve uma
correlacdo significativa entre a reducédo da atividade locomotora e os baixos
niveis de tirosina hidroxilase, demonstrando assim uma ligacdo notavel entre
as alteracbes comportamentais e morte dos neurdnios dopaminérgicos.
Acreditamos, porém, que esta diminuicdo da mobilidade pode ter contribuido
para o0s resultados positivos para aumento do comportamento tipo ansioso
observado nos ratos obesos devido a dependéncia de deslocamento na tarefa
claro / escuro. Surpreendentemente, ndo foi possivel detectar alteracées na
coordenacdo motora embora tenha sido verificado reducdo no numero de
levantamentos, locomocéao total e mobilidade. Durante os 2 dias consecutivos
de adaptacdo ao teste de rotarod observamos que o0s ratos obesos cairam
mais vezes do aparelho quando comparados ao grupo da dieta padrdo. No
entanto, ambos o0s grupos aprenderam similarmente a velocidade de
deslocamento exigida pelo teste, levando-nos a concluir que esse tempo de
adaptacdo pode ter afetado o resultado do teste considerando os diferentes
protocolos descritos para realiza-lo (69-71). Nenhum comprometimento da
memoéria também foi um dado inesperado e que vem em oposicao a relatos de
trabalhos anteriores que apontam pra prejuizos da memoria em resposta a
obesidade (72, 73). Nao acreditamos que mais avaliacbes de memoria sejam
necessarias, pois o reconhecimento de objetos € um teste efetivo de memoria

independente do hipocampo (72).
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Em resumo, neste estudo demonstramos que a obesidade induzida por

dieta rica em gordura e disfuncdo metabdlica induzem neurodegeneracao via

neuroinflamacédo e estresse oxidativo / nitrosativo (Figura 9). Pesquisas

adicionais sdo necessarias para descobrir mecanismos mais profundos

capazes de explicar os resultados encontrados em nosso estudo e assim

definir o verdadeiro papel da obesidade, resisténcia a insulina e sinalizacéo

metabdlica em doencas neurodegenerativas. Novas abordagens terapéuticas

que visem combater a neuroinflamacdo parecem ter implicacdes importantes

para prevenir o desenvolvimento da DP em pessoas obesas, especialmente

aquelas com predisposi¢ao genética ou exposicao a riscos ambientais.
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Figura 9. Efeitos da obesidade induzida por dieta hiperlipidica sobre a

neuroinflamacéo e neurodegeneracéo.

6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados na presente dissertacéao,

podemos concluir que:

a) A obesidade induzida por dieta hiperlipidica provoca alteracdes em
parametros metabdlicos tais como intolerancia a glicose e resisténcia a insulina
bem como inflamacao sistémica induzidos pelo aumento de deposicdo de

gordura.

b) A obesidade induzida por dieta hiperlipidica promove ativacdo da
microglia na substantia nigra, inflamacéo e estresse oxidativo / nitrosativo na

via nigrostriatal de ratos.

c) A obesidade induzida por dieta hiperlipidica provoca
neurodegeneracdo dopaminérgica e alteracfes na organiza¢ao sinaptica na via

nigrostriatal de ratos.

d) A obesidade induzida por dieta hiperlipidica provoca alteracdes em
padrées de comportamento tais como a queda da atividade locomotora, na
mobilidade total e alteragcbes no comportamento tipo ansioso associados a
perda de neurbnios dopaminérgicos, no entanto ndo é traz prejuizos para a

mem©aria e coordenacdo motora.
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7. PERSPECTIVAS

Nosso estudo foi o primeiro a apresentar uma relagdo linear entre a
obesidade e alteragcBes metabdlicas com a neurodegeneracdo dopaminérgica,
entretanto pesquisas mais aprofundadas se fazem necessarias para explorar
0S mecanismos subjacentes capazes de esclarecer os efeitos observados aqui.
Para tanto, criou-se perspectivas para a realizacdo de novas avaliacOes,

incluindo:

a) aumentar o niumero de animais avaliados na imunofluorescéncia para

confirmar os resultados obtidos até o momento.

