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Resumo

A obesidade € um problema de saude publica relacionada a um padrdo alimentar
inadequado. A atividade inflamatdria subsequente ao aumento do tecido adiposo esta
associada a varios prejuizos como neuroinflamacéo, resisténcia periférica e central a
insulina, resisténcia a leptina e déficit cognitivo. O déficit cognitivo € muito caracteristico
da Doenca de Alzheimer, a qual acomete grande parte dos idosos, principalmente do
sexo feminino. Porém, ha poucos estudos investigando se essa alteracdo pode ocorrer
em adultos do sexo feminino, quando submetidos a uma dieta hipercalorica. O objetivo
desse trabalho foi avaliar o efeito de uma dieta hipercal6rica sobre a memdéria de
reconhecimento em ratas Wistar adultas e investigar o envolvimento de alteracdes
metabdlicas, caso seja encontrado prejuizo na memoria. Ratas Wistar adultas foram
tratadas por 22 semanas com dieta padrdo (2,95 kcal/g) ou dieta hipercalérica (3,44
kcal/g). Na 212 semana de dieta foi realizado um teste de locomocdo para avaliar a
atividade locomotora dos animais e foi feita a avaliacdo da fung&o cognitiva, onde
utilizou-se um teste comportamental de reconhecimento de objetos. Uma semana apos,
no periodo de diestro, os animais foram mortos por decapitacdo e o sangue troncular foi
coletado para dosagem sérica de TNF-a, IL1-B, leptina e insulina por ELISA e glicose
por kit enzimatico. O hipocampo foi coletado para posterior dosagem de TNF-a, IL1-8 e
insulina por ELISA e Akt por Western Blot. A andlise estatistica foi realizada por Teste t
(p < 0,05). Os animais que consumiram a dieta hipercalorica tiveram um maior consumo
em gramas e em calorias, maior ganho de peso total e maior indice lipossomatico em
relacdo ao grupo controle. Nao houve alteracdo na capacidade locomotora dos animais.
O teste de reconhecimento de objetos indicou que os animais do grupo dieta
hipercal6rica ndo obtiveram consolidacdo de memodria. Quanto aos parametros séricos
apenas foi observada diferenca significativa nas concentracées de glicose e leptina, as
quais aumentaram no grupo dieta hipercal6rica. No hipocampo, nenhum parametro
avaliado apresentou diferenca significativa. Conclui-se que esta dieta foi eficaz para
causar obesidade e desencadear uma alteracdo de memobria. Isto pode estar
relacionado com o0s niveis séricos aumentados de leptina, porém nao tem associacao
com inflamacao e resisténcia insulinica periférica ou central, no modelo de obesidade
utilizado.

Palavras-chave: obesidade; déficit cognitivo; dieta hipercaldrica.



Abstract

Obesity is a public health problem that is closely related to an inadequate dietary
pattern. The subsequent inflammatory activity with increased adipose tissue is
associated with various losses caused by obesity as central and peripheral insulin
resistance, leptin resistance, neuroinflammation and cognitive impairment. It is known
that cognitive impairment is very characteristic of Alzheimer's disease, which affects
many elderly people, especially women. However, there are few studies investigating
whether this change may occur in female adults, when subjected to a high calorie diet.
Thus, the aim of this study was to evaluate the effect of a high calorie diet on object
recognition memory in adult female rats and investigate the involvement of metabolic
disorders (peripheral and central), if found impaired memory. Adult female Wistar rats
were treated for 22 weeks with standard diet (2.95 kcal/g) or hypercaloric diet (3.44
kcal/g). In the 21st week, locomotion test was performed to assess the locomotor activity
of the animals was taken and the evaluation of cognitive function, where we use a
behavioral pattern recognition objects. One week after, in the dioestrus period, the
animals were killed by decapitation and truncal blood was collected for serum TNF-q,
IL1-B, leptin and insulin by ELISA and glucose by enzymatic kit. The hippocampus was
collected for later dosage of TNF-a, IL1-8 and insulin by ELISA and Akt by Western Blot.
The statistical analysis was conducted by t test (p <0.05). The animals fed the high-
calorie diet had a higher intake in grams and calories, total gain greater and greater
weight liposomal index compared to the control group. There were no changes in
locomotor ability of animals. The object recognition test showed that the animals of the
high calorie diet group did not obtain memory consolidation. As for serum parameters
was only observed significant difference in glucose and leptin, which increased in
animals that received hypercaloric diet. In the hippocampus, any evaluated parameters
showed a significant difference between the groups. We can conclude that this high
calorie diet was effective in causing obesity and trigger a memory change. This may be
related to the increased serum levels of leptin but has no association with inflammation
or central and peripheral insulin resistance in obesity model used.

Keywords: obesity; cognitive impairment; calorie diet.
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1 Introducéo

A obesidade é uma doenca cronica multifatorial caracterizada pelo acumulo
excessivo de gordura corporal (WHO,1998). Segundo dados da VIGITEL (2013), 50,8%
dos brasileiros estdo acima do peso ideal e, destes, 17,5% sdo obesos, 0 que torna a
obesidade um problema de saude publica. De modo geral, ela esta muito relacionada
com um elevado consumo de alimentos ricos em acgucar, gorduras saturadas e trans e
pelo baixo consumo de carboidratos complexos e fibras (IBGE, 2011). Esse padréo
alimentar, mais conhecido como “dieta ocidental” ou “dieta moderna”, surgiu devido a
diversas modificacdes na alimentacdo e vem sendo incorporada crescentemente pela
populacao (BRASIL, 2006).

