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RESUMO

A obesidade ¢ fator de risco para diversas alteracdes metabolicas, cardiovasculares e
comportamentais. Apesar de sua etiologia complexa, acredita-se que tal condi¢ao ¢ resultado
de um balango energético positivo e a energia excedente ¢ armazenada na forma de tecido
adiposo. Nesse sentido, as dietas hiperlipidicas (HFD) sdo um fator ambiental que favorece o
desenvolvimento da obesidade. Este estudo buscou avaliar a temporalidade do aparecimento e
o grau das alteragdes metabdlicas e comportamentais induzidas pela HFD ao longo de 12
semanas de exposi¢do da dieta e investigar se a troca de uma HFD, ap6s um periodo de
exposicao de doze semanas, para uma dieta padrao para roedores, por quatro semanas, ¢ capaz
de reverter as alteracdes metabolicas e comportamentais observadas em camundongos
C57Bl/6 fémeas de doze meses de idade. Observamos que apds 4 semanas de exposi¢cdo a
HFD os animais ja apresentam prejuizos metabolicos relacionados a glicose e aumento da
locomogdo espontanea, com 8 semanas aumento da massa corporal, da glicose basal e
comportamento aneddnico e com 12 semanas o agravo das alteracdes metabdlicas ¢
acompanhado de prejuizo na memoria espacial. Apos a substituicdo da HFD por dieta padrao
por 4 semanas, identificamos a reversdo das alteragdes metabodlicas e auséncia de alteragdes
comportamentais induzidas pela dieta, e assim mostramos a importancia de dietas mais

equilibradas para a fungao cognitiva de roedores.

Palavras-chave: obesidade, tecido adiposo, intolerancia a glicose, dieta hiperlipidica,

alteragdes metabolicas, alteracdes comportamentais.



ABSTRACT

Obesity is a risk factor for several metabolic, cardiovascular and behavioral changes. Despite
its complex etiology, it is believed that this condition is the result of a positive energy balance
and the surplus energy is stored in the form of adipose tissue. In this sense, high-fat diets
(HFD) are an environmental factor that favors obesity. This study sought to assess the timing
of the appearance and degree of metabolic and behavioral changes induced by HFD over 12
weeks of diet exposure and to investigate whether to switch from an HFD, after a 12-week
exposure period, to a standard diet for rodents, for four weeks, are able to reverse the
metabolic and behavioral changes observed in twelve-month-old female C57B1 / 6 mice. We
observed that after 4 weeks of exposure to HFD the animals already show metabolic losses
related to glucose and increased spontaneous locomotion, with 8 weeks increase in body
mass, basal glucose and anhedonic behavior and with 12 weeks the aggravation of metabolic
changes is accompanied by impairment in spatial memory. After replacing HFD with a
standard diet for 4 weeks, we identified the reversal of metabolic and behavioral changes
induced by the diet, and thus showed the importance of more balanced diets for the cognitive

function of rodents.

Keywords: obesity, adipose tissue, glucose intolerance, high-fat diet, metabolic changes,

behavioral changes.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Caracteristicas do tecido adiposo.

Figura 2: Sinalizacdo da insulina no contexto de obesidade.

Figura 3: Obesidade induzida por dieta e possiveis repercussdes metabolicas e
comportamentais.

Figura 4: Delineamento experimental.

Figura 5: Efeito da HFD em parametros metabdlicos apés 4 semanas de exposi¢ao a
dieta.

Figura 6: Efeito da HFD memoria espacial de curto prazo apds 4 semanas de
exposicao, testado no labirinto em T.

Figura 7: Efeito da HFD no comportamento frente a estresse agudo inescapavel no
teste de suspensao pela cauda, apds 4 semanas de exposi¢ao a dieta.

Figura 8: Efeito da HFD em parametros metabdlicos apds 8 semanas de exposi¢do a
dieta.

Figura 9: Efeito da HFD na locomoc¢ao espontanea e na memoria de reconhecimento
ap6s 8 semanas de exposigao.

Figura 10: Efeito da HFD no autocuidado e comportamento aneddnico no teste de
borrifagem de sacarose, apds 8 semanas de exposi¢ao.

Figura 11: Efeito da HFD em parametros metabolicos apos 12 semanas de
exposicao a dieta.

Figura 12: Efeito da HFD na locomocao espontinea e na memoria espacial de curto
prazo apos 12 semanas de exposicao.

Figura 13: Efeito da alteracio da HFD por dieta padrio por 4 semanas nos
parametros metabolicos.

Figura 14: Efeito da alteragao da HFD por dieta padrdo por 4 semanas na locomocao
espontanea e memoria de trabalho.

Figura 15: Efeito da alteracio da HFD por dieta padrao por 4 semanas no

comportamento frente a estresse agudo.

12
15
19

24

31

31

32

33

34

35

36

37

38

38



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

SNC - Sistema nervoso central

HFD - da sigla em inglés High Fat Diet
OMS/WHO - Organiza¢ao Mundial da Saude
IMC - Indice de Massa Corporal

TNF-a - Fator de necrose tumoral — a

IL-1B - Interleucina 1B

IL-6 - Interleucina-6

IR - Receptor de insulina

IRS - do inglés Insulin Receptor Substrate
PI3K - Fosfoinositideo 3-quinase

Akt - Proteina quinase B

JNK - do termo inglés c-Jun N-terminal kinases
DAG - Diacilglicerol

ERO - Espécies reativas de oxigénio

DM2 - Diabetes tipo 2

VLDL - do inglés Very Low Density Lipoprotein)
HDL - do inglés High Density Lipoprotein
DSM-V - Manual de Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais 5* edi¢ao
HPA - Eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
BDNF - Fator neutréfico derivado do cérebro
GTT - Teste de tolerancia a glicose

LTP - Potencializacdo a longo prazo

TrkB - Receptor de tropomiosina quinase B



NMDA - N-metil D-Aspartato

10



11

SUMARIO
L. INTRODUGAO ...ttt ettt ee et ee e eaeeean 12
1.1 ODCSIAAAR ...ttt ettt e bt bt st e ettt e bt e e h e sat e et et ebeenaeas 12
1.2 TECIAO AAIPOSO..ccuvieeiereiierieiieieesieesteeteesteesteesttesssessseesseesseessaesssessseasseessaesseesssessseenseesseesseessees 13
1.3 Obesidade induzida POr diCta............ccecuiiieiiieiiieciie ettt eeer e sre e ereeeseveeeaes 15
1.4 Obesidade e alteracdes no metabolismo da glicoSe .........ceoeeviiriiiiiiiiiiiiieiee e, 16
1.5 Obesidade e alteragcdes na emocionalidade..............ccoueeeviieiiiieiiiiiie e 19
1.6 Obesidade € alteragOes COZNILIVAS ......cccveerveereerierieerieiieseeseeseressseesseesseesseessnessseaseesseesseessees 20
2. JUSTIFICATIVA ...ttt ettt ettt et ae et etesst e s e s seeneenseeseensesneensessennsansens 24
3 OBJETIVOS ...ttt ettt ettt st b e et et e s e e st et e sseensesseessenseesnensesseensanses 25
3.1 ODBJELIVO ETAL: ..c.eviieiieiieiieciecte ettt e e e e e e teestaestbessbeasbeesseessaesssessseasseasseessaesreens 25
3.2 ODJetIVOS SPECTIICOS: .veeuvieiieeiieeiiettete et te st te sttt et e bt e bt e bt esbeesstesabesabe e beebeenbeesseesaeesnseenseeseans 25
4 MATERIAL E METODOS ......oooouiieieeeeeeeeeeeeeee oo 25
T N 0T 3 TSP RSPRPTRSRRRPRO 25
N I T USSP 26
4.3 Delineamento eXperimental............ccocierieriieiiiiiiiesiierierite ettt ettt ebe e naeas 26
4.4 Testes COMPOTTAIMEIIEALS. .. ..euverueeereeteertiesiieeteeteebeeteesteesteesseesaeeenseesseesseesseesnsesnseenseaseesseesses 27
4.4.1 Labirinto €M T o..eoouieieiieiee ettt ee ettt ettt e a ettt et e st et e aeeneene 27
4.4.2 Labilinto €M Y ...eieiiiiiieitieiiieete ettt ettt e te et ettt e et esbtesateeat e eate e te e e bt e eatesateeabeebe e beenneesaeas 28
4.4.3 Reconhecimento de ODJELOS ......ccueeruierierieeieeie ettt sttt ete e te et esseesnee et e enbeebeeseenaeas 28
4.4.4 RealoCaga0 A€ ODJELOS. ....uicviiriiiiertieitieeieereereeeteeteesteesteestaessbeesseessaesssesssesssessseasseessessssessns 29
4.4.5 SuSPENSA0 PEla CAUAR ......ecviiiiiiieiiecieeteete ettt etveesb e e teestaestaesebesebeesseenbeeenenenas 30
4.4.6 Teste da boOrrifagem de SACATOSE ......eevuieruieriieiieieeiiertee ettt ete ettt et e s ee st e ebeebeebeesneesaeas 31
44,77 NAO TOICAUD ....eveeieeeie e e ee et e et e et e et e e eteeeetaeeereeeeteeeenreeens 31
4.5 ENSA10S DIOGUIMICOS ..eeuvveiviiieriiiieiierieesttestesreereeereesseesseessaesssessseesseesseesssesssesssesssesssesssessssessnes 32
4.6 ANALISE ESTALISTICA ..eeuveevieeieiiiete et ettt ee et ettt et et et e e sttesateeateesteeteesseesseesntesnseenseenseanseesneas 32
5. RESULTADOS ...ttt sttt ettt et sttt e te s st essaeseessesseassessesseensesseessensenssensenns 33
5.1 Bloco experimental 1 (4 SEMANAS).......c.cccvierrierrierierieaieeireesteeseesseessesressseesseesssesssessesssessseens 33
5.2 Bloco experimental 2 (8 SEMANAS).......c.ccovieevierrierierieeeieeireesteeseesteesseereereesseesssessesseessessseens 35
5.3 Bloco experimental 3 (12 SEMANAS).......cccveeevieriiereerrerieeieesieeseesteeseesreeseeseesseesssessessseesseens 37
5.4 BloC0o €XPeriMENtal 4........ccoviiiiiiiiieiieciecie ettt e teeeveebe e teesteestreeebeesbeesbeestaestseesseesseenraens 39
6. DISCUSSAO.......oo oottt esas e sas e enan s 42
7. CONCLUSAO ..ot 52

8. REFERENCIAS ..o et e e e et et e e e e e e e e s eee s s e s seseseeeseneees 53



12

1. INTRODUCAO

A obesidade, considerada como problema de saude publica, ¢ um importante fator de
risco ao desenvolvimento de distirbios metabdlicos, cardiovasculares e alteragdes no sistema
nervoso central (SNC). O balango energético positivo, resultado de uma hipernutricdo e
comportamentos sedentarios, favorece o acimulo excessivo de tecido adiposo. Estudos
epidemioldgicos tém sugerido uma relagdo entre obesidade na meia-idade (entre 40-45 anos
de idade) com o desenvolvimento de deméncia e doenga de Alzheimer décadas depois
(Fitzpatrick, et al., 2009; Solomon, et al., 2009; Kivipelto et al., 2002). Evidéncias clinicas
mostram que a dieta hiperlipidica (HFD da sigla em inglés High Fat Diet) promove uma
diminui¢ao no volume do hipocampo e prejudica a fung¢do cognitiva em humanos. Ainda, uma
associacao entre obesidade e depressao tem sido proposta (Luppino, 2010). Evidéncias
prévias clinicas e nado clinicas demonstraram que mudangas no padrao alimentar podem
reverter as alteragdes metabdlicas induzidas por HFD (Hatzidis, et al., 2017), porém, o quanto
as alteragdes comportamentais ¢ neuroquimicas induzidas por HFD s3o duradouras ou

passiveis de reversdao por meio de mudangas dietéticas ainda permanecem inconclusivas.

1.1 Obesidade

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) define obesidade e sobrepeso como um
acumulo excessivo de tecido adiposo, que pode ser prejudicial a satde. Um dos critérios
utilizados para definir a obesidade ¢ o Indice de Massa Corporal (IMC), que leva em
consideragdo o peso (kg)/altura’? (m?), sendo considerados individuos obesos aqueles com
IMC igual ou superior a 30 e com sobrepeso IMC igual ou superior a 25 (WHO, 2000). Dados
da OMS mostram que, até o ano de 2016, mais de 1,9 bilhdes de adultos no mundo estavam
acima do peso, o que representa cerca de 40% da populagdo mundial, sendo que 13% da
populacdo estava obesa (WHO, 2016). Ainda, dados epidemioldgicos mostram que a
prevaléncia de obesidade no mundo triplicou entre os anos de 1975 e 2016, sendo as taxas de
sobrepeso mais altas entre os homens e de obesidade entre as mulheres (WHO, 2016; Ng et
al., 2014).