b) os niveis de dopamina e receptores dopaminérgicos na via

nigrostriatal dos ratos HFD-obesos.

c) a fosforilacdo da tirosina hidroxilase na via nigrostriatal dos ratos HFD-

obesos.

d) os efeitos de tratamentos utilizando anti-inflamatorios e anti-oxidantes

na neurodegeneracdo dopaminérgica dos ratos HFD-obesos.

e) os efeitos de fatores agravantes a neuroinflamacdo dos ratos HFD-
obesos tal como o LPS, que por sua vez poderia conduzir a alteracbes em

parametros caracteristicos da DP como a a-sinucleina e p-Tau.

f) uma curva de tempo da neurodegeneracdo dopaminérgica provocada
pela dieta hiperlipidica, buscando esclarecer em que momento esse efeito &
iniciado e se de fato o mesmo ocorre ap0s a neuroinflamacdo e estresse

oxidativo / nitrosativo cerebral.
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9. ANEXOS

ANEXO 1. LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Parametros metabdlicos da obesidade, intolerancia a glicose e

resisténcia a insulina induzidas por dieta hiperlipidica.

Figura 2. A dieta hiperlipidica induziu aumento nos niveis de citocinas

pro-inflamatorias.
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Figura 3. A obesidade promoveu alteracbes no conteudo proteico de

tirosina hidroxilase e sinaptofisina na via nigrostiatal.

Figura 4. A imunohistoquimica indicou neurodegeneragao

dopaminérgica e ativacado da microglia em resposta a dieta hiperlipidica.

Figura 5. Nitracao de tirosina e deplecdo do conteudo tiol livre na via

nigrostriatal em resposta a dieta hiperlipidica.

Figura 6. A dieta hiperlipidica promoveu a piora da atividade locomotora.

Figura 7. A dieta hiperlipidica provocou alteracdes no comportamento

tipo ansioso.

Figura 8. A dieta hiperlipidica ndo afetou a memodria e coordenacao

motora.

Figura 9. Efeitos da obesidade induzida por dieta hiperlipidica sobre a

neuroinflamacéo e neurodegeneracao.
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ANEXO 2. Carta de aprovacédo do projeto de pesquisa pelo CEUA-

UFRGS.

UFRG S PRO-REITORIA DE PESQUISA %‘.‘;LtUA

UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL Comisséo De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comisséo De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Numero: 29493

Taalos EFEITO DA RESISTENCIA A INSULINA INDUZIDA POR DIETA HIPERLIPIDICA E OBESIDADE
SOBRE PARAMETROS ASSOCIADOS A DOENCA DE PARKINSON EM REGIOES DO SNC

Vigéncia: 16/08/2015 a 16/08/2017

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

DANIEL PENS GELAIN - coordenador desde 16/08/2015
Rafael Calixto Bortolin - Aluno de Doutorado desde 16/08/2015
ALINE BITTENCOURT - Aluno de Mestrado desde 16/08/2015

Comisséo De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reuniéo realizada em
13/07/2015 - Sala Multiuso da Biblioteca Central - Andar Térreo do Prédio da Reitoria -
Campus Centro - UFRGS, em seus aspectos éticos e metodolégicos, para a utilizagao de 180
ratos machos Wistar (Rattus norvegicus, var. Albinus), adultos (4-5 meses), com peso médio
de 150 g, provenientes da col6nia de reprodugdo do biotério do Departamento de
Bioquimica/UFRGS, de acordo com os preceitos das Diretrizes e Normas Nacionais e
Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15
de julho de 2009, e as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), que disciplinam a produgdo, manuten¢do e/ou utilizacao
de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) em atividade de ensino ou
pesquisa.

Porto Alegre, Terga-Feira, 28 de Julho de 2015
CV‘>L1WC. H/jl.)»l

CRISTIANE MATTE
Coordenador da comisséo de ética
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