O tecido adiposo, o qual estd aumentado na obesidade, é considerado um 6rgéo
enddocrino, metabolicamente ativo, que desempenha algumas funcdes importantes
como a manutencédo do balanco energético, a termorregulacdo, metabolismo de lipidios
e da glicose, modulacéo da funcdo hormonal e reprodutiva, entre outras. Além disso, o
tecido adiposo tem um papel fundamental nas cascatas inflamatorias, pré-coagulantes
e antifibrinoliticas vasoativas, o0 que sugere uma influéncia direta sobre o processo
inflamatério (RODRIGUEZ et al., 2009; FLORES-LAZARO et al., 2011). Em um
contexto de obesidade, observa-se que cerca de 70 a 80% dos individuos sofrem um
processo de remodelamento tanto estrutural quanto funcional do tecido adiposo. Isso
permite a infiltracdo de macrofagos, que por sua vez secretam grande quantidade de
citocinas pro-inflamatorias (como por exemplo, o fator de necrose tumoral alfa, TNF-a, e
a interleucina 1 beta, IL1-B), provocando assim uma reacao inflamatéria aguda. Caso
isso ndo seja resolvido adequadamente, instala-se um quadro de inflamagéo crénica, o
que caracteriza a obesidade como uma condi¢ao crénica de baixo grau de inflamagéo
(UYSAL et al., 1997; HEILBRONN & CAMPBELL, 2008; CLARIA et al., 2012).

Esse quadro de inflamacdo instalado pela obesidade pode desencadear
alteracbes metabdlicas, tanto periféricas quanto centrais. Na periferia, a resisténcia a
insulina (RI) é a principal disfungdo observada (IZAOLA et al., 2015). A insulina € um
horménio anabdlico que regula a homeostase da glicose em varios niveis, reduzindo a

producdo hepética de glicose (via diminuicdo da gliconeogénese e glicogendlise) e
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aumentando a captacao periférica de glicose, principalmente nos tecidos muscular e
adiposo. A insulina também estimula a lipogénese no figado e nos adipdcitos e reduz a
lipdlise, bem como aumenta a sintese e inibe a degradacao proteica (CARVALHEIRA et
al., 2002). Segundo Ascaso et al. (2003), a resisténcia a insulina € uma “condigao
patoldgica caracterizada por falta de resposta fisiologica dos tecidos periféricos a acao
da insulina, levando a alteragbes metabdlicas e hemodindmicas”. Um dos fatores que
levam a isso é o fato das citocinas proé-inflamatérias (principalmente o TNF-a), na
obesidade, serem capazes de diminuir a expressao dos transportadores de glicose
(GLUT-4) na superficie celular, diminuir a fosforilagdo do substrato 1 dos receptores de
insulina (IRS-1) e diminuir a fosforilacdo especifica do receptor da insulina, o que gera
um quadro de hiperinsulinemia (ARSLAN et al., 2010).

No sistema nervoso central (SNC) acontece da mesma forma: as citocinas proé-
inflamatorias (que conseguem ultrapassar a barreira hemato-encefalica) provocam uma
inflamacdo no encéfalo (neuroinflamacéo), gerando uma resisténcia central a insulina
(AKIYAMA et al., 2000; CHAKRABORTY et al., 2010). Neste tecido, a insulina é
responsavel por produzir sensacdo de saciedade e aumentar o gasto energético
(IZAOLA et al., 2015). Além disso, em alguns estudos recentes, viu-se que a insulina é
importante para a sobrevivéncia neuronal e funcdo do cérebro (MCNAY &
RECKNAGEL, 2011) e também participa dos processos de aprendizagem, memoria e
plasticidade sinaptica (CHIU et al., 2008; ZHAO et al., 2010; MCNAY & RECKNAGEL,
2011). A Figura 1 ilustra o papel da neuroinflamacdo na sinalizacdo da insulina e a
consequente alteracdo na memoria e plasticidade sinaptica. Observa-se que, sob
condicdes fisiolégicas, a insulina se liga no seu receptor de superficie celular, o que
desencadeia sua autofosforilagdo e permite a fosforilagdo do IRS1, que ativa a ezima
P13k, gerando respostas celulares que irdo facilitar a plasticidade sinaptica e a memoria.
Entretanto, sob condigbes de neuroinflamacdo, o aumento da ligagdo do TNF-a com
seu receptor, ativa as cinases JNK, PKR e IKK, resultando na fosforilagdo de serinas
inibidoras do IRS-1; concomitantemente, ha remocao do receptor de insulina da
superficie celular, gerando um defeito na sinalizagdo da insulina que ira causar uma

disfuncao sinaptica e um prejuizo na memoéria (FELICE et al., 2014).
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Figura 1. Papel da neuroinflamacéo na sinalizagdo da insulina e a consequente alteragdo da

plasticidade sinaptica e memédria (figura adaptada de Felice et al., 2014).

Alguns autores sugerem que alteracbes na acdo da insulina e mudancas no
metabolismo da glicose (periféricas e centrais) podem levar a um risco maior de
desenvolvimento de deméncia (LUCHSINGER et al.,, 2004; JANSON et al., 2004),
principalmente devido a inibigcdo da via PI3K/Akt, uma das principais vias de sinalizagédo
da insulina (LIU et al., 2009). No mesmo sentido, outros autores tém encontrado uma
associacdo do prejuizo da sinalizacdo da insulina na periferia e no cérebro com déficit
cognitivo em ratos alimentados com dieta hiperlipidica/hipercalérica (PINTANA et al.,
2012; PINTANA et al., 2013; KISHI et al., 2014). Isso é refor¢cado por resultados de
Baker e colaboradores (2010) que mostram que a resisténcia a insulina nos tecidos
periféricos poderia facilitar a resisténcia a insulina no cérebro por reduzir a captagéo de
glicose no mesmo, aumentando o risco de desenvolvimento de deméncia. Sendo
assim, parece que defeitos na sinalizacdo da insulina no cérebro podem dar origem a
deéficits cognitivos e disfuncdo neuronal, que s&o caracteristicos da Doenca de
Alzheimer (FELICE et al., 2014).