No Brasil, segundo os dados do sistema de vigilancia de fatores de risco e protecdo
para doengas cronicas por inquérito telefonico - Vigitel (2018), nas 27 cidades investigadas a
frequéncia de sobrepeso foi de 55,7% da populacdo adulta, sendo ligeiramente maior entre
homens (57,8%) do que entre mulheres (53,9%), e a frequéncia de obesidade foi de 19,8%,
sendo maior entre as mulheres (20,7%) do que entre os homens (18,7%). Além disso, o

excesso de peso foi maior em pessoas da faixa etaria de 44-64 anos e diminuiu com o
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aumento da escolaridade. As cidades brasileiras que apresentam maiores indices de obesidade
foram Cuiaba (23%) e Manaus (23%), e as com menores indices foram Curitiba (16%) e
Palmas (16,3%).

O desenvolvimento da obesidade ¢ caracterizado tanto pelo aumento no nimero de
células de adipocitos, i.e., hiperplasia, quanto por aumento do tamanho dessas células do
tecido adiposo (hipertrofia). Estes processos sdo regulados por fatores endocrinos, genéticos,
metabolicos, neurologicos, farmacoldgicos, ambientais e nutricionais, dando a obesidade uma
caracteristica de etiologia multifatorial (WHO, 2014). Tanto a hiperplasia quanto a hipertrofia
do tecido adiposo favorecem alteracdo na secrecdo de adipocinas, como o aumento da
secre¢ao de fator de necrose tumoral — oo (TNF-a), IL-6 (interleucina-6), leptina e resistina e
diminuicdo da adiponectina (Gregor e Hotamisgil, 2011).

A obesidade ¢ resultado de um balanco energético positivo, i.e., quando a ingestdo de
energia excede o gasto e o excesso ¢ armazenado no tecido adiposo (Andreson, 2015). O
consumo de alimentos ricos em energia ¢ alto teor de gorduras (Engin, 2017), somado ao
estilo de vida sedentario devido a mudancas nas formas de trabalho, de locomocao e
crescimento da urbanizacao (Moubarac et al., 2014; Poti et al., 2017), sdo importantes fatores
ambientais que contribuem para o desenvolvimento desta condi¢do (Goossens et al., 2017).

A obesidade e o sobrepeso sdo considerados problemas de saude publica e estudos
populacionais mostraram que individuos obesos tem maior risco de desenvolver inimeras
complicacdes de saude (Gonzalez-Muniesa et al. 2017; Cornier et al. 2011; WHO, 2000),
sejam metabolicas como diabetes tipo 2, dislipidemias, doencas cardiovasculares, como
hipertensdo, aterosclerose, infarto agudo do miocardio, acidente vascular encefalico, certas
formas de cancer e alteracdes no SNC, como deméncia e depressdao (Engin, 2017; Ashwell,

2014; Sack et al., 2017).

1.2 Tecido adiposo

O tecido adiposo ¢ considerado um 6rgdo enddcrino responsavel por diversas funcgdes
fisioldgicas, sendo constituido por adipocitos, pré-adipdcitos, matriz extracelular, macrofagos,
células T, fibroblastos, vasos sanguineos e capilares (Santos e Torrent, 2010). Em humanos,
os dois principais tipos de tecido adiposo sdo o tecido adiposo branco e tecido adiposo
marrom.

Os adipdcitos do tecido adiposo marrom contribuem para o gasto de energia via
termogénese, auxiliando com a manutencdo da temperatura corporal (Sacks e Symonds,

2013). Estes sdo mais abundantes em recém-nascidos e estdo localizados nas regides
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interescapular, supraclavicular, nos rins, coragdo, aorta, pancreas e traqueia. Os depodsitos de
tecido adiposo marrom diminuem com a idade, mas ainda podem ser encontrados em adultos
(Santhanam et al., 2015), e seu papel na etiologia da obesidade ¢ incerto (Prodhomme et al.,
2016). Os adipocitos brancos sdo os mais abundantes nos seres humanos e inicialmente
acreditava-se que sua fun¢do se limitava apenas ao armazenamento de energia. No entanto,
estudos revelam que essas células secretam vdrias substancias bioativas, as adipocitocinas ou
adipocinas, capazes de atuar sobre diversos processos fisiologicos e fisiopatologicos
(Matsuzawa, 2006; Gonzalez-Muniesa et al. 2017).

Além da classificagdo morfofuncional, ¢ possivel classificar o tecido adiposo quanto a
sua localizagdo, podendo ser subcutaneo ou visceral (Fig. 1). O tecido adiposo subcutaneo sao
os depositos de gordura localizados abaixo da pele nas regides abdominal, glitea e femoral
(Santos e Torrent, 2010). Ja o tecido adiposo visceral ¢ formado pelo tecido adiposo intra-
abdominal, perirrenal e pericardico, e em situacdo de excesso ¢ frequentemente acompanhada
por gordura em o6rgdos como figado, coracdo, rins e musculo esquelético (Gonzalez-Muniesa
etal. 2017).

Para o armazenamento do excesso de lipidios pode haver hiperplasia ou hipertrofia dos
adipocitos. A hiperplasia ¢ o aumento do nimero de células que ocorre principalmente no
organismo em desenvolvimento, tende a proteger os 6rgdos contra deposicao de gordura
ectopica e ¢ mais comum no tecido adiposo subcutaneo. Ja a hipertrofia ¢ o aumento do
tamanho das células, e nos adip6citos acontece até que essas células fiquem saturadas e nao
sejam mais capazes de se expandir, levando a ruptura e invasdo de macrofagos e/ou aumento
da liberagao de adipocinas pro-inflamatorias e diminui¢do da liberagao de adipocinas anti-
inflamatérias. Esses fendmenos ocorrem principalmente no tecido adiposo visceral e
contribuem para um ambiente pro-inflamatorio (Bastard et al., 2006).

As adipocinas secretadas pelos adipocitos podem atuar como mediadores pro-
inflamatérios ou anti-inflamatérios e participam de processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos.
As principais adipocinas sdo a leptina, TNF-a, IL-6, resistina e adiponectina. Estas
substancias desempenham fung¢des de forma autdcrina, pardcrina e enddcrina (Bastard et al.,
2006) e podem interferir no metabolismo de lipidios e glicose. Na obesidade ha um
desequilibrio na produgdo dessas adipocinas devido ao excesso de tecido adiposo (Gonzalez-

Muniesa et al. 2017; Engin, 2017; Ashwell, 2014; Hiuge-Shimizu et al., 2012; Fig.1).



Figura 1: Caracteristicas do tecido adiposo
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Figura 1. A figura mostra a classificacdo do tecido adiposo quanto a localizagdo, ou seja, subcutineo e visceral e
possiveis repercussoes na morfologia do tecido adiposo, secre¢do de substancias e influéncia em outros sistemas

(Adaptado de Gonzélez-Muniesa et al. 2017).

1.3 Obesidade induzida por dieta

Estudos epidemioldgicos mostram uma relagdo positiva entre a quantidade de gordura
proveniente da dieta ingerida e o desenvolvimento de obesidade em humanos, e estudos
clinicos apontam uma relagdo entre os niveis de gordura na dieta e o ganho de peso corporal,
2010;
Solomon, et al., 2009; Hill, Melanson e Wyatt, 2000; Jéquier, 2002; Schrauwen ¢ Westerterp,

bem como entre a redu¢do da gordura na dieta e a perda de peso (Hariri e Thibault,

2000).
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Sabe-se que o consumo excessivo de HFD favorece o desenvolvimento de diversas
alteracdes relacionadas a obesidade e sobrepeso, sejam de origem metabolicas como diabetes
tipo 2, hiperlipidemia, hipercolesterolemia, cardiovasculares, como hipertensao, aterosclerose,
infarto agudo do miocardio, acidente vascular encefalico e certas formas de cancer (Engin,
2017; Ashwell, 2014). Mais recentemente, a ingestdo de HFD também foi associada a efeitos
desfavoraveis no SNC (Zhang et al., 2008; Sack et al., 2017).

Os distarbios metabdlicos manifestados em humanos apds consumo cronico de HFD
sdao, de modo semelhante, observados em roedores (Woods et al., 2003), sendo um modelo
experimental apropriado para o estudo da obesidade (Hariri e Thibault, 2010). Animais que
receberam HFD apresentaram diminui¢do na sensibilidade a insulina, aumento da
concentracdo plasmatica de colesterol e triglicerideos e da massa corporal (Buettner et al.,
2007), aumento na massa de tecido adiposo visceral e alteragdes que resultam em aumento de
secrecdao de adipocitocinas (Xu, et al., 2003). Estudos induzem obesidade com dietas em
diferentes propor¢des de gordura. Buettner e colaboradores (2012) revisaram estudos no
periodo de 1997 a 2012 e concluiram que tanto gordura animal, como banha quanto 6leos
vegetais contendo ® - 6 / ® - 9 podem ser usados para gerar um fendtipo obeso e resisténcia a
insulina em roedores. Por outro lado, animais alimentados com oleo de peixe nao
desenvolvem esses disturbios, € mostraram que um método efetivo para indugdo de obesidade
com dieta em modelos animais ¢ com dieta purificada contendo cerca de 40% de gordura
(Buettner et al., 2012).

Os efeitos da dieta ndo dependem apenas da composi¢do da dieta, mas também do
modelo animal utilizado. Ratos Wistar e Sprague-Dawley e camundongos C57BL/6J, AKR/J,
e DBA/2J sdao linhagens mais susceptiveis a obesidade induzida por dieta (Buettner et al.,
2012). Os camundongos C57BL/6J tém sido utilizados como modelo para o desenvolvimento
de obesidade visceral, sindrome metabolica e secre¢ao alterada de insulina. Sua propensdo a
obesidade foi explicada pelo aumento da resisténcia a leptina quando comparado aos

camundongos A/J (Prpic et al., 2003; Takahashi et al., 2002).

1.4 Obesidade e alteracdes no metabolismo da glicose
O excesso de peso, principalmente o excesso de tecido adiposo visceral, ¢ um

importante fator de risco ambiental para o desenvolvimento de doengas ou desordens
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metabolicas, como diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias e sindrome metabolica! (Barnes,
2011; Khan et al., 2006). A resisténcia a insulina ¢ condi¢do chave para o desenvolvimento de
muitas dessas alteragdes (Samuel e Shulman, 2012).

A insulina ¢ um hormoénio produzido e secretado pelas células B do pancreas,
principalmente em resposta ao aumento dos niveis plasmaticos de glicose. A cascata de
sinalizacdo tem inicio quando esse hormonio interage com seu receptor (IR), que pertence a
familia dos receptores tirosina quinase (Patti e Kahn et al., 1998), localizado na membrana
plasmatica da célula. Apos a ligacdo da insulina, ocorre uma autofosforilagdo do receptor em
residuos de tirosina e inicia uma cascata de sinalizacdo intracelular, que envolve moléculas
como IRS (do inglés Insulin Receptor Substrate), fosfoinositideo 3-quinase (PI3K, do inglés
Phosphoinositide 3-Kinase) e proteina quinase B (Akt, do inglés Protein kinase B ou Akt),
sendo o resultado dessa resposta a regulacdo das concentracdes de glicose (Pawson, 1995).

Disfungdes na sinalizacdo da insulina podem ocorrer por diversos fatores. Na
obesidade hd uma caracteristica de inflamagdo cronica de baixo nivel, que tem inicio
principalmente no tecido adiposo e no figado e esta associada a infiltracio de macréfagos e
aumento da expressao de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-6 nesses tecidos € na
circulagdo sistémica (Ye, 2013; Burhans et al. 2011). Além disso, no contexto da obesidade,
vias inflamatorias como IKKPB e JNK (do termo inglés c-Jun N-terminal kinases) estdo
ativadas por adipocinas, acidos graxos livres, diacilglicerol (DAG), ceramida, espécies
reativas de oxigénio (ERO) e hipoxia. A ativagdo do IKKP e JNK favorece a fosforilagcdo dos

307 Ser%!6 e Ser?”’) e diminui¢do da ativagdo

receptores de insulina em residuos de serina (Ser
do receptor e da cascata de sinalizacdo intracelular da insulina (Gao et al., 2002; Zhang et al.,
2008; Ye, 2013; Burhans et al. 2011), favorecendo o processo de resisténcia a insulina (Fig.
2).