Outra disfuncdo importante na obesidade, também podendo ser causada pela

inflamacéo, € a resisténcia a acdo da leptina. A leptina € um horménio secretado
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principalmente por adipdcitos, sendo produzida em maior quantidade pelo tecido
adiposo subcutaneo do que pelo tecido adiposo visceral (MONTAGUE et al., 1998). Ela
é responsavel por sinalizar ao SNC a inibicdo do consumo de alimentos e a diminui¢édo
do peso corporal (ZHANG et al., 1994). Sabe-se que individuos obesos apresentam
altos niveis circulantes de leptina no sangue (AHIMA, 2008), entretanto observa-se que
ha uma incapacidade deste horménio de realizar sua funcéo. Estima-se que a presenca
de altos niveis de leptina no plasma seria um indicativo de resisténcia a este horménio,
seja pela alteracdo da sua sintese e/ou secrecao, por alteracdes da passagem de
leptina pela barreira hemato-encefalica (BHE), por anomalias nos receptores ou
posterior sinalizacdo (ROMERO & ZANESCO, 2006). Outra hipdtese seria que as
citocinas pro-inflamatorias, oriundas de uma inflamacao periférica (como ocorre na
obesidade), poderiam ultrapassar a BHE e antagonizarem a acdo da leptina no
hipotalamo (SIGNORE et al., 2008).

Da mesma forma como na resisténcia a insulina, alguns estudos demonstram
que a resisténcia a leptina no cérebro pode estar envolvida com o prejuizo da funcao
cognitiva (GRILLO et al., 2011a; FADEL et al., 2013). Sabe-se que o receptor de leptina
€ expresso em Varias regides do cérebro, incluindo o hipocampo (MERCER et al., 1996;
HUANG et al., 1996), e que este hormbnio é capaz de participar na regulacao da
plasticidade sinaptica (GRILLO et al., 2011b; MCGREGOR et al., 2015). Ha evidéncias
de que ratos que apresentam alteracdes na resposta a acdo da leptina tém a
capacidade de aprendizagem espacial e plasticidade sinaptica prejudicadas (OOMURA
et al., 2006; HARVEY et al., 2006). J4 quando a leptina é introduzida diretamente no
hipocampo, ha um aumento na proliferacdo de precursores neuronais € uma diminuicédo
da neurodegeneracdo (DOHERTY et al., 2011; PEREZ-GONZALEZ et al., 2011).

O hipocampo € a principal regido do cérebro envolvida com processos de
aprendizagem e memoria (EICHENBAUM & COHEN, 2001). A memodria pode ser
dividida em dois grandes grupos: memoria espacial e memoria nao-espacial. Um
subtipo de memoria ndo-espacial € a memoria de reconhecimento, que se define pela
capacidade de distinguir estimulos novos de estimulos familiares. Ela depende da
integridade do lobo temporal medial, o qual inclui o hipocampo, cértex perirrinal, cortex
entorrinal e coOrtex para-hipocampal (SQUIRE et al.,, 1991; SQUIRE et. al., 2007). O
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reconhecimento prejudicado de objetos familiares e as dificuldades em distingui-los dos
objetos novos € um dos primeiros tracos de declinio cognitivo, que € observado em
pacientes com doenca de Alzheimer e esquizofrenia, 0os quais tém uma memoria
declarativa prejudicada (GRADY et al., 2001; PINKHAM et al., 2007; FORSTL & KURZ,
1999; WEISS & HECKERS, 2001; CIRILLO & SEIDMAN, 2003)

A doenca de Alzheimer (DA) é uma das principais doencas em que ha disfuncéo
cognitiva. Ela € uma doenca neurodegenerativa, progressiva e fatal, sendo a forma
mais comum de deméncia associada a idade avancada (PAUWELS et al., 2012; YU &
ZHENG, 2011), com maior prevaléncia no sexo feminino (NAHID et al., 2007). Os sinais
presentes na DA incluem perda cognitiva progressiva, afetando principalmente a
memoéria (KATSOURI & GEORGOPOULOQOS, 2011). Sabe-se que o envelhecimento é
um fator de alto risco tanto para RI / diabetes melittus quanto para DA (BLAZQUEZ et
al., 2014). Entretanto, alguns poucos estudos vém relacionando os distarbios
metabolicos da obesidade com a fungdo cognitiva em adultos-jovens. Fergenbaum et
al. (2009) relatam que, ndo s6 os idosos, mas também adultos-jovens que tém
comorbidades relacionadas com a obesidade apresentam disfungdo cognitiva.
Corroborando, Bove e colaboradores (2013) revelam que a resisténcia a insulina pode
ser capaz de afetar a funcdo cognitiva nessa mesma populacdo. Além disso, dos
estudos que vem sendo feitos com esta faixa etaria, muitos séo realizados com o sexo
masculino. Jurdak et al. (2008) e Chepulis et. al. (2009) alimentaram ratos machos
adultos com uma dieta rica em acucar e viram que 0s animais apresentaram prejuizo de
aprendizagem e memoria. Eles também sugerem que isto pode ter ocorrido devido a
uma alteracdo na sensibilidade a insulina e no metabolismo da glicose. Assim, a
resisténcia a insulina é uma condicdo que afeta seriamente a qualidade de vida e
longevidade dos idosos, embora nos ultimos anos também esteja afetando os jovens
obesos (BLAZQUEZ et al., 2014), principalmente do sexo masculino.

Desse modo, considerando que (1) uma dieta hipercaldrica provoca obesidade, a
qual resultard em disfuncdes metabdlicas que estdo envolvidas na alteracdo da funcao
cognitiva, e que (2) h& poucos estudos indicando que essa alteragdo pode ocorrer em
adultos do sexo feminino, torna-se interessante estudar o que aconteceria com a

memoria dessa faixa etaria, do sexo feminino, em resposta a uma dieta hipercaldrica.
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2 Hipotese

Ratas Wistar adultas-jovens submetidas a uma dieta hipercal6rica apresentam
declinio da funcéo cognitiva e este declinio poderia estar relacionado com alteracdes

metabdlicas causadas pela obesidade.

3 Objetivos

3.1 Gerais

Avaliar o efeito de uma dieta hipercal6rica sobre a memoria de reconhecimento
de objetos em ratas Wistar adultas-jovens e investigar o envolvimento de alteracdes

metabdlicas (periféricas e centrais) que poderiam estar relacionadas a esses efeitos.