No contexto de obesidade e resisténcia a insulina, ocorre uma adaptagdo das células f3
do pancreas promovendo um aumento da liberagdo de insulina, com a finalidade de tentar
superar a diminuicdo da eficiéncia do hormonio, isso tende a manter niveis glicémicos e
tolerancia a glicose normais. Porém, quando a fungao das células § entram em declinio devido

a sobrecarga mantida, se tornam incapazes de compensar a diminui¢do da sensibilidade a

insulina. A consequéncia € alteracdo na tolerancia e nos niveis de glicose, e a possibilidade do

A Federacdo Internacional de Diabetes define sindrome metabdlica como obesidade central (>94 cm nos
homens e >80 cm nas mulheres), somada a dois dos seguintes fatores: concentragdes elevadas de triglicerideos
(TG; =150 mg/dL), concentragdes baixas de colesterol de alta densidade (HDL; <40 mg/dL para homens e <50
mg/dL para mulheres), hipertensdo (sistolica de >130 mmHg e diastdlica de >85 mmHg) e glicemia elevada em
jejum (=100 mg/dL). (Martinez et al., 2017).
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estabelecimento de diabetes tipo 2 (DM2; Perley e Kipnis, 1996; Kahn, 2001; Kahn, 2006),
um distirbio metabdlico complexo caracterizado por um estado de hiperglicemia cronica e
resisténcia a insulina, que leva a complicacdes graves e diversas comorbidades. A obesidade e
DM?2 sao consideradas uma epidemia global, sendo a obesidade o principal fator de risco para
DM2 (Barnes, 2011).

Individuos obesos e diabéticos também apresentam quadros de dislipidemia, com
aumento da secre¢do hepatica de lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL do inglés
Very Low Density Lipoprotein) ¢ diminui¢do de lipoproteina de alta densidade (HDL do
inglés High Density Lipoprotein), possivelmente devido as alteracdes nos niveis lipidicos que
tais quadros possuem (Stanhope et al., 2009). A resisténcia a insulina por sua vez, também
pode ser mediada pelo aumento de lipidios e acidos graxos na circulagdo, pois essas
moléculas também podem interagir com o IR favorecendo sua fosforilagdo em residuos de
serina e por consequéncia o comprometimento da cascata de sinalizagdo da insulina (Gray e

Kim, 2011).

Figura 2: Sinalizagdo da insulina no contexto de obesidade

OBESIDADE
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l Metabolismo da glicose

Figura 2. Na obesidade as substancias liberadas pelo tecido adiposo, como acidos graxos, TNF-a e IL-6, podem
ativar cinases como JNK, IKK e PKC (proteina cinase C), que fazem a fosforilagdo do substrato do receptor
insulina (IRS) em residuos de serina e diminui a fosforilagdo em residuos de tirosina, e assim atenua a via
intracelular de sinalizagdo da insulina, gera prejuizos na metabolizagcdo da glicose e favorece o quadro de
resisténcia a insulina (Adaptado de Gray e Kim, 2011).
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1.5 Obesidade e alteracées na emocionalidade

A depressdo ¢ um transtorno psiquiatrico que tem como principais sintomas o humor
deprimido e anedonia, que podem estar associados a outros achados, como mudanca no
apetite, alteragdes na massa corporal e sono, ativagdo ou atraso psicomotor, fadiga e letargia,
sentimentos de desesperanca, culpa, diminui¢do na capacidade de raciocinio e de
concentragdo. Segundo o DSM-V, para o diagnostico é necessario que pelo menos cinco
desses sinais estejam presentes por no minimo duas semanas (American Psychiatric
Association, 2013). Estudos mostram que, assim como a obesidade, a depressdo aumenta o
risco para o desenvolvimento de patologias, como doengas cardiovasculares, diabetes
mellitus, acidente vascular encefalico e o aumento da mortalidade (Hunot et al., 2010; Clarke
et al., 2009).

Uma meta-analise de estudos longitudinais, publicada em 2010, avaliou 15 artigos e
buscou analisar a relagdo entre obesidade, sobrepeso e depressdo. O trabalho mostrou que
existe uma relacdo bidirecional entre obesidade e depressdo, sendo que pessoas obesas
possuem um risco 55% maior de desenvolver depressdo quando comparadas a pessoas nao
obesas, e que pessoas com depressdo possuem um risco 58% maior de se tornarem obesas.
Este estudo mostrou, também, que a associacdo entre obesidade e depressao era mais forte
que sobrepeso e depressao (Luppino, 2010).

O estado de humor deprimido pode afetar a escolha de alimentos e o metabolismo
energético. Individuos que sofrem de humor deprimido mostram preferéncia e consumo de
“comidas confortaveis” e relatam o uso desses alimentos como forma de aliviar sentimentos
negativos (Macht, 2008). Embora o consumo em curto prazo de alimentos palataveis possa
aliviar emogdes negativas e estados de humor, o consumo crénico de alimentos ricos em
calorias e aumentos subsequentes na adiposidade podem promover vulnerabilidade a
depressdo e a ansiedade (Sharma e Fulton, 2013). Sharma e Fulton (2013) mostram que
camundongos que alimentados com HFD por 12 semanas apresentam maior imobilidade no
teste do nado for¢cado e comportamento exploratorio reduzido em testes de labirinto elevado e
campo aberto, sendo que tais alteracdes comportamentais foram acompanhadas por elevada
atividade basal do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) em resposta ao estresse.

Evidéncias sugerem que o consumo de HFD contribui para a patogénese dos
transtornos do humor e metabolicos relacionados a obesidade, como aumento da incidéncia de
depressao, enquanto dietas contendo principalmente gorduras insaturadas, como a dieta
mediterranea, parecem reduzir o risco de depressdo (Sanchez- Villegas et al., 2013; Estruch et

al., 2013; Nazare et al., 2013). Ainda, a ingestdo de HFD aumenta as concentragdes de acidos
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graxos circulantes, como o palmitato, e ocasiona prejuizos as fun¢des neurais, como na
transducdo de sinal de leptina e receptor de insulina no hipotalamo, favorecendo o ganho de
massa corporal (Hryhorczuk, Sharma e Fulton, 2013).

A neuroinflamagdo ¢ uma condi¢ao relacionada a distirbios cerebrais e pode ser
decorrente de alteracdes metabolicas causadas pela obesidade induzida pelo consumo de
HFD. Evidéncias mostraram a presenca de neuroinflamagdo na amigdala, hipocampo,
hipotalamo, cortex e cerebelo durante a obesidade (Guillemot-Legris e Muccioli, 2017).
Dutheil et al. (2016) mostraram que, além das alteragdes metabodlicas, roedores alimentados
com HFD (60% de gordura) por 16 semanas apresentaram comportamento anedonico,
diminui¢do da sinalizagdo de insulina e aumento dos niveis de citocinas como IL-6, IL-1B
(interleucina 1PB) e TNF-a no hipocampo. Além disso, ja foi mostrado que individuos com
transtorno do humor possuem elevados niveis plasmaticos de citocinas ¢ expressao aumentada
de marcadores inflamatorios na circulagao sistémica (Mechawar e Savitz, 2016; Melo, Santos

e Ferreia, 2019).

1.6 Obesidade e alteragdes cognitivas

Estudos clinicos e pré-clinicos também apresentaram evidéncias de que a obesidade
induzida por dieta, por exemplo, HFD, prejudica os processos de aprendizagem e memoria e
pode resultar em comprometimento cognitivo leve e deméncia (Spencer et al., 2017; Luppino
et al., 2010; Stranahan, et al., 2008; Moreira, et al., 2014; Cordner e Tamashiro, 2015; Fig. 3).

Deméncia se trata de uma condi¢do neurodegenerativa em que hé alteragdo global da
saude mental, com perda progressiva das fungdes cognitivas e prejuizo na autonomia do
individuo (Livingston et al., 2017; Petrault et al., 2019). A medida que a populagdo envelhece,
distarbios cognitivos, incluindo deméncias, tornam-se mais comuns. A doenca de Alzheimer ¢
a forma mais comum de deméncia, representando cerca 50% a 70% de todas as deméncias
(Miller e Spencer, 2014).

Evidéncias clinicas e pré-clinicas apontam para uma conexdo entre desregulagdo
metabolica e declinio da fun¢do cerebral. Estudos mostram que o diabetes tipo 2, uma das
possiveis consequéncias metabdlicas do excesso de peso, ¢ considerado um importante fator
de risco para incidéncia e gravidade de comprometimento cognitivo (Haan, 2006; Cukierman
et al., 2005) e que a glicemia aumentada correlaciona-se com diminui¢do da capacidade
cognitiva e alteragdes na microestrutura do hipocampo de mulheres aparentemente saudaveis
(Kerti et al., 2013). Ainda, o estudo de Crane e colaboradores, que acompanhou 2067

voluntarios mostrou que a chance de desenvolver deméncia ao longo do tempo era maior nos
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individuos com glicemia aumentada, independente de terem diabetes ou ndo (Crane et al.,
2013).

Outros trabalhos mostraram que o consumo de HFD pode desencadear alteragdes no
metabolismo lipidico, como hipercolesterolemia e tais condi¢cdes também estdo associadas a
comprometimento cognitivo. De Souza e colaboradores (2019) mostraram que camundongos
Swiss machos com 3 meses de idade, alimentados com HFD (20% de gordura e 1,5% de
colesterol) por oito semanas apresentaram prejuizo na memoria espacial de curto prazo e na
memoria de reconhecimento. Ainda, Machado e colaboradores (2018) evidenciaram que
camundongos C57BI fémeas de 24 meses tratadas com HFD (20% de gordura e 1,5% de
colesterol) por 4 semanas apresentam prejuizo na memoria de medo condicionada ao
contexto.

A neuroinflamagdo induzida pela obesidade afeta negativamente a cognicdo
(Guillemot-Legris e Muccioli, 2017; Fig. 3). O consumo de HFD ou dieta com alto teor de
acucares por curto prazo ou cronicamente desencadeia processos neuroinflamatorios com de
aumento de citocinas pro-inflamatorias como IL-1 B, IL-6 e TNF- a (Beilharz et al., 2014) e
prejudicam a memoria dependente de hipocampo (Abbott et al., 2019) tanto em modelos
animais com roedores quanto em humanos (Spencer et al., 2017; Beilharz, Maniam e Motris,
2016; Thaler, 2012).

Outro mecanismo que parece estar envolvido no déficit cognitivo relacionado a
obesidade induzida por HFD ¢ a reducdo da neuroplasticidade (Morin et al., 2017). Estudos
relatam que nesse cenario ocorre reducdo na expressdo de substancias como RNAm para
sinapsina-1, proteinas presentes nos terminais pré-sinapticos € que contribuem para a
liberacdo de neurotransmissores na fenda sinaptica, e fator neutréfico derivado do cérebro
(BDNF) e RNAm para BDNF (Che et al., 2018; Abbott et al., 2019; De Souza et al., 2019).

Outros mecanismos bioldgicos também tém sido propostos para explicar o surgimento
de condigdes neurodegenerativas decorrentes da obesidade, como disfun¢ao mitocondrial (de
Oliveira et al., 2011), dano oxidativo (Wu et al., 2004), processos inflamatorios
(Thirumangalakudi et al., 2008; Guillemot-Legris e Muccioli, 2017), disfunc¢ao vascular (Li et
al., 2010), perda de integridade dendritica (Stranahan et al., 2008; Morin et al., 2017),
alteracdo da sinalizag¢ao da insulina no hipocampo (Xu et al., 2018) e disfun¢des na barreira

hematoencefalica (Hsu e Kanoski, 2014).
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Figura 3: Obesidade induzida por dieta e possiveis repercussdes metabolicas e

comportamentais
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Figura 3. Representagdo esquematica de como obesidade induzida pelo consumo excessivo de HFD pode
favorecer o surgindo de alteragdes metabolicas e no SNC (Adaptado Verdile et al., 2015).

1.7 Obesidade e seus manejos

O tratamento da obesidade ¢ complexo e visa a perda de massa corporal. Pode
envolver abordagens farmacoldgicas como uso de medicamentos antiobesidade, nao
farmacoldgica com abordagem nutricional, praticas de atividade fisica, ou cirurgia bariatrica
(Fandifo et al., 2004; WHO, 2014).

O uso de medicamentos no tratamento de obesidade representa uma abordagem util,
principalmente quando associada a dieta balanceada e atividade fisica. O uso desses
medicamentos deve ser reservado a pacientes com obesidade de risco moderado ou alto
(IMC> 30 kg/m? ou IMC> 27 kg/m? se houver comorbidades). Outra abordagem para
tratamento da obesidade ¢ a cirurgia bariatrica, também conhecida como cirurgia metabolica.
E indicada para tratamento de obesidade grave e o advento de procedimentos laparoscopicos

diminuiu seus riscos. Os critérios para indicagdo desse tipo de tratamento incluem IMC> 40
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kg/m? ou IMC> 35 kg/m? com comorbidades associadas, como hipertensdo ou dislipidemia
(WHO, 2014; Gonzalez-Muniesa et al. 2017).