3.2 Especificos

e Avaliar se a dieta empregada neste estudo causa obesidade e alteragdo no
consumo alimentar;

e Investigar se a dieta hipercaldrica pode alterar o desempenho no teste de
reconhecimento de objetos;

e Avaliar se a dieta hipercalérica modifica as concentracdes séricas de parametros
metabdlicos como glicose, leptina e insulina;

e Determinar se a dieta hipercal6rica é capaz de induzir inflamacéo sistémica,
avaliada pelos niveis séricos de TNFalfa e IL1-;

e Avaliar se esta dieta pode induzir neuroinflamacdo no hipocampo, determinada
pelos niveis hipocampais de TNF-a e IL1-[3;

e Determinar se a dieta hipercal6rica pode induzir uma resisténcia central a
insulina, verificada pela concentracdo de insulina e expressao de pAkt/Akt no

hipocampo.
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4 Material e Métodos

4.1 Local

Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Interagcdo Neuro-Humoral (LINH) do
Departamento de Fisiologia, no Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

4.2 Animais

Foram utilizadas 30 ratas Wistar fémeas adultas-jovens (60 dias de idade no
inicio do tratamento), provenientes do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de
Animais de Laboratério (CREAL) da UFRGS. Os animais foram separados em grupos
de, no maximo, cinco por caixa, com livre acesso a dieta e a 4gua, e permaneceram em
ambiente com temperatura controlada entre 22°+2°C, com ciclo claro/escuro de 12
horas (das 5 as 17h). Assim, foram divididos em dois grupos experimentais: grupo
controle e grupo dieta hipercalérica. A duracao do tratamento (dieta) foi de 22 semanas.
Os procedimentos experimentais seguiram as normas éticas brasileiras (GOLDIM,
1997). O projeto foi aprovado pelo Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob
namero 19788.

4.3 Dieta

A dieta oferecida aos animais do grupo controle foi a racdo padrdao de biotério
(NUVILAB CR-1), com 2,95 kcal/g e composta de 4,5% de lipidios, 22% de proteinas e
55% de carboidratos. A dieta experimental escolhida foi uma dieta palatavel
hipercalorica (produzida no préprio laboratério e analisada pelo Laboratorio de Nutricao
Animal do Departamento de Zootecnia - UFRGS) com 3,44 kcal/g e composta de
aproximadamente 5,1% de lipidios, 18,4% de proteinas e 68,9% de carboidratos. A
mesma foi disponibilizada a vontade, todos os dias, aos animais do grupo dieta, sendo
oferecida, além disso, dieta padrdo e agua. Na tabela 1 observa-se a composicao da
dieta hipercaldrica.
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Ingredientes Medida
Racéo triturada 1 kg
Caseina 150 g
Maisena 500 g
AcUcar 300 g
Banha de porco 50 g
Agi sal 7,49
CMC 20 g
Agua destilada 1L

Tabela 1. Composicao da dieta hipercalérica

4.4 Consumo alimentar e ganho de peso total

A racdo era pesada antes de ser fornecida aos animais. Vinte e quatro horas
apos o fornecimento realizava-se a pesagem da racao restante. A medida do consumo
foi calculada pelo peso da ragéo fornecida menos o peso da racao restante. Os animais
foram pesados, individualmente, no primeiro dia antes do oferecimento da dieta e no dia

da morte, para posterior calculo do ganho de peso total.

4.5 Acompanhamento das fases do ciclo estral

Ap6s 19 semanas de dieta, o lavado vaginal de cada animal foi analisado
diariamente. A coleta foi realizada com auxilio de uma pipeta plastica contendo soro
fisiolégico, a qual era introduzida no canal vaginal da fémea e o soro fisiolégico era
injetado para coleta do lavado vaginal. O liquido coletado era depositado sobre uma
lamina de vidro e analisado a fresco no microscépio éptico. Pela analise da composicao
celular do lavado, inferia-se em qual fase do ciclo estral o animal se encontrava.

O ciclo estral de ratas Wistar é dividido em quatro fases: proestro, quando o
lavado é composto principalmente de células epiteliais (periodo pré-ovulatério); estro,
guando o lavado € composto principalmente de células epiteliais cornificadas (fase de
receptividade sexual, em que ha aumento dos niveis de estradiol); metaestro, quando o
lavado € composto de células epiteliais cornificadas e leucdcitos (desenvolvimento de

foliculos do ovario); e diestro, quando o lavado €& composto principalmente por



20

leucécitos (fase folicular, em que ha baixos niveis de estradiol) (SINGLETARY et al.,
2005; BECKER et al., 2005).

Esse acompanhamento € importante para que se submeta todos os animais ao
teste de reconhecimento de objetos na mesma fase do ciclo estral, pois sabe-se que
dependendo dos niveis de estradiol, as fémeas podem ter diferentes desempenhos.
Assim, todas as ratas foram submetidas ao teste na fase de diestro, quando os niveis
de estradiol ndo estdo elevados, nédo interferindo no resultado final (WARREN &
JURASKA, 1997).

4.6 Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados apds 21 semanas de dieta. Todas

as ratas foram submetidas aos testes descritos a seguir.

4.6.1 Teste de locomogao no campo aberto

Este teste tem como objetivo avaliar a capacidade locomotora dos animais. Uma
vez que o teste de reconhecimento de objetos requer que o animal se desloque e
explore os mesmos e, havendo alguma alteracdo na locomocdo, este teste sera
prejudicado. Além disso, teoricamente a dieta hipercalérica causa obesidade e os
animais obesos podem ter problemas de locomocdo, ndo realizando o teste de
reconhecimento de objetos adequadamente. Para isso, 0os animais foram colocados no
quadrante inferior esquerdo de um campo aberto de 50x50 cm delimitado por quatro
paredes com 20 cm de altura, sendo trés de madeira e uma de vidro transparente. O
animal era colocado no campo aberto durante 5 minutos e cada vez que ele se
locomovia, era disparado um crondmetro. Ao final do teste foi contabilizado o tempo de
locomocéo do animal e foi calculado a porcentagem de tempo que este se locomoveu
em relagcdo ao tempo de permanéncia no campo (5 minutos) (teste adaptado de
BARROS et al., 2006).
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4.6.2 Teste de reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos (ENNAUCER & DELACOUR, 1988) € um
teste comportamental utilizado para acessar memaria declarativa em roedores, que se
baseia na tendéncia natural do animal a explorar mais o objeto novo em detrimento ao
objeto familiar, num contexto conhecido.