Em se tratando de abordagem nutricional, estudos mostram que mudangas no padrado
alimentar podem apresentar beneficios importantes, como diminuicao da resisténcia a insulina
e leptina, melhora na tolerancia a glicose e diminui¢ao da adiposidade em roedores (Hatzidis,
et al., 2017). Dietas para o controle do peso corporal passaram a ser rigorosamente testadas
em ensaios clinicos randomizados nos ultimos 20 anos (Bray e Siri-Tarino, 2016). O balango
energético negativo através da diminuigao da ingestao de colorias ¢ usado para produzir perda
de peso com as dietas, e todas as dietas, em média, induzem esse efeito. Com relagdo aos
parametros comportamentais, McLean e colegas (2018) mostraram que os déficits de
memoria foram revertidos apds a alteragdo de HFD por uma dieta com baixo teor de gordura,
no entanto, em seu estudo, os camundongos receberam HFD por apenas uma semana e depois
voltaram para a dieta padrdo para roedores. Até onde sabemos, ndo ha relatos de que as
alteragdes comportamentais (ou seja, memoria e comportamento depressivo) induzidas por
consumo cronico de HFD (por exemplo, meses) poderiam ser revertidas apds a substitui¢cao

por dieta padrao.
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2. JUSTIFICATIVA

A obesidade ¢ considerada por muitos como uma epidemia do século XXI, sendo
definida como um actimulo excessivo de tecido adiposo que geralmente ¢ acompanhado por
inflamacao sistémica, leve e cronica. Atualmente, cerca 40% da populacdo mundial estd obesa
ou com sobrepeso, apesar de esforcos para retardar o progresso da epidemia. A prevaléncia de
obesidade ¢ de 10,8% entre homens adultos e 14,9% entre mulheres adultas. Esses dados
indicariam que o sexo feminino esta associado a maior risco de obesidade (Gonzalez-Muniesa

etal. 2017).

Com a crescente expansdo no consumo de dietas hiperlipidicas e dos problemas de
satde relacionados a obesidade e.g., dislipidemia, resisténcia a insulina e prejuizos cognitivos,
se torna necessario o desenvolvimento de estratégias terapluticas eficazes. Neste sentido,
abordagens farmacolodgicas e ndo farmacologicas vém sendo utilizadas com relativo sucesso
no manejo da obesidade e doencas relacionadas. Existe um grande interesse em formas
efetivas de intervencdo ndo farmacologica para tratamento de doencas, e.g., exercicio fisico,
dieta ou estimulag¢do cognitiva, visando ndo apenas beneficios para satide geral e mental, mas
também ao bem-estar ¢ a qualidade de vida. Diante do exposto, o presente estudo buscou
investigar se a substituicdo de uma dieta hiperlipidica, por uma dieta mais saudavel,
promoveria melhorias nas alteragdes metabolicas e comportamentais induzidas pela dieta
hiperlipidica em camundongos. Levando-se em consideragdao os (i) estudos clinicos que
demonstraram que as dislipidemias na meia-idade sdo fatores de risco ao desenvolvimento de
deméncias (Solomon, et al., 2009) e (ii) estudos pré-clinicos que demonstraram que
camundongos de meia-idade sdo mais susceptiveis as alteragdes comportamentais induzidas
por dieta hiperlipidicas (Machado, et al., 2018), o presente estudo utilizou camundongos de

meia-idade (i.e., doze meses de idade ao inicio dos experimentos).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Este estudo buscou avaliar a temporalidade do aparecimento e o grau das alteragdes
metabodlicas e comportamentais induzidas por dieta hiperlipidica (HFD), ao longo de 12
semanas de exposi¢ao, em camundongos C57BI1/6 fémeas de doze meses de idade. Ademais,
teve como objetivo investigar se a troca de uma HFD, apds um periodo de exposicao de doze
semanas, para uma dieta padrao para roedores, por quatro semanas, ¢ capaz de reverter tais

altera¢des metabolicas e comportamentais.

3.2 Objetivos especificos:
1. Avaliagao de parametros metabolicos:
a. Acompanhamento semanal de massa corporal;
b. Avaliacdo parametros metabolicos envolvidos na homeostase glicémica (glicemia
basal e tolerancia a glicose).
2. Avaliagao de parametros comportamentais:
a. Memoria operacional (de trabalho);
b. Memoria espacial de curto prazo;
¢. Memoria de reconhecimento;
d. Resposta comportamental frente a estresse agudo inescapavel;

e. Comportamento anedonico.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Os animais, oriundos de coldnia propria do laboratdrio, foram mantidos no Biotério do
Laboratério de Neurociéncias e Comportamento, localizado no Departamento de Ciéncias
Fisiologicas CCB/UFSC, coordenado pelo Prof. Dr. Eduardo Luiz Gasnhar Moreira. Foram
utilizados 21 camundongos adultos fémeas (11 e 12 meses) da linhagem C57BIl/6 pesando
entre 22-27 g. Os animais ficaram alojados em gaiolas plasticas (42 x 34 x 17 cm), com
condicdo controlada de temperatura (23 + 1°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12
horas, fase clara das 06:00 as 18:00 h), e com livre acesso a agua e comida. Foram mantidos
no maximo seis animais por gaiola-moradia, de acordo recomendacdes do Guia Brasileiro de

Criagdo e Utilizacdo de Animais para Atividades de Ensino e Pesquisa Cientifica do
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CONCEA (Resolugdo Normativa 13, 2013), projeto aprovado na CEUA/UFSC
(1793080916).

4.2 Dieta

Racdo padrao para roedores (Nuvilab CR1, Nuvital; Quimtia Nutrientes, Colombo,
PR, Brasil) e racao hiperlipidica [dieta AIN 93, high-fat purificada, constituida por proteinas
(12 kJ%), carboidratos (27 kJ%) e lipideos (61 kJ%), Pragsolugdes, Jat, Sao Paulo, Brasil].

4.3 Delineamento experimental

O protocolo experimental utilizou camundongos fémeas da linhagem C57Bl/6 com
doze meses de idade ao inicio dos experimentos, as quais foram divididas em dois grupos
experimentais. Os animais do grupo experimental receberam, por 12 semanas, dieta
hiperlipidica e os animais do grupo controle dieta padrdo para roedores, ad libitum. Durante
todo esse periodo foi mensurado, semanalmente, a massa corporal dos animais. Como um dos
objetivos foi a avaliacdo da temporalidade das alteracdes comportamentais (i.e., aprendizagem
e memoaria e alteragdes na emocionalidade) induzidas pela dieta ao longo do tempo de 12
semanas, fez-se necessario a utilizagdo de diferentes testes comportamentais, de modo a nao
repetir nenhum teste, com o intuito de evitar habitua¢do dos animais aos testes e consequente
comprometimento das respostas apresentadas.

Ap6s o periodo de 4 semanas sobre influéncia das respectivas dietas, os animais foram
submetidos a uma bateria de testes comportamentais (alternancia forgada no labirinto em T e
teste da suspensdo pela cauda), sendo os testes realizados em dias distintos. Um dia apds o
ultimo teste comportamental, os animais, em jejum caldrico de seis horas no periodo do ciclo
claro, foram submetidos ao teste de tolerancia a glicose (GTT). Os animais continuaram por
um periodo de mais 4 semanas recebendo os mesmos tratamentos (dietas). Apos este periodo,
ainda sobre influéncia dos tratamentos acima mencionados, os animais foram submetidos a
outra bateria de testes comportamentais (campo aberto, teste de reconhecimento de objetos e
teste da borrifagem de sacarose). Um dia ap6s o ultimo teste comportamental, os animais, em
jejum caldrico de seis horas, foram submetidos ao GTT. Ainda, apds 12 semanas sobre as
dietas, os animais foram novamente testados (campo aberto, realocagao de objetos e GTT).

Apds permanecerem 12 semanas recebendo HFD, essa foi substituida por dieta padrao
e ambos os grupos de animais passaram a ser alimentados com dieta padrao para roedores por
quatro semanas e ao final deste periodo, os animais foram submetidos a testes

comportamentais (campo aberto, teste de memoria espacial no labirinto em Y e teste do nado
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forcado). Um dia apds o ultimo teste comportamental, os animais, em jejum calorico de seis
horas, foram submetidos ao GTT. Um dia apés o ultimo teste de tolerancia a glicose,

procedeu-se a eutanasia (Fig. 4).

Tempo: | 2 semanas Tempo: 4 semanas

C57Bl/6 | |
Fémeas (n=21)
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Tempo: 4 semanas l Tempo: 4 semanas l'l'empo 4 semanas l l
Labirinto emT, Campo aberto, Campo aberto, Campo aberto,
suspensao pela reconhecimento realocaciao de labirinto emY,

caudae GTT. de objetos, objetos e GTT. nado forgado e
borrifagem de GTT.

sacarose e GTT.

Figura 4. Delineamento experimental.

4.4 Testes comportamentais

Todos os testes comportamentais foram realizados durante a fase clara (8h:00min -
12h:00min), em uma sala com temperatura controlada (23 ° C, umidade entre 40% e 60%),
com baixa intensidade de luz (12 1x), e foram gravados (webcam Microsoft VX 3000). Para
minimizar a presenca de pistas olfativas, os aparatos utilizados foram cuidadosamente
higienizados com etanol a 10% antes de se iniciar cada protocolo experimental e a cada troca

de animal ou tentativa.

4.4.1 Labirinto em T

Relevancia do modelo: O protocolo de alternancia forcada foi adaptado de Wolf e
colaboradores (2016) e avalia memoria espacial de curto prazo em roedores. Baseando-se na
premissa que roedores possuem um comportamento natural de exploracio diante da novidade,
de modo que o animal permanega mais tempo no brago novo quando comparado aos demais

bracgos ja explorados.

Protocolo experimental: O teste de alternancia forcada foi conduzido usando um labirinto
simétrico de acrilico preto. Cada brago do labirinto em T tinha 30 cm de comprimento, 9 cm
de largura e 12 cm de altura, e a parede no final de cada brago estava marcada com um padrao
preto e branco diferente. O teste consistiu em uma sessao de treinamento de 5 minutos (T1)
seguido de uma sessdo de teste de 5 minutos (T2). Em T1, os animais foram colocados no

final do brago inicial, de frente para a parede e longe do centro, e tiveram a oportunidade de
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explorar dois bragos do labirinto em T, enquanto a entrada no terceiro braco foi bloqueada.
Apos a sessdo de treinamento, o camundongo retornou a sua gaiola por um intervalo de 30
minutos entre as sessdoes. Em T2, o braco 3 foi liberado e os animais foram novamente
colocados no brago inicial e, em seguida, permitido o acesso aos trés bracos do labirinto. O
numero de entradas (definido pela colocacdo das quatro patas em um brago) e o tempo gasto
em cada braco foram registrados. O tempo no brago novo [%] foi definido como o tempo

gasto no brago novo dividido pelo tempo gasto em todos os bragos durante o teste T2.

4.4.2 Labirinto em Y

Relevancia do modelo: O labirinto em Y avalia memoria de trabalho ou operacional em
roedores. Os bragos podem conter estimulos discriminativos (sugestdes) que favorece os
animais obterem uma memoria espacial de referéncia, isto €, se a primeira escolha do animal
foi o braco ‘a’, na segunda ele tenderd a preferir o brago ‘b’ (ndo visitado). Esse movimento ¢
denominado alternancia espontanea ¢ danos em estruturas encefalicas, como o hipocampo

podem prejudica-lo (Deacon e Rawlins, 2006).

Protocolo experimental: A alternancia espontanea foi testada como descrito por Holcomb et
al., 1998. O labirinto simétrico em Y, feito de acrilico, consiste em trés bragos separados por
120 graus. Cada braco tem 40 cm de comprimento, 17 cm de altura, 4 cm de largura na parte
inferior e 13 cm de largura na parte superior. Cada camundongo foi colocado no centro do
labirinto Y e foi permitido explorar livremente através do labirinto durante uma sessdo de 5
minutos. A sequéncia e o numero total de entradas em cada brago do labirinto foram
registrados. Foi considerado como entrada no brago quando as patas traseiras do camundongo
foram completamente colocadas no braco. Alternancia percentual foi calculada com base na
formula que leva em consideragdo o numero de entradas nos trés bracos, dividido pelo
numero de alternancias (o numero total entradas nos bragos - 2)/numero de alternancia x 100

(Miedel adaptado, 2017).

4.4.3 Reconhecimento de objetos

Relevancia do modelo: A tarefa de reconhecimento de objetos avalia a habilidade de roedores
em reconhecer um novo objeto no ambiente. Basicamente, neste teste, ndo ha reforcos
positivos ou negativos, e esta metodologia afere a preferéncia natural por novos objetos
exibida por roedores. O procedimento experimental consiste em trés fases: habituagdo,

familiarizacdo e a fase de teste. Ressalta-se que a tarefa de reconhecimento de objetos ¢
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particularmente atrativa porque ndo requer motivagdo externa, recompensa ou puni¢do —
apenas um pouco de treinamento e habitua¢do ¢ requerido — sendo que a tarefa pode ser
completada em um periodo relativamente curto de tempo. Os resultados deste paradigma sao

influenciados tanto por lesdes hipocampais quanto corticais (Buckmaster et al., 2004).

Protocolo experimental: O aparato utilizado foi um campo aberto. O procedimento consistiu
em trés sessoes de habituacdo ao campo aberto com duracao de 5 minutos por 3 dias seguidos,
na qual o animal foi colocado no aparato para livre exploragdo. Este modelo ¢ empregado
para avaliar a atividade exploratéria dos animais (Prut e Belzung, 2003). Apds 24 horas do
ultimo dia de habituagdo, os animais foram reexpostos ao campo aberto por 5 minutos,
contudo nesta apresentacdo (treino) dois objetos idénticos eram apresentados aos animais.
Neste momento, foi registrado o tempo de exploracdo de cada um dos objetos colocados na
caixa. Depois do treino os animais retornaram a sua caixa moradia e aguardaram até o
momento do teste, 30 minutos apds o treino. No momento do teste, porém, um dos objetos foi
trocado e registrado o tempo de exploragdo de cada um dos objetos. Os seguintes
comportamentos foram considerados como exploragdo do objeto: cheirar, tocar ou observar o
objeto a menos de 1 cm de distancia. Este tempo de exploragdo dos objetos foi utilizado para
o calculo do indice de localizacdo de objetos, utilizado como pardmetro de memoria (Leger et

al., 2013).

4.4.4 Realocacao de objetos

Relevancia do modelo: A memoria espacial de curto prazo dos camundongos foi avaliada no
teste de realocacdo de objeto. Este teste, baseado na tendéncia espontdnea de roedores,
previamente expostos a dois objetos idénticos, a posteriormente, explorar um dos objetos
(realocado para uma nova localizagdo espacial) por um tempo maior que o objeto ndo
deslocado, tem sido utilizado na avaliagdo de memorias dependentes do hipocampo (Assini et

al., 2009).

Protocolo experimental: O aparelho que necesséario para o teste da realocacdo de objeto ¢ o
campo aberto, ao qual o animal foi habituado. Foram utilizados dois retangulos plasticos
1dénticos (3 cm lado X 4,5 cm lado X 4,5 cm altura) colados ao chdo de maneira equidistante
7 cm de dois lados da caixa. O procedimento consistiu em uma sessao de habituagdo ao
campo aberto com dura¢do de 5 minutos, na qual o animal ¢ colocado na caixa e explora
livremente. Apds 24 horas, os animais foram reexpostos ao campo aberto por 5 minutos,

contudo nesta apresentagdo (treino) dois objetos idénticos foram apresentados aos animais.
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Neste momento, foi registrado o tempo de exploracdo de cada um dos objetos colocados na
caixa. Depois do treino os animais retornaram a sua caixa moradia e aguardavam até o
momento do teste, 30 minutos apds o treino. No momento do teste, porém, um dos objetos foi
mudado de lugar no campo aberto. Neste momento registra-se, novamente, o tempo de
exploragdo de cada um dos objetos. Os seguintes comportamentos sdo considerados como
exploragdo do objeto: cheirar, tocar ou observar o objeto a menos de 1 cm de distancia. Este
tempo de exploracdo dos objetos ¢ utilizado para o calculo do indice de localizagdo de

objetos, o qual foi utilizado como parametro de memoria (Assini et al., 2009).

4.4.5 Suspensio pela cauda

Relevancia do modelo: O diagndstico clinico da depressdo requer a presenca de diversos
sintomas centrais (e.g., humor deprimido, prazer diminuido) normalmente acompanhados de
sintomas variados como irritabilidade, mudangas de peso, distirbios no sono, sentimento de
culpa, baixa concentragdo, pensamentos de morte, suicidio etc. De modo claro, nao ¢ possivel
reproduzir em animais todos os sintomas observados clinicamente. Neste sentido, medidas
relacionadas a resigna¢do (comumente denominado “desamparo aprendido” ou “desespero
comportamental”) sdo utilizadas como o principal parametro comportamental nos testes de
screening de atividade antidepressiva em camundongos, como o teste da suspensdo pela
cauda. O teste da suspensao pela cauda foi desenvolvido por Steru e colaboradores (1985)
baseado na premissa que um animal submetido a uma situacdo estressante e inescapavel
apresenta dois tipos de comportamentos alternados, a agitacdo, caracteristica da tentativa de
escape da situagdo de estresse, e a imobilidade. Este padrao de comportamento também pode
ser chamado de “searching-behavior”, caracterizado pela alternancia de intensa atividade
motora ¢ gasto de energia com a imobilidade (Steru et al., 1985). Neste sentido, fArmacos
antidepressivos comumente utilizados na clinica sdo capazes de reduzir o tempo de
imobilidade de animais submetidos ao teste da suspensdo pela cauda (Steru et al., 1985; Cryan

e Holmes, 2005).

Protocolo experimental: Os animais foram colocados em uma sala, com controle de ruidos,
onde foram suspensos a 30 cm acima do chdo por meio de uma fita adesiva presa na ponta da
cauda e em uma superficie plana. E importante ressaltar que os animais nio tiveram acesso a
nenhuma parede ou compartimento que possa favorecer a subida. O teste foi registrado, com o
auxilio de uma camera de video, durante um periodo de 6 min. O tempo de imobilidade sera

analisado de forma que serdo considerados imdveis os animais que ndo apresentarem
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movimentos ativos ou qualquer movimento corporal. Foram observados o tempo para a

primeira imobilidade (laténcia) e o tempo de imobilidade.

4.4.6 Teste da borrifagem de sacarose

Relevancia do modelo: A autolimpeza ¢ um comportamento inato e importante no repertdrio
comportamental de roedores, sendo que hormodnios, neuromoduladores e varias regides do
encéfalo envolvidas nesse comportamento (Kalueff e Tuohimaa, 2004). Alteragdes
comportamentais indicativos de depressao incluem uma diminuicao de cuidados com higiene,
modificagdo no consumo de alimentos, consumo de sacarose e exploragdo social ou
ambiental, e esses comportamentos podem ser observados em roedores. Este teste seguiu o
protocolo descrito por Isingrini et al., (2010), com modifica¢des. Os indicios de falta de
autocuidado e comportamento motivacional sdo considerados como comportamentos do tipo

depressivo (Moretti et al., 2012).

Protocolo experimental: Os animais foram colocados individualmente em uma em uma caixa
acrilico (30 x 30 x 20 cm) e borrifado 1mL de solucdo de 10% de sacarose no dorso do
animal. Devido a sua viscosidade, a solu¢ao contendo sacarose induz um comportamento de
autolimpeza (grooming) do mesmo. Depois de aplicar a solucdo de sacarose, ¢ realizado o
registro do tempo (duragdo) e laténcia para o inicio do comportamento de autolimpeza por um

periodo de 5 minutos, como indicativos de autocuidado e comportamento motivacional.

4.4.7 Nado for¢cado

Relevancia do modelo: O teste do nado forcado ¢ um teste que mede a estratégia de
enfrentamento diante de um estresse agudo inescapavel (Porsolt et al., 1977) e, portanto,
oferece um panorama da resposta neural ao estresse. O estresse € um fator que contribui para
a depressao em humanos e estd associada a resposta alterada ao estresse. Em modelos
animais, medicamentos utilizados para tratamento de depressdo em humanos resultam em

uma melhora na estratégia de enfrentamento no teste do nado for¢ado (Commons et al., 2017).

Protocolo experimental: O aparato consiste em um tubo plastico (didmetro 10 cm, altura 25
cm), preenchido com agua a 25 + 1° C até 19 cm. Cada camundongo foi forgado a nadar no
tubo por 6 min. Os comportamentos analisados foram o tempo de imobilidade, definido pela
auséncia de nado ativo, quando o animal faz apenas os movimentos necessarios para manter a

cabeca sobre a agua e a laténcia para o inicio da imobilidade.
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4.5 Ensaios bioquimicos

O teste intraperitoneal de tolerancia a glicose foi realizado apos 6h de jejum calorico e da
coleta da glicemia de jejum (tempo 0) na cauda dos animais com glicosimetro (Accu-Chek
Performa®). Apds a primeira coleta, foi feito uma aplicacao via i.p. de D-(+)-glicose (Sigma
Aldrich, St Louis, MO) na concentracdo de 2g/kg de peso corporal ¢ a concentragao de
glicose no sangue aferida nos tempos 15, 30, 60 e 120 min ap6s a aplicagdo. Os resultados

foram expressos em mg/dl.

4.6 Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). As anélises
estatisticas foram realizadas usando teste t ndo pareado, teste t contra valores hipotéticos,
como no teste do labirinto em T (33%), reconhecimento e realoca¢do de objetos (50%).
Analise de variancia (ANOVA), com medidas repetidas quando apropriado seguido do post
hoc Newman Keul. Valores de p menores que 0,05 (P <0,05) foram considerados indicativos
de significancia. Todos os testes foram realizados usando o pacote de software

STATISTICA® (StatSoft Inc, Tulsa, OK, EUA).



33

5. RESULTADOS

5.1 Bloco experimental 1 (4 semanas)
Apbds o periodo de 4 semanas recebendo a HFD ou dieta padrio, os animais foram
submetidos aos testes de alternancia for¢ada no labirinto em T e teste da suspensdo pela cauda

e um dia apds o ultimo teste comportamental, os animais, em jejum calorico de seis horas,

foram submetidos ao GTT.

Observamos que 4 semanas de HFD ndo foi suficiente para promover alteragdes
significantes entre os grupos na variagdo da massa corporal (A=massa final- inicial; t=1,814;
df=19; p>0,05; Fig. 5 A) e na concentracdo de glicose basal (t=1,733; df=19; p>0,05; Fig. 5
B), porém parece ser suficiente para desencadear distirbios metabolicos relacionados ao
metabolismo de glicose evidenciado no minuto 60 no GTT (p<0,05; Fig. 5 C) sem mostrar

diferenc¢a na éarea sob a curva (t=1,018; df=19; p>0,05; Fig. 5 D).
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Figura 5: Efeito da HFD em parametros metabolicos apos 4 semanas de exposi¢ao a dieta. (A) A Massa corporal
(2). (B) glicose basal (mg / dL). Teste de tolerancia a glicose (C-D); (C) Glicose (mg / dL), (D) Area sob curva
(AUC). Os dados sao expressos como média + SEM. * p <0,05 vs. grupo SD. Teste T de Student para A, B, D e
ANOVA com medidas repetidas para GTT). SD (dieta padrao); HFD (dieta hiperlipidica).
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Avaliamos a memdria espacial de curto prazo usando teste do labirinto em T. O grupo
HFD apresentou aumento do nimero de cruzamentos totais durante as sessdes de treino
(t=2,407; df=18; p<0,05) e de teste (t=3,286; df=18; p<0,05) quando comparado ao grupo SD
(Fig. 6 A e B). No entanto, ambos os grupos apresentaram um aumento significativo no tempo
gasto explorando o novo brago (SD: t= 2,324; df= 8; p<0,05; e HFD: t= 2,234; df=10;
p<0,05), evidenciando aprendizado da tarefa (Fig. 6 C).
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Figura 6: Efeito da HFD memoria espacial de curto prazo apds 4 semanas de exposicdo, testado no labirinto em
T. A) Avaliacdo do nimero de cruzamentos totais durante o treino no teste do labirinto em T em camundongos
C57Bl/6 que receberam dieta padrao para roedores (SD) e dieta hiperlipidica (HFD); B) Avaliacdo do numero de
cruzamentos totais durante a fase de teste do labirinto em T; C) Tempo (s) de exploragdo do brago novo. Os
valores estdo expressos em média + erro padrdo da média. *p<0,05 quando comparado com o grupo SD; #
P<0,05 comparado com 33% (denota aprendizado da tarefa); SD (n=10), HFD (n=11).

No teste de suspensdo pela cauda, utilizado para avaliar o comportamento dos animais
frente a estresse agudo inescapavel, ndo foi observado diferenga entre os grupos com relagao
aos parametros de laténcia para imobilidade (p>0,05; Fig. 7 A) e tempo de imobilidade

(p>0,05; Fig. 7 B).
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Figura 7: Efeito da HFD no comportamento frente a estresse agudo inescapavel no teste de suspensdo pela
cauda, apos 4 semanas de exposicdo a dieta. A) Avaliagdo do tempo (s) de imobilidade durante o teste de
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suspensdo pela cauda em camundongos C57Bl/6 que receberam dieta padrdo para roedores (SD) e dieta
hiperlipidica (HFD); B) Avaliagdo da laténcia (s) para a imobilidade em camundongos C57Bl/6 que receberam
dieta padrdo para roedores (SD) e dieta hiperlipidica (HFD). Os valores estdo expressos em média + erro padrdo
da média; SD (n=9), HFD (n=8).