Esse teste foi realizado na mesma caixa utilizada para o teste de locomocao
(campo aberto), tal como descrito por Dere et al. (2005). Todos os animais foram
habituados na caixa experimental na auséncia de qualquer estimulo comportamental
especifico durante 20 minutos por quatro dias. Os objetos, feitos de metal ou vidro,
foram fixados ao piso da arena com fita adesiva. No primeiro dia (dia do treino), os
animais foram colocados na arena contendo dois objetos diferentes (A e B) para
explora-los livremente por 5 minutos. No dia seguinte (dia do teste), um dos objetos foi
substituido por um novo objeto (objeto C) e o rato foi introduzido na arena por mais 5
minutos, como mostra a Figura 2. A exploracdo foi definida como cheirar ou tocar no
objeto com o nariz e/ou patas dianteiras. Virar ou sentar no objeto ndo foi considerado
comportamento exploratorio. O tempo gasto para explorar cada objeto foi cronometrado
no momento do teste e expresso como uma percentagem do tempo total de exploracéo
calculado em segundos (ROSSATO et al., 2007).

Treino Teste

o’ ~. @
f? 24h ?
&g l— s e

Figura 2. Esquema do teste de reconhecimento de objetos.
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4.7 Eutanésia, obtencéo dos tecidos e descarte de residuos

Ao final de 22 semanas do inicio do experimento, quando as ratas estavam no
periodo de diestro do ciclo estral, elas foram mortas por decapitacdo em guilhotina para
roedores, sem anestesia, para obtencdo do sangue total e dos tecidos para posterior
realizacdo das analises bioquimicas. O método escolhido para eutandsia baseia-se no
fato deste ser um método eficaz que produz mudancas fisiolégicas minimas nos
tecidos. A morte dos animais sob anestesia, apesar de desejavel, € incompativel com
Nossos experimentos porque todos os anestésicos comumente utilizados em estudos
com animais experimentais levam a uma intensa hiperglicemia em roedores (BROWN
et al.,, 2005; SAHA et al., 2005). Os animais foram decapitados em ambiente
exclusivamente destinado a morte dos animais, com exaustdo e higienizacdo completa
de todo o material entre a morte de um animal e outro.

ApGs a morte, foi feita a dissecacdo do encéfalo em superficie gelada. O hipocampo
foi removido e congelado para posteriores analises pelo método de ensaio
imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) e pela técnica de Western Blot. O sangue
troncular foi coletado em tubos de ensaio contendo gel separador e, apés
aproximadamente duas horas, o sangue foi centrifugado por 15 minutos a 1000xg. O
soro coletado foi separado em aliquotas e estocado a -20°C até o momento das
analises bioquimicas. O tecido adiposo visceral foi retirado e pesado para calculo do
indice lipossomatico, onde o peso da gordura visceral € dividido pelo peso corporal do
animal.

As carcacas e demais residuos biolégicos foram colocados em sacos plasticos
identificados com o simbolo de risco biologico e congelados em freezer (-20°C), para
serem posteriormente encaminhados para coleta e eliminacdo por empresa

especializada.
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4.8 Dosagens séricas

A concentracdo de glicose sérica foi dosada com kit enzimético (da marca
Labtest) por espectofotometria, de acordo com as instrucfes do fabricante.

As dosagens séricas de insulina, leptina, TNF-a e IL1-B foram realizadas pela
técnica de ELISA, de acordo com as orientacdes dos fabricantes (kits da marca Milipore
para insulina e leptina; kit da marca Invitrogen para TNF-a; e kit da marca Abcam para
IL1-B).

Para célculo do HOMA-IR, utilizou-se a férmula: Insulinemia (uUIl/mL) x Glicemia
(mmol/L) / 22,5.

4.9 Dosagens no hipocampo

Insulina, TNFa e IL1-B foram dosados nos homogeneizados de hipocampo, pelo
meétodo de ELISA (com os kits das marcas citadas anteriomente), e os resultados foram
normalizados para a quantidade de proteina no tecido, mensurada pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976).

4.10 Expressao proteica (Western Blot)

Para a medida da expressdo da proteina AKT e AKT fosforilada no hipocampo,
este foi homogeneizado com tampao de lise (PIK - NaCl 150mM, Tris 20mM, EDTA
5mM, glicerol 10%, NP 40 10% + PMSF: um inibidor de protease, 1mM, pH de 7,4). O
homogeneizado foi centrifugado por 15 minutos a 7000xg em centrifuga refrigerada e o
sobrenadante foi coletado. ApGs quantificacdo de proteinas totais do sobrenadante pelo
método de Bradford (BRADFORD, 1976), as proteinas foram separadas por SDS-PAGE
(eletroforese em gel de poliacrilamida com sulfato dodecil de sédio). O homogeneizado
de cada amostra foi diluido em tampé&o PIK de forma que cada amostra pipetada no gel
tivesse a mesma quantidade de proteinas totais. A cada amostra diluida foi adicionado
tampéo de carga Laemmli (Tris 65mM, SDS 10%, Glicerol 50 %, azul de bormofenol
0,03%) e as mesmas foram aquecidas a 90°C durante 2 min antes da carregar o gel. O

padrdao de peso molecular (Amersham Full-Range Rainbow Molecular Weight Markers)
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correu no mesmo gel. O tempo de corrida foi de aproximadamente 3h, com gel 10%, a
100 mV de voltagem. Apds a eletroforese, as proteinas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose (Hybond; Amersham, EUA), utilizando um sistema de
transferéncia eletroforética. As membranas foram entéo incubadas com 10% de leite em
p6 em TTBS (20 mmol/L Tris-HCI, pH 7,5; 150 mmol/L NaCl; 0,05 % Tween-20, pH 7,4)
durante 60 minutos.