5.2 Bloco experimental 2 (8 semanas)

Apods 8 semanas sobre influéncia das mesmas dietas, os animais passaram por outra
bateria de testes, sendo eles o reconhecimento de objetos, borrifagem de sacarose e GTT. Em
relagdo aos parametros metabodlicos, observamos um aumento significante da massa corporal
(t=2,517; df=19; p<0,05; Fig. 8 A), da glicose basal (t=3,691; df=18; p<0,05; Fig. 8 B) e dos
niveis de glicose no GTT (p<0,05; Fig. 8 C) dos animais do grupo HFD quando comparados
ao grupo SD. O teste t de Student indicou diferenca significante na AUC (t=3,908; df=18;
p<0,05; Fig. 8 D).
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Figura 8: Efeito da HFD em parametros metabolicos apos 8 semanas de exposicdo a dieta. A) Massa corporal (g)
(massa final- inicial); B) Glicose basal (mg/dL); C) Avaliacdo da tolerancia a glicose apds 6 h em jejum e i.p.
injecdo de 2 g/ kg de glicose nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 min em camundongos C57Bl/6 que receberam dieta
padrio para roedores (SD) e dieta hiperlipidica (HFD); D) Area sob a curva. Os valores estdo expressos em
média + erro padrdo da média. *p<0,05 quando comparado com o grupo SD; ANOVA de uma via com medidas
repetidas; SD (n=10), HFD (n=10).
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O teste do reconhecimento de objetos foi precedido de uma habituacdao longa (trés
dias) no aparato campo aberto, tendo sido encontrada diferenca significante (p<0,05) no
numero de cruzamento totais na primeira exposi¢do ao aparato, mas nao nos outros dois dias
(p>0,05; Fig. 9 A). Na sessao de treino do teste de reconhecimento de objetos, ndao houve
nenhuma diferenca no indice de reconhecimento de objetos (SD: t=0,3084; df=8; p>0,05 e
HFD: t=2,023; df=9; p>0,05; Fig. 9 B), denotando a auséncia de preferéncia inata por um dos
objetos. Na sessdo de teste, o indice de reconhecimento foi superior a 50% para o objeto novo
nos grupos SD e HFD (SD: t=2,708; df=8; p<0,05 e HFD: t=2,463; df=9; p<0,05; Fig. 9 C),

demonstrando que ambos os grupos aprenderam a tarefa e exploraram mais tempo o objeto

novo.
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Figura 9: Efeito da HFD na locomogdo espontinea e na memoria de reconhecimento apds 8 semanas de
exposi¢ao. A) Avaliagdo do nimero de cruzamentos totais no campo aberto nos dias 1, 2 e 3 em camundongos
C57Bl/6 que receberam dieta padrio para roedores (SD) e dieta hiperlipidica (HFD); B) Indice de
reconhecimento (%) de objetos durante o treino no teste de reconhecimento de objetos; C) indice de
reconhecimento (%) de objetos durante a fase de teste. Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da
média. *p<0,05 quando comparado com o grupo SD; # indica p<0,05 versus 50% (teste t); SD (n=10), HFD
(n=11).

No teste de borrifagem de sacarose, que avalia o comportamento de anedonia e
autocuidado, ndo houve diferenga entre os grupos na laténcia para autolimpeza ou grooming
(t=1,063; df=8; p>0,05; Fig. 10 A), mas mostrou diferenca significativa no tempo total de
grooming (t=2,279; df=17; p<0,05; Fig. 10 B), sendo indicativo de comportamento

anedonico.
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Figura 10: Efeito da HFD no autocuidado e comportamento anedonico no teste de borrifagem de sacarose, apos
8 semanas de exposi¢do. A) Avaliagdo do tempo (s) para o inicio do comportamento de autolimpeza em
camundongos C57Bl/6 que receberam dieta padrao para roedores (SD) e dieta hiperlipidica (HFD); B) Tempo (s)
de duracdo do comportamento de autolimpeza. Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média.
*p<0,05 quando comparado com o grupo SD; SD (n=9), HFD (n=10).

5.3 Bloco experimental 3 (12 semanas)

Posteriormente, os animais continuaram recebendo a dieta por mais 4 semanas,
totalizando 12 semanas de intervencao e foram testados no teste de realocagdo de objetos, que
foi precedido de habituacdo no campo aberto e GTT. O teste t de Student mostrou diferenca
significante entre os grupos SD e HFD na massa corporal (t=2,842; df=19; p<0,05; Fig. 11 A)
e glicose basal (t=2,312; df=16; p<0,05; Fig. 11 B). No teste GTT, a ANOVA de uma via
com medidas repetidas indicou aumento significativo de glicose aos 30 e 60 min no grupo
HFD (p<0,05; Fig. 11 C), e o teste t de Student indicou diferencga significativa na AUC
(t=5,727; df=16; p<0,05; Fig. 11 D).
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Figura 11: Efeito da HFD em parametros metabolicos apds 12 semanas de exposi¢do a dieta. A) A Massa
corporal (g); B) Glicose basal (mg/dL); C) Avalia¢do da tolerancia a glicose apos 6 h em jejum e i.p. inje¢do de 2
g / kg de glicose nos tempos 0, 15, 30, 60 ¢ 120 min em camundongos C57Bl/6 que receberam dieta padrao para
roedores (SD) e dieta hiperlipidica (HFD); D) Area sob a curva. Os valores estio expressos em média £ erro
padrao da média. *p<0,05 quando comparado com o grupo SD; ANOVA de uma via com medidas repetidas; SD
(n=9), HFD (n=9).

O teste de realocagdo de objetos, que se propde a avaliar memoria espacial de curto
prazo foi precedido de habituacdo curta (1 dia) no campo aberto (Fig. 12 A), e observamos
que o grupo HFD (t=2,492; df=19; p<0,05) realizou significativamente mais cruzamentos que
o grupo controle, indicativo de aumento da locomogdo espontanea. Na fase de treino do teste
de realocagcdo de objetos, ambos os grupos exploraram os dois objetos sem demonstrar
preferéncia por nenhum deles (SD: t=2,378; df=7; p<0,05 e HFD: t=0,7253; df=7; p>0,05;
Fig. 12 B), e na fase de teste, os animais do grupo HFD passaram significativamente menos

tempo explorando o objeto deslocado quando comparado ao grupo controle, evidenciando
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prejuizo na memoria espacial de curto prazo (SD: t=0,7253; df=7; p>0,05 e HDF: t=2,378;
df=7; p<0,05; Fig. 12 C).
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Figura 12: Efeito da HFD na locomogéo espontanea e na memoria espacial de curto prazo ap6és 12 semanas de
exposi¢ao. A) Avaliagdo do nimero de cruzamentos totais no campo aberto em camundongos C57Bl/6 que
receberam dieta padrio para roedores (SD) e dieta hiperlipidica (HFD); B) indice de localizagdo (%) de objetos
durante o treino no teste de realocagio de objetos; C) Indice de localizagio (%) de objetos durante a fase de teste.
Os valores estdo expressos em média + erro padrao da média. *p<0,05 quando comparado com o grupo SD; #
indica p<0,05 versus 50% (teste t); SD (n=8), HFD (n=8).

5.4 Bloco experimental 4

Apo6s 12 semanas recebendo HFD, essa fora substituida por dieta padrao para roedores
por 4 semanas para testar a hipotese de que tal alteragdo poderia reverter os prejuizos
metabolicos e os comportamentais induzidos pelo consumo cronico de HFD. Os animais
foram submetidos aos testes do campo aberto, alternancia espontanea no labirinto em Y, nado

forgado e GTT.

Em relagdo aos parametros metabolicos, a figura 13 A mostra a massa corporal de
ambos os grupos ao longo do experimento, evidenciando um aumento da massa (p<0,05; Fig.
13 A) a partir da quarta semana de exposi¢do a HFD e a reversdo desse incremento apos
substitui¢do da dieta. Ainda, teste t de Student ndo mostrou diferenca significante entre os
grupos nos parametros de massa corporal (t=0,9606; df=19; p>0,05; Fig. 13 B), concentragdao
basal de glicose sanguinea (t=0,7090; df=17; p>0,05; Fig. 13 C) e AUC (t=0,5459; df=17;
p>0,05; Fig. 13 E), nem a ANOVA de uma via com medidas repetidas no GTT (p>0,05; Fig.
13 D).
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Figura 13: Efeito da alteracdo da HFD por dieta padrao por 4 semanas nos pardmetros metabolicos. A) Curva da
massa corporal (g) ao longo do experimento; B) Delta da massa corporal (g); C) Glicose basal (mg/dL); D)
Avaliagdo da tolerancia a glicose apds 6 h em jejum e i.p. inje¢@o de 2 g / kg de glicose nos tempos 0, 15, 30, 60
e 120 min em camundongos C57Bl/6 que receberam dieta padrdo para roedores (SD) e dieta hiperlipidica
(HFD); E) Area sob a curva do grafico A. Os valores estio expressos em média + erro padrio da média.
ANOVA de uma via com medidas repetidas; *p<0,05 quando comparado com o grupo SD; SD (n=9), HFD

(n=9).

O teste t de Student ndo mostrou diferenca significante no nimero de cruzamentos

totais no campo aberto (t=0,5959; df=16; p>0,05; Fig. 14 A) e nem no indice de alternancia

espontanea no teste do labirinto em Y (t=0,2733; df=16; p>0,05; Fig. 14 B).
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Figura 14: Efeito da alteracdo da HFD por dieta padrdo por 4 semanas na locomog¢do espontdnea ¢ memoria de
trabalho. A) Cruzamentos totais no campo aberto em camundongos C57Bl/6 que receberam dieta padrio para
roedores (SD) e dieta hiperlipidica (HFD). B) . Avaliagdo do indice de alternancia (%) no teste labirinto em Y.
Os valores estdo expressos em média + erro padrdao da média; SD (n=9), HFD (n=9).

Ainda, no teste do nado forcado (Fig. 15 A e B), que avalia comportamento dos
roedores frente a um estresse agudo, ndo observamos diferenga significante nos parametros de
laténcia para imobilidade (t=0,1022; df=16; p>0,05; Fig. 15 A) e tempo de imobilidade
(t=0,2332; df=16; p>0,05; Fig. 15 B).
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Figura 15: Efeito da alteragdo da HFD por dieta padrdo por 4 semanas no comportamento frente a estresse
agudo. A) Avaliagdo da laténcia (s) para a imobilidade em camundongos C57Bl/6 que receberam dieta padrdo
para roedores (SD) e dieta hiperlipidica (HFD); B) Avaliacdo do tempo (s) de imobilidade durante o teste do
nado forgado em camundongos C57Bl/6 que receberam dieta padrao para roedores (SD) e dieta hiperlipidica
(HFD). Os valores estdao expressos em média + erro padrao da média; SD (n=9), HFD (n=9).
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6. DISCUSSAO

A ingestdo de HFD tem sido associada ao desenvolvimento de obesidade, alteragdes
metabolicas e cardiovasculares (Lovejoy, 2002). Além disso, na ultima década, diversos
estudos também tém associado habitos alimentares a alteragdes cognitivas € emocionais
(Luppino et al., 2010; Moreira, et al., 2014; Cordner e Tamashiro, 2015). As dietas com alto
teor de gordura (pelo menos 20% de gordura a mais do que na racao padrio para roedores)
foram associadas ao desenvolvimento de deficiéncias cognitivas e modificagdes na

emocionalidade em roedores (Cordner, 2015; Abbott, 2019).

Nossos resultados mostram que quatro semanas de dieta HFD ndo foram suficientes
para promover mudancas significativas nos parametros de massa corporal ¢ na glicose basal.
Gergerlioglu e colaboradores (2016), utilizando ratos Wistar, machos, com 10 a 12 semanas
de idade, alimentados com HFD (35% de gordura) por quatro semanas, ndo observaram
diferenca significativa na massa corporal e glicose basal desses animais quando comparado ao
grupo controle. Magnusson e colaborados (2015) observaram que, camundongos C57Bl
machos, alimentados com HFD (42% de gordura) por seis semanas, sO apresentavam
diferenga significativa na massa corporal apds a quinta semana de exposi¢do a dieta. Em
contrapartida, Ayabe e colaborados (2018) mostraram que camundongos C57B1 machos, com
cinco semanas de idade, alimentados com HFD (60% de gordura) por oito semanas, ja
comegam a apresentar massa corporal significativamente maior que o grupo controle a partir
da terceira semana de dieta. Denver, Gault e McClean (2018) identificaram que camundongos
C57Bl, machos, alimentados com HFD (45% de gordura), tinham massa corporal
significativamente maior que o grupo controle apoés o quarto dia de dieta, porém nao
observaram diferenga na glicose basal apds 18 dias, 34 dias, 10 semanas ou 34 semanas de

dieta.

A alimentacdo prolongada com HFD induz um aumento na massa corporal de
roedores, sendo mais pronunciada quando a exposicao se inicia apoés o desmame e continua
por varias semanas (Cawthorn, Scheller e Macdougald, 2012; Buettner et al., 2007). A
literatura mostra que embora um aumento na massa corporal possa ser identificado ap6s duas
semanas de alimentacdo com HFD, o fenotipo de obesidade induzido pela dieta se torna mais

aparente ap6s exposicao por periodo superior a quatro semanas (Buettner et al., 2007).