As membranas foram incubadas durante 16 a 18 horas a 4° C com 0s anticorpos
primérios diluidos em TTBS. Foram utilizados anticorpos policlonais de coelho para
pAkt Ser473-(60 kDa) e Akt (60 kDa) (Santa Cruz Biotechnology). Apos a lavagem com
TTBS, as membranas foram incubadas durante 2 h a temperatura ambiente com
anticorpo secundério anti-coelho conjugado com peroxidase (Millipore). Todas as
incubacbes foram realizadas sob agitacdo constante. Antes de proceder a revelacao
por quimiluminescéncia, as membranas foram lavadas por trés periodos de 10 minutos
com TBS (TrisHCI 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). A reacdo de guimiluminescéncia
ocorreu pelo uso de um sistema de deteccdo baseado em substratos luminescentes
(acido p-cumarico e luminol) e peroxido de hidrogénio, com exposicdo das membranas
ao filme autorradiografico Hyperfilm (Amersham) por aproximadamente 1 minuto. A
autorradiografia gerada foi analisada por meio do software Image J®.

Para evitar as variacdes, as amostras dos grupos experimentais foram
processadas em paralelo. Os valores da expressao da pAkt e Akt total foram expressos

como unidades densitométricas arbitrarias.

4.11 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram avaliados através de Teste t Student (dados
paramétricos), exceto para os dados de TNF-a no hipocampo, onde utilizou-se o Teste
de Mann-Whitney (dados ndo paramétricos). Foram expressos pela meédia + erro
padréo, utilizando o software GraphPad Prism®, e as diferencas entre as médias foram

consideradas significativas para valores de p< 0,05.
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5 Resultados

5.1 Consumo alimentar, ganho de peso total e ILS

Os animais que consumiram a dieta hipercal6rica tiveram um maior consumo em
gramas (p=0,0110) e em calorias (p=0,0001) em relagdo aos alimentados com a dieta
padrao, ilustrado na Figura 3. Consequentemente, os animais do grupo dieta
hipercalorica apresentaram um maior ganho de peso total (p=0,0002) e um maior ILS

(p=0,0001) em relacdo aos animais que consumiram a dieta padrdo, como mostra a
Figura 4.

A Consumo em gramas
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Figura 3. Consumo alimentar. A) Consumo em gramas: 0s animais do grupo dieta consumiram maior
quantidade em gramas do que o grupo controle (p=0,0110; n=16). B) Consumo energético em kcal:
0s animais do grupo dieta consumiram mais calorias em relacéo ao grupo controle (p= 0.0001; n= 16).
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Figura 4. Ganho de peso e ILS. A) Ganho de peso total: o grupo dieta hipercalérica apresentou
ganho de peso maior do que o grupo controle (p=0,0002; n=15 por grupo). B) indice lipossomatico: o
grupo dieta hipercalérica apresentou ILS maior que o grupo controle (p=0,0001; n=15 por grupo).
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5.2 Teste de locomoc¢é&o no campo aberto

No teste de locomocdo, os animais que consumiram a dieta hipercalorica néo
tiveram um percentual de tempo de locomocéo estatisticamente diferente dos animais
gue consumiram a dieta controle (p=0,3250). Isso mostra que a obesidade nao interferiu
na atividade locomotora dos ratos do grupo com dieta hipercaldrica, como mostra a

Figura 5.
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Figura 5. Locomocdo no campo aberto. O grupo dieta hipercalérica ndo apresentou diferenca
significativa no percentual de tempo de locomocao em relagdo ao grupo controle (p < 0,3250); n = 13
a 15 por grupo.

5.3 Teste de reconhecimento de objetos

Quanto ao teste de reconhecimento de objetos, no dia do treino, ambos os
grupos exploraram por tempos iguais os objetos A e B (Controle - objeto A: 11,81 + 0,87
S; objeto B: 12,39 + 1,42 s. Dieta - objeto A: 11,63 + 1,05 s; objeto B: 11,35 + 1,27 s).
No dia do teste, os animais do grupo controle exploraram significativamente mais o
objeto C em relagdo ao A (objeto A: 6,57 + 1,08 s; objeto C: 15,54 + 1,5 s). Ja os
animais do grupo dieta hipercaldrica gastaram o mesmo tempo explorando os objetos A
e C (objeto A: 9,28 + 1,09 s; objeto C: 11,62 £ 0,87 s), mostrando que ndo houve

consolidagdo de memoria, ilustrado na Figura 6.



27

Teste de reconhecimento de objetos
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Figura 6. Teste de reconhecimento de objetos. No dia do teste, os animais do grupo controle
exploraram mais o objeto novo (objeto C) do que o objeto conhecido (objeto A), enquanto os animais
do grupo dieta gastaram o mesmo tempo explorando o0s objetos A e C (p< 0,05; n =10 a 14).

5.4 Parametros séricos

A dieta hipercal6rica provocou um aumento significativo dos niveis séricos de
glicose (p=0,036), entretanto ndo houve diferenca significativa nos niveis de insulina
(p=0,123), bem como no HOMA-IR (p=0,0766), como mostra as figuras 7A, 7B e 7C,
respectivamente. Em relacdo aos niveis de leptina sérica, houve um aumento
significativo nos animais do grupo dieta hipercalorica (p=0,049), ilustrado na figura 7D.
Quanto aos marcadores inflamatorios, ndo houve diferenga significativa nos niveis
circulantes de TNF-a (p=0,058) entre os grupos experimentais (Figura 7E). Quanto a

IL1- B, seus niveis séricos foram indetectaveis pelo kit utilizado neste estudo.
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Figura 7. Parametros séricos. A) Glicose sérica: houve aumento significativo nos animais do grupo dieta
(p=0,036; n=9). B) Insulina sérica: ndo houve diferenca significativa entre os grupos (p=0,123; n =7 a
8).C) HOMA-IR: ndo houve diferenca significativa entre os grupos (p=0,0766; n=7). D) Leptina sérica:
houve aumento significativo nos animais do grupo dieta (p=0,049; n = 6 a 7). E) TNF-a sérico: ndo houve

diferenca significativa entre os grupos (p=0,058; n=>5).
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5.5 Parametros centrais
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A dieta hipercal6rica ndo foi capaz de provocar altera¢gdes na concentracdo de

insulina (p=0,23) e na expressao de pAkt/Akt total (p= 0,91) no hipocampo, ilustrada

pelas Figuras 8A e 8B. Quanto aos mediadores inflamatorios, tanto TNF-a quanto IL1-

no hipocampo também ndo apresentaram diferenca significativa entre 0s grupos

(p=0,94 e p=0,47, respectivamente), como mostra as Figuras 8C e 8D.