Apesar de ndo termos encontrado diferenga significativa nos parametros de massa

corporal e glicose basal apos quatro semanas de HFD, esse tempo de dieta ja foi suficiente
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para produzir um efeito negativo na homeostase glicémica, evidenciado pelo
comprometimento observado no GTT. Semelhantemente, Krishna e colaboradores (2016)
observaram que cinco semanas de HFD (60% de gordura) resultou em prejuizo no
metabolismo de glicose em ratos wistar fémeas. McDonald e colaboradores (2011) avaliaram
ratos machos alimentados com uma dieta de HFD (41% de gordura) por 7, 22 e 39 semanas, ¢
observaram que as sete semanas foi possivel detectar um metabolismo glicémico
comprometido nesses animais. McLean e colaboradores (2018), utilizando camundongos
C57BI machos, com doze semanas de idade, mostraram que apenas sete dias de HFD (60%
gordura) foi suficiente para provocar aumento na massa corporal, ingestdo caldrica e

comprometimento da tolerancia a glicose.

As células B do pancreas liberam insulina de acordo com um padrao bifasico, sendo o
principal estimulo para a liberacdo desse hormonio o aumento dos niveis plasmaticos de
glicose. O estudo de Ahren e Pacini (2002) mostrou que camundongos C57BI alimentados
com HFD (58% de gordura) tinham um prejuizo na primeira fase de liberacdo da insulina
quando comparados a animais tratados com dieta padrao. Em contrapartida, apresentam uma
possivel compensagdo pancreatica caracterizada pelo aumento da massa de células B e
aumento da secre¢do de insulina na segunda fase, provavelmente porque apresentavam
redugdo da sensibilidade a insulina (Ahren e Pacini, 2002; Buettner et al., 2007; Moreno-

Fernandez et al., 2018).

Além disso, as quatro semanas de dieta, ndo observamos efeitos da dieta na resposta
frente a estresse agudo inescapavel ou prejuizo de memoria espacial de curto prazo. Boitard e
colaboradores (2014) mostraram que ratos Wistar machos alimentados com HFD (24% de
gordura) por quatro semanas ap6ds o desmame (3 semanas) ou na fase adulta (12 semanas) nao
apresentaram prejuizo na memoria espacial de curto prazo quando comparado a animais
tratados com dieta padrdo para roedores. Porém, os animais expostos a HFD apds o desmame
tiveram prejuizo na memoria espacial de longo prazo enquanto que o consumo semelhante
dessa dieta na fase adulta ndo afetou tal pardmetro, indicando que o periodo juvenil €
particularmente vulneravel aos efeitos da HFD (Boitard et al., 2014). Diferentemente, Denver,
Gault e McClean (2018) mostraram que camundongos C57BI alimentados com HFD (45% de
gordura) apresentavam prejuizo na memoria de reconhecimento apds 18 dias, 34 dias e 10

semanas de exposicao a dieta.

Por outro lado, os animais expostos a HFD por quatro semanas apresentaram aumento

da atividade locomotora espontanea. Kaczmarczyk e colaboradores (2013) mostraram que
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camundongos C57Bl machos, com trés semanas de idade, alimentados com HFD (60% de
gordura) por um periodo de 1 a 3 semanas apresentaram aumento da movimentagao
espontanea na roda de correr apos uma semana de tratamento com essa dieta. Porém estudos
como o de Wong e colaboradores (2015), que utilizou camundongos C57BI fémeas com oito
semanas de idade, alimentadas com HFD (40% de gordura) por seis semanas, observou que os
animais demonstraram uma reducdo na atividade locomotora espontanea, associada a
hiperinsulinemia e comprometimento do metabolismo da glicose nos testes intraperitoneal de

tolerancia a glicose e tolerancia a insulina.

Fordahl, Lock e Jones (2016) mostraram em seu estudo feito com camundongos
C57BI machos, tratados com HFD (60% de gordura) por seis semanas apresentavam aumento
dos niveis plasmaticos de leptina e insulina, associado a aumento da locomogdo espontanea e
diminui¢do da captacdo de dopamina. Mostraram ainda que niveis elevados de dopamina
extracelular no nicleo accumbens parecem contribuir para o aumento da locomogao e outros
modelos de obesidade induzida por dieta tem mostrado altera¢des no sistema dopaminérgico
devido a consumo de HFD (Alsio et al., 2010). A sinalizagdo da dopamina contribui para a
eficacia reforgcada dos psicoestimulantes (Baik, 2013), e niveis elevados no nticleo accumbens
¢ um achado neuroquimico de todas as substancias abusadas, incluindo alimentos (Fordahl,
Lock e Jones, 2016). Estudos mostram que roedores tratados com HFD por cinco e doze
semanas apresentam reducdo da expressao do receptor de dopamina no nucleo accumbens, e
que a recaptagdo de dopamina nesse local foi atenuada apos 6 semanas de exposicdo a HFD

(Alsio et al., 2010; Carlin et al., 2013).

Apds oito semanas de exposicdo as dietas padrdo ou HFD os animais foram
reavaliados e observamos aumento significativo de massa corporal, da glicose de jejum e
incremento no prejuizo na tolerancia a glicose, sendo evidenciado pela diferenga na analise da
AUC. Esses efeitos deletérios sdo explicados pela susceptibilidade desses animais aos déficits
metabolicos (Montgomery et al., 2013) e ao perfil inflamatorio (Ayabe et al., 2018) induzidos
pela HFD durante oito semanas. Ayabe e colaboradores mostraram que oito semanas de HFD
(60% de gordura) foi capaz de induzir aumento da massa corporal, aumento da massa de
tecido adiposo epididimario e niveis plasmaticos de triglicerideos. Arnold e colaboradores
(2014) mostraram que camundongos C57BI tratados com HFD (45% de gordura) por oito
semanas apresentavam aumento de massa corporal, glicose basal e alteragdes no teste de
tolerancia a glicose. Xu e colaboradores (2018) mostraram que além da alteragdo na massa

corporal, niveis aumentados de glicose plasmadtica e resisténcia a insulina, camundongos
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C57BI tratados com HFD (60% de gordura) por oito semanas também apresentavam aumento
dos niveis plasmaticos de triglicerideos, colesterol, LDL, diminui¢do de HDL, aumento da
expressao de moléculas relacionadas a lipidogénese e alteracdo hepatica condizente com o

quadro de esteatose hepatica nao alcoolica.

Na obesidade, ha um quadro de inflamagdo cronica de baixo grau que estd envolvida
na patogénese de varias doengas cronicas, que ocorre devido a elevagdo da infiltracdo de
macrofagos e expressao de citocinas pro-inflamatorias, principalmente no tecido adiposo € no
figado. Vérias alteragcdes contribuem para o inicio da inflamagdo crénica, como estresse no
reticulo endoplasmatico, redu¢do da adiponectina, elevacao da leptina, morte de adipdcitos,
infiltracdo de macréfagos, lipdlise e hipoxia do tecido adiposo (Ye e McGuinness, 2013),
induzindo liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-1 e IL-6. Alguns dos
mecanismos propostos na literatura como mediadores dos efeitos da inflamacdo ¢ a inibig¢ao
do IRS-1 (substrato 1 do receptor de insulina) e do receptor de insulina na via de sinaliza¢ao
da insulina (Ye, 2011; White, 2002) e por meio do aumento de acidos graxos livres no plasma

através da estimulacao da lipolise (Ye, 2013).

Ainda, também demonstramos que, no teste de borrifagem de sacarose, os animais do
grupo HFD apresentaram comportamento aneddnico. Diferentemente de nossos resultados,
Hassan e colaboradores (2018) demonstraram que camundongos C57Bl machos, quando
alimentados por oito semanas com HFD (60% gordura), ndo apresentaram diferenga no tempo
de autolimpeza no teste de borrifagem de sacarose (Hassan et al., 2018). Porém, em outros
paradigmas, animais alimentados com HFD exibiram um comportamento anedonico
associado a alteragdes na microbiota, metaboloma cerebral (Hassan et al., 2018) e inflamagao
(Dutheil et al., 2016). Isingrini e colaboradores (2010) mostraram que a ingestdo de HFD
(45% de gordura) resultou em comportamento anedonico e impediu que a fluoxetina, farmaco
utilizado para o tratamento da depressao, tivesse efeito nos comportamento de autocuidado e

anedonia em camundongos machos da linhagem BALB/c.

Estresse, neurogénese e plasticidade sinaptica prejudicadas representam fatos
interconectados associados a depressdao (Dwivedi, 2011 ; Mouillet-Richard et al., 2012), que
apresenta caracteristicas fisiopatologicas que incluem diminui¢do de monoaminas, excesso de
glutamato, hormonio liberador de corticotrofinas e niveis de cortisol (Carvalho et al., 2015; Jo
et al.,, 2015). A inflamacdo cronica estd associada ao desenvolvimento de sintomas
depressivos, inclusive quando o processo inflamatorio ¢ decorrente de quadro de obesidade. O

aumento dos niveis sistémicos de citocinas pro-inflamatdrias afeta o SNC e estimula os
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astrocitos e as células microglias a produzirem citocinas. Tal condi¢do pode favorecer a

ocorréncia de depressdao em individuos susceptiveis (Dantzer et al., 2008).

Foi demonstrado que a micréglia também converte a quinurenina transportada ao SNC
em acido quinolinico, um composto neurotdxico (Dantzer e Walker, 2014). Os astrécitos, por
sua vez, nao sdo capazes de absorver o excesso de glutamato, que juntamente com o acido
quinolinico aumentam a neurotransmissao glutamatérgica. Ainda, as citocinas pro-
inflamatérias podem estimular o eixo HPA para liberacdao adicional de glicocorticoides que

podem agir suprimindo a neurogénese (Brites e Fernandes, 2015).

Além disso, com oito semanas de exposi¢do ndo identificamos prejuizo na memoria de
reconhecimento averiguada no teste de reconhecimento de objetos. Ayabe e colaboradores
(2018) trataram camundongos C57Bl machos, de cinco semanas de idade com HFD (60% de
gordura) por oito semanas e realizaram os testes de reconhecimento e realocagdo de objetos.
Esse estudo mostrou que, no teste de reconhecimento de objetos, os animais do grupo HFD
passaram menos tempo explorando o objeto novo e 0 mesmo aconteceu com relagdo ao objeto
deslocado no teste de realocacdo de objetos. Ainda, Che e colaboradores (2018) mostraram
que camundongos SAMPS8, machos, com 10 meses de idade, apds serem submetidos a

exposicao de HFD por oito semanas apresentavam prejuizo na memoria espacial.

As diferencas entre machos e fémeas nos parametros de aprendizagem e memoria
dependente de hipocampo sdo relatadas em humanos e roedores (Yagi e Galea, 2018), sendo
que machos parecem apresentar melhor desempenho em tarefas de memoria espacial,
enquanto de fémeas em tarefas de reconhecimento (Piber et al., 2018; Voyer, Voyer e Saint-
Aubin, 2017), e a literatura sugere que tais diferengas sejam decorrentes de hormdnios sexuais
(Hammes e Levin, 2019). Ainda existem diferencas entre machos e fémeas no
desenvolvimento da obesidade e suscetibilidade a disturbios relacionados a obesidade
induzida por dieta. Quando alimentados com dieta rica em gordura, camundongos machos
C57BL ganham massa corporal, enquanto as fémeas sdo resistentes a obesidade induzida pela
dieta. O estudo de Omotola e colaboradores (2019) mostrou que camundongos C57BI fémeas
ovariectomizadas, e, portanto com niveis de estrégeno circulantes indetectaveis tornaram-se

quando alimentados com uma HFD.

Apods receberem HFD por 12 semanas, os animais do grupo HFD mostraram um
aumento mais significativo nas alteragdes metabodlicas observadas em quatro e oito semanas.

Estudos mostram que animais alimentados com HFD apresentam diversas alteragdes
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condizentes com o quadro de obesidade, como aumento significativo de massa corporal,
gordura visceral, hiperglicemia, resisténcia a insulina, resisténcia a leptina,
hipertrigliceridemia, esteatose hepatica ndo alcodlica (Buettner et al.,, 2007; Moreno-
Fernandez et al., 2018; Xu et al., 2018; Arnold et al., 2014). Tais alteracdes tendem a ser

agravar a medida que a exposicao a dieta se prolonga (McLean et al., 2018).