Concentragéo de Insulina no hipocampo

0.201
0.15- I
0.104
0.05+
0.00 T
controle dieta

Concentragéo de TNF-a no hipocampo
1.51
0.5
0.0 T .

controle dieta

n w
i g

p-akt/akt total
5

o

Expresséo de pAkt/Akt no hipocampo

(unidades densitométricas arbitrarias)

.
controle dieta

L e e— — pAkt

. S S L total

D Concentragéao de IL1-B no hipocampo

100001

8000+

60004

4000+

2000+

0

T
controle

Figura 8. Parametros Centrais. A) Concentracdo de Insulina no Hipocampo: ndo houve diferenca
significativa entre os grupos (p=0,23; n=8) B) Expressdo de pAkt/Akt total no hipocampo: nédo
houve diferenca significativa entre os grupos (p=0,91; n=4). C) Concentracdo de TNF-a no
Hipocampo: n&o houve diferencga significativa entre os grupos (p=0,94; n=7). D) Concentracdo de
IL1-B no Hipocampo: ndo houve diferenca significativa entre os grupos (p=0,47).



30

6 Discusséao

Este trabalho mostra que os animais do grupo dieta hipercalérica consumiram
uma maior quantidade de racdo em gramas e em calorias (0 que era previsto, uma vez
gue esta dieta possui alta palatabilidade), resultando no aumento do peso corporal e no
aumento do indice lipossomatico. Sendo assim, como esperado, esta dieta foi capaz de
provocar um quadro de obesidade nesses animais.

Embora n&o houvesse uma diferengca grande na quantidade de calorias
oferecidas pela nossa dieta, o tempo de tratamento foi relativamente grande (22
semanas), 0 que provavelmente foi um fator importante para induzir a diferenca no
ganho de peso e indice lipossomatico encontrados. Zambon et al. (2009) submeteram
ratos machos a 3 semanas de dieta hipercalérica e ndo encontraram diferenca
significativa no peso dos animais, assim como Burneiko et al. (2006) quando
ofereceram a mesma dieta por 8 semanas. Porém, no estudo de Naderalli et al. (2003),
o qual ofereceu dieta hipercal6rica por 12 semanas, encontram diferenca significativa
no peso corporal de ratos machos. Diferente da dieta hipercal6rica, animais submetidos
a uma dieta hiperlipidica ou rica em colesterol por 8 semanas ja apresentam diferenca
significativa no peso corporal (ESTADELA et al., 2004; GUERRA et al., 2007). Animais
que foram alimentados com dieta de cafeteria por 15 ou 20 semanas também
apresentam aumento de peso em relacdo aos animais controle (ZEENI et al., 2015; DE
SCHEPPER et al., 1998).

Como constatado no teste de reconhecimento de objetos (TRO), os animais que
consumiram a dieta hipercaldrica ndo tiveram consolidacdo de meméria, uma vez que
gastaram o mesmo tempo explorando os objetos A e C no dia do teste, nao
reconhecendo o objeto A. Alguns estudos indicam que o peso corporal excessivo e a
obesidade podem ser facilitadores e preditores de doencas neurodegenerativas (CAl,
2013a; CAl, 2013b). Jurdak & Kanarek (2009) submeteram ratos machos adultos-jovens
a uma dieta rica em acUcar durante 8 semanas e estes exibiram um déficit no
desempenho cognitivo no TRO. Em contrapartida, Kosari et al., em 2012, submeteram
ratos machos adultos a uma dieta de cafeteria por 13 semanas e nao obtiveram

diferenca significativa neste mesmo teste, bem como Leffa et al. em 2015, quando
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submeteram ratos machos adultos-jovens a uma dieta rica em gordura e a uma dieta de
cafeteria por 12 semanas. Sendo assim, percebe-se que ndo apenas as calorias, mas a
composicao da dieta oferecida pode interferir no desempenho cognitivo de roedores.

Na tentativa de explicar o déficit cognitivo apresentado em nosso estudo,
parametros periféricos e centrais foram analisados. Em relacdo aos parametros
periféricos, a dieta provocou um aumento da glicemia, mas nao interferiu nos niveis de
insulinemia. Quando um indicador de resisténcia a insulina (HOMA-IR) foi calculado,
este apresentou um aumento nos animais do grupo dieta, embora n&o seja significativo.
Como para este indicador ndo ha ponto de corte para animais assim como ha para
humanos, apenas podemos comparar o valor encontrado entre os grupos. Sendo
assim, parece que 0s animais que consumiram este tipo de dieta podem estar no inicio
do desenvolvimento de resisténcia a insulina, onde os niveis de glicose estdo alterados,
mas os de insulina ainda n&do. Naderalli et al. (2001) quando submeteram ratas fémeas
a uma dieta hipercalorica por 12 semanas, ndo obtiveram diferenca significativa nos
niveis de glicose e insulina sanguineas. Porém, quando Nascimento et al. (2008)
submeteram ratos machos a uma dieta também hipercalérica, mas por duas semanas a
mais (isto é, 14 semanas) encontraram aumento de glicose e insulina séricas.
Comparando com uma dieta diferente, Barnes et al. (2003) submeteram ratos machos a
uma dieta hiperlipidica por apenas 12 semanas e ja obtiveram aumento nos niveis
séricos de glicose e insulina. Como visto nestes estudos, 0 sexo, 0 tempo e a
composicao da dieta sao fatores que influenciam no desenvolvimento das alteracfes de
glicose e insulina. Talvez, com uma dieta mais hipercalérica teria sido possivel um
quadro de resisténcia a insulina completo, pois entre a dieta padrdo e a dieta
hipercalé6rica oferecidas neste trabalho havia pouca diferenca de calorias (controle 2,95
kcal/g e dieta 3,44 kcal/g).