Além disso, nesse periodo do experimento, o0s animais apresentaram
comprometimento na memoria espacial de curto prazo no teste de realocagdo de objetos. Os
estudos sobre os efeitos da HFD na aprendizagem e memoria de roedores contam com muitas
variagoes, como a linhagem e idade dos animais utilizados, composi¢ao da dieta, duracdo da
exposicdo e forma de avaliacdo desses paradigmas, com poucos estudos usando varios testes
cognitivos (Cordner e Tamashiro, 2015). Os resultados de Kosari e colaboradores (2012)
mostram que tanto uma dieta ocidental (21% de gordura, 0,15% de colesterol) quanto uma
dieta rica em gorduras (60% de gordura) por doze semanas resultou em prejuizo memoria
espacial de curto prazo e na memoria de trabalho, em ratos machos da linhagem Long Evans,
evidenciando que HFD parece prejudicar a memoria dependente do hipocampo. Camer e
colaboradores (2015) mostraram que camundongos C57BI, machos, com 12 meses de idade,
apresentam prejuizo na memoria de reconhecimento ap6s exposi¢cdo de 21 semanas a HFD
(40% de gordura). J& McLean e colaboradores (2018), utilizando camundongos C57BlI,
machos, com doze semanas de idade, mostraram que apenas sete dias de HFD (60% gordura)
foi suficiente para promover prejuizo na memoria espacial, contextual e episodica, mas ndo na
memoria de reconhecimento desses animais. Denver, Gault e McClean (2018) em seu
experimento com camundongos C57Bl, machos, com idades entre sete e 14 semanas,
alimentados com HFD (45% de gordura) por 18 dias, 34 dias, 10 e 21 semanas, mostraram
que havia prejuizo na memoria de reconhecimento em todos os tempos analisados, porém que
a memoria espacial foi prejudicada apenas em camundongos alimentados com HFD por 18

dias e 21 semanas.

O agravo da condi¢cao metabolica relacionada a glicose e aumento da massa corporal
observados em nossos resultados coincidiu com o desenvolvimento progressivo de alteracdes
comportamentais. Estudos mostram que a diminui¢do da sensibilidade a insulina e a leptina
podem favorecer déficits de memoria, e essas alteragdes também sdo observadas em
camundongos tratados com HFD (Williams et al., 2014; Koch et al., 2014). Os receptores de
insulina sdo expressos em todo o encéfalo e a sinalizagdo da insulina modula a estrutura e a

fun¢do da sinapse, reduz a neuroinflamagao, promove a prolifera¢do neuronal e ¢ fundamental



48

para os processos de aprendizagem e memoria (Arnold et al., 2014; Pintana et al., 2013; Jeon
et al., 2012; Cordner e Tamashiro, 2015). Estudos mostram que o comprometimento cognitivo
induzido pela HFD esta associado a prejuizos na sinalizagao periférica e central da insulina
(Cordner e Tamashiro, 2015). A fosforilagdo do IRS-1 em residuos de serina (Ser®'®) no SNC
tem sido correlacionada com disfungdes cognitivas em quadros de resisténcia a insulina de
pacientes com doenga de Alzheimer (Talbot et al., 2012) e esta aumentada em camundongos

tratados com HFD (Denver, Gault e McClean, 2018).

O comprometimento cognitivo induzido pela obesidade também pode ser atribuido a
uma reducdo da plasticidade sinaptica (Molteni et al., 2002). Evidéncias indicaram que o
comprometimento da plasticidade neuronal induzida por HFD pode ser influenciado pela
redugdo da expressao de proteinas do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) no
cortex pré-frontal e no hipocampo, que sdo areas-chave do cérebro na aprendizagem e na
memoria (Kanoski et al 2007). A sinalizagdo de BDNF ¢ uma via critica para promover a
potenciacdo de longo prazo (LTP), uma forma de plasticidade sindptica responsavel pela
forma¢do da memoria de longo prazo e neurogénese (Lomo et al., 1966; Noble et al., 2011;
Spinelli et al., 2017). A fosforilagdo e ativacdo do receptor de tropomiosina quinase B (TrkB
do inglés Tropomyosin receptor kinase B) levam a uma cascata de sinaliza¢ao intracelular que
resulta na ativacdo da sinalizagdo da proteina Akt (Cunha et al., 2010). A sinalizagdo Akt
regula a traducdo e o transporte de proteinas sinapticas, a fim de promover a plasticidade
sindptica em processos como aprendizado e na memoria (Yoshii e Constantine-Paton, 2007).
Além da ativagdo do TrkB, o BDNF também impulsiona a abertura dos canais de ions
dependentes de Na*, resultando em um influxo de Ca®" e ativacio dos receptores N- metil- d-

aspartato (NMDA) (Rose et al., 2004; Camer et al., 2015).

Os receptores NMDA também desempenham um papel crucial na plasticidade
sinaptica, uma vez que sua ativacao pelo glutamato favorece a LTP (Cooke e Bliss, 2006).
Valladolid-Acebes e colaboradores (2012) mostraram que a HFD dessensibiliza os receptores
NMDA no hipocampo de camundongos, sugerindo que sua alteracao também pode contribuir

com os prejuizos cognitivos induzidos pela dieta.

Outro mecanismo que pode estar comprometido no cendrio da obesidade ¢ a
neurogénese, processo que envolve a proliferagdo, migragdo, diferenciagdo, sobrevivéncia e
integragdo de novos neurdnios nos circuitos existentes, desempenhando um papel na
plasticidade cerebral. Uma regido do cérebro em que a neurogénese persiste até a idade adulta

em muitas espécies, incluindo humanos e roedores, ¢ a zona subgranular do giro dentado no
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hipocampo (Kempermann et al., 2015). Essa regido pode ser dividida ao longo de seu eixo
longitudinal no hipocampo dorsal, envolvido nos processos cognitivos, € no hipocampo
ventral, envolvido no processamento emocional, € sdo analogos as porgdes posterior e anterior
do hipocampo, respectivamente, em primatas (Fanselow e Dong, 2010). O estudo de Robison
e colaboradores (2020) que utilizou camundongos C57BI machos e fémeas com idade entre 2
e 6 meses, tratados com HFD (60% de gordura) por 18 semanas, observou que essa dieta
diminuiu a proliferacao celular no hipocampo dorsal e correlagao entre alteragcdes metabolicas
e prejuizo na neurogénese, sendo que os piores resultados metabodlicos foram preditivos de
maiores comprometimento na neurogénese do hipocampo, e tais achados foram observados

apenas em fémeas.

Nesse estudo, que tinha como um dos objetivos avaliar o surgimento das alteracdes
metabolicas e comportamentais induzidas pelo consumo de HDF (60% de gordura) ao longo
de 12 semanas, observamos uma progressdo cronoldgica dos efeitos deletérios da dieta.
Primeiramente, os animais apresentam disturbios metabdlicos e aumento da locomogao
espontanea, com subsequente aumento da massa corporal, da glicose basal, alteracdes de
emocionalidade e, finalmente, problemas de memoria acompanhados pelo agravamento de

distarbios metabolicos.

Apds 12 semanas de exposicdo a HFD, essa foi substituida por dieta padrio e
mantivemos os animais por mais quatro semanas nessa dieta. Apds esse periodo, observamos
que a substituicdo da dieta foi capaz de reverter os parametros metabolicos, como massa
corporal, glicemia de jejum e intolerancia a glicose. Walker e colaboradores (2017)
mostraram que camundongos C57Bl machos e fémeas, tratados com HFD (60% de gordura)
por 28 semanas, apresentavam reversao das alteracdes de massa corporal, glicose basal e
prejuizo na tolerancia a glicose quando essa dieta foi trocada por dieta padrdo para roedores.
Além disso, no grupo reversdo observaram redu¢do de marcadores inflamatdrios com IL-1f,
IL-6 e TNF-a. Ainda, Holmes e colaboradores (2015) mostraram que ratos Spregue-Dawley
com 10 a 11 semanas de idade, tratados com HFD (45% de gordura) por 10 semanas,
apresentam diminuicdo da massa corporal, tecido adiposo epipidimal, esteatose hepatica e
sensibilidade a glicose quando a dieta ¢ trocada por dieta com baixo teor de gordura. McLean
e colaboradores observaram apos exposi¢ao aguda de HFD (60% de gordura), quando a dieta

¢ trocada ha diminuicao da massa corporal, consumo caldrico e tolerancia a glicose.

Além disso, observamos que ao substituir a dieta por quatro semanas ndo ha

alteracdes na memoria de trabalho e na resposta comportamental frente a um estresse agudo.
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Isso implica que o consumo ininterrupto de HFD pode resultar em declinio cognitivo e que
uma dieta equilibrada pode favorecer a fungdo cognitiva. O estudo de McLean e
colaboradores (2018) investigou se as alteragdes metabolicas e comportamentais oriundas do
consumo agudo (7 dias) de HFD poderiam ser revertidas com substituicdo dessa por uma
dieta padrdo para roedores por 7 dias. Eles observaram que sete dias de HFD estava
relacionado a aumento da massa corporal, ingestdo calorica, intolerdncia a glicose,
comprometimento na memoria episoédica, memoria espacial e contextual, mas nao na memoria
de reconhecimento. Além disso, mostraram que a troca da HFD para dieta com baixo teor de

gordura reverteu todas as alteragdes induzidas pelo consumo agudo de tal dieta.

Este estudo buscou avaliar a temporalidade do aparecimento e grau das alteragdes
metabolicas e comportamentais induzidas pela HFD e observamos que essas alteracdes
metabolicas se acentuam a medida que o tempo de exposicao a dieta se prolonga. Observamos
que camundongos C57BI fémeas, com 12 meses de idade, quando expostas a HFD por 12
semanas, apresentam alteragdes relacionadas ao metabolismo da glicose, da locomogdo
espontanea, comportamento anedonico € comprometimento da memoria espacial de curto
prazo, e quando essa dieta foi trocada por dieta padrao para roedores observamos a reversao
das alteragdes metabolicas e auséncia de alteragdes comportamentais nos parametros de
memoria de trabalho e na resposta de enfretamento frente a estresse agudo inescapavel,
mostrando que algumas alteragdes induzidas por ingestdo cronica de dieta com alto teor de

gordura parecem ser transitorias.

Os déficits cognitivos induzidos por HFD ja foram associados a leptina, desregulacdo
do calcio, inflamagao, estresse celular e sinalizacdo da insulina (Robinson et al., 2016; Boitard
et al., 2014; Thibault et al., 2013). E provavel que assim como varios mecanismos parecem
contribuir para o comprometimento cognitivo induzido por HFD, varios mecanismos também
podem estar envolvidos no processo de reversdo dessas alteracdes (Robinson et al., 2016), e
como perspectiva para estudos futuros é necessario investigar os possiveis mecanismos que
estariam atuando no processo de reversdo das alteragdes metabolicas € comportamentais
induzidas pela HFD. Especuléa-la que talvez um desses mecanismos esteja relacionado com a
via de sinalizagdo da insulina periférica e central. Estudos mostram que a metformina,
farmaco hipoglicemiante da classe das biguanidas, utilizado para tratamento do diabetes tipo 2
tem impacto positivo na cogni¢do € memoria, seja atraveés da melhora da sensibilidade a

insulina ou do aumento da liberagdo de insulina (Pintana et al., 2012).
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Outro possivel mecanismo ¢ a redug¢ao da inflamagdo sistémica e central (Ferreira et
al., 2014). Mediadores inflamatorios sistémicos contribuem para a inflamacdo central e em
quadros de obesidade, com a expansdao do tecido adiposo, ha aumento da produgdo de
citocinas pro-inflamatorias, como TNF- a e IL-6 e IL-1B. Os mediadores inflamatorios
periféricos atravessam a barreira hematoencefalica e em conjunto com mediadores produzido
pela microglia podem levar a inflamagdo do SNC (Ferreira et al., 2014; Vitale et al., 2013;
Calay e Hotamisligil, 2013). A mudanga de HFD para dieta com baixo teor de gordura ou
dieta padrao para roedores, reduz a massa corporal ¢ a producdo de citocinas pro-
inflamatorias pelo tecido adiposo (Walker et al., 2017) e poderia favorecer uma atenuagao da
neuroinflamagdo e estar envolvido no processo de reversao das alteragdes centrais induzidas
pelo consumo de HFD. Para o esclarecimento dos processos envolvidos nesse na reversao das
alteracdes decorrentes de exposicdo cronica a HFD, sugere-se mais estudos utilizando grupos

independentes para cada etapa analisada.
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7. CONCLUSAO

e Quatro semanas de HFD induziu alteracdo na sensibilidade a glicose, aumento da
locomogao espontanea;

e Oito semanas de exposicdo a HFD induziu aumento da massa corporal, niveis glicose
basal, prejuizo na sensibilidade a glicose exacerbado, permanéncia do aumento da locomogao
espontanea e comportamento anedonico;

e Doze semanas de HFD foi acompanhado de incremento das alteragdes na massa corporal,
glicose basal e sensibilidade a glicose, somado a prejuizo na memoria espacial de curto prazo;
e Apos a troca da HFD por dieta padrdo para roedores observamos a reversao das alteragdes
metabolicas relacionados a massa corporal, glicose basal, tolerancia a glicose;

e Apods a troca da HFD por dieta padrao para roedores ndo observamos alteragdo na
memoria de trabalho bem como na estratégia de enfrentamento diante de um estresse agudo

inescapavel.
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