Quanto a concentracdo sérica das citocinas pré-inflamatérias ndo se observou
diferenca significativa entre os grupos. Na Figura 7E, que representa a concentracao de
TNF-a sérico, vé-se que a dieta hipercaldrica aumenta os niveis desta citocina, porém
essa diferenca néo é significativa. Além disso, o nimero de animais utilizado para este
teste foi pequeno e é possivel que essa diferenca pudesse ser significativa se 0 nimero

de animais analisados fosse maior. Sabe-se que 0s niveis séricos de citocinas pro-
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inflamatorias estdo elevados em obesos e que isto contribui para a patogénese da
resisténcia a insulina (ZAHORSKA-MARKIEWICZ et al., 1999; MOLLER et al., 2000). E
possivel que a auséncia de aumento de citocinas pro-inflamatérias também tenha
contribuido para nédo ter sido observada alteracdo nos niveis de insulina sérica.

Por outro lado, a dieta aumentou a concentracdo sérica de leptina, do mesmo
modo que aumentou o ILS, concordando com outros estudos que indicam que a
obesidade estimula o aumento da producdo de leptina e que pode resultar em
resisténcia a mesma (GUERRE-MILLO, 2004; MAURY & BRICHARD, 2010; OUCHI et
al., 2011). Sabe-se que os niveis normais de leptina estdo associados com menores
taxas de declinio cognitivo e deméncia, pois esta € capaz de influenciar a cognicéo
através da modulacdo da plasticidade sinaptica (FARR et al., 2006; HARVEY et al.,
2006). Entretanto, € importante ressaltar que obesos tendem a desenvolver resisténcia
a leptina, atenuando sua acao benéfica no SNC (CARO et al., 2006; CONSIDINE et. al.,
1996; BANKS, 2004; ARCH et al., 2005). O resultado encontrado aqui sugere que 0s
animais desenvolveram resisténcia a leptina; sendo assim, a falta do efeito protetor da
leptina pode ter contribuido para a alteragdo de memoria observada no presente
estudo.

Em relacdo aos parametros centrais, TNF-a, IL1-B e insulina no hipocampo nao
apresentaram diferenca significativa entre os grupos. Isso indica que aparentemente
ndo houve um quadro de neuroinflamacéo e, sendo assim, também ndo houve uma
resisténcia a insulina no hipocampo, seguindo o mesmo raciocinio do acontecido na
parte periférica; sabe-se que a neuroinflamacdo tem papel determinante no
desenvolvimento da resisténcia a insulina e a néo alteracdo de citocinas pro-
inflamatérias no hipocampo pode ter contribuido para nao ter sido observada alteracéao
nos niveis hipocampais de insulina. Esses resultados ndo estdo de acordo com o
estudo de Puig et al. (2012) que mostraram que o aumento da expressdao de TNF-a
pode ser induzido no hipocampo de animais alimentados com dieta hipercaldrica.
Apesar do estudo de Puig ter sido realizado pelo mesmo tempo que o presente estudo
(22 semanas), a dieta hipercalérica apresentava um maior conteudo de lipideos e
também uma maior quantidade de calorias em relagédo a dieta controle. Ademais, foram

utilizados ratos machos, ao contrario deste estudo, que utilizou ratas fémeas.



33

Além disso, estes parametros centrais somente foram analisados em uma
estrutura do SNC envolvida com a memoria, e desse modo, seria interessante
investigar se ha alteracdo de citocinas inflamatérias em outras estruturas envolvidas
com o processamento da memoria de reconhecimento como, cortex perirrinal, cortex
entorrinal e cortex para-hipocampal. Deve-se considerar também, que outras moléculas
relacionadas com a neuroinflamacédo podem estar participando da resposta central a
uma dieta hipercaldrica, mas estas ndo foram mensuradas neste estudo, tais como IL-2
e IL-6.

7 Consideracgdes finais

Pode-se concluir que esta dieta hipercaldrica foi eficaz para causar obesidade e
desencadear uma alteragdo na memoria de reconhecimento de objetos, porém néo
causou inflamacao sistémica ou hipocampal. E possivel que esta dieta ndo tenha sido
hipercalorica o suficiente para desencadear alteracées nos parametros inflamatorios e
na insulina, embora tenha sido capaz de induzir obesidade. Por outro lado, houve
aumento dos niveis séricos de leptina nos animais que receberam a dieta hipercalérica,
0 que indica que poderia haver uma associacdo do aumento da leptina sérica com a
alteracdo da memoaria de reconhecimento encontrada nesses animais. Também fica em
aberto se em outras estruturas do SNC relacionadas com o0 processamento de
informacdes e memodria, como cOrtex perirrinal, cortex entorrinal e coOrtex para-
hipocampal, poderia estar havendo alguma alteragéo indicativa de neuroinflamagao ou
resisténcia a insulina, as quais nao foram investigadas neste trabalho.

O presente estudo sugere que o consumo de uma dieta hipercaldrica pode afetar
a memoéria de fémeas em uma faixa etaria adulto-jovem. Isso mostra que, além da
idade avancada, o tipo de alimentacdo que se consome também €& um fator envolvido
no desenvolvimento de déficit cognitivo e que tanto machos quanto fémeas adulto-
jovens estdo suscetiveis a esta alteragdo. Entretanto, sdo necessarios outros estudos
para que sejam esclarecidos os mecanismos subjacentes a este prejuizo de memoria

encontrado nos animais alimentados com dieta hipercalorica.
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