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RESUMO

Introducdo: As taxas de obesidade no mundo estdo atingindo proporcoes
alarmantes. Além das consequéncias nos tecidos periféricos, a obesidade pode
comprometer inclusive estruturas cerebrais, levando a déficits cognitivos,
especialmente relacionados a memdria. Objetivo: Avaliar parametros de memaoria em
modelo animal de obesidade induzida por dieta hiperlipidica. Métodos: Foi utilizado
camundongos Swiss, com 40 dias de idade, randomizados em dois grupos. Grupo
controle que recebeu dieta normolipidica e grupo obeso que recebeu dieta
hiperlipidica durante 10 semanas. A confirmacdo da obesidade nos animais foi
avaliada através do peso corporal e peso da gordura visceral. Ao final da inducdo os
animais foram submetidos ao teste de reconhecimento de objetos e esquiva
inibitéria, foram pesados e mortos por decapitacdo, a cavidade abdominal aberta e
retirada a gordura visceral. Apds, o tecido cerebral do hipocampo e cértex pré-frontal
foi removido para as analises bioguimicas da atividade de acetilcolinesterase e
cadeia respiratoria mitocondrial. Resultados: O peso corporal e a gordura
mesentérica dos animais do grupo obeso foram maiores comparado com O0s
controles. Os animais obesos ndo apresentaram prejuizos na memoria de
reconhecimento de objetos e aversiva quando comparados com o0s controles.
Atividade da acetilcolinesterase ndo apresentou diferenca entre o grupo controle e
obeso no hipocampo e coértex pré-frontal. A atividade dos complexos I, Il e IV da
cadeia respiratéria mitocondrial e creatina quinase foi inibida no hipocampo e cortex
pré-frontal dos obesos quando comparado com o grupo controle. Conclusdo: A
obesidade foi capaz de inibir a atividade dos complexos da cadeia respiratoria
mitocondrial e creatina quinase no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos
obesos, sugerindo que a producéo de energia neuronal possa estar alterada nesses
animais. No entanto, essa inibicdo n&o foi suficiente para afetar a atividade da
acetilcolinesterase nessas estruturas, nem a memoéria de reconhecimento de objetos

e aversiva nesse modelo animal.

Descritores: obesidade, dieta hiperlipidica, memdria, acetilcolinesterase,

metabolismo energético.



ABSTRACT

Introduction: The obesity rates have reached alarming proportions in the world. In
addition to the effects in peripheral tissues, obesity may also affect brain structures
leading to cognitive deficits especially related to memory. Objective: Evaluate
memory parameters in a model animal of obesity induced by high fat diet. Methods:
40-day-old Swiss mice were randomized into two groups. The control group received
control diet and the obese group received high fat diet for 10 weeks. The
confirmation of obesity in animals was defined by body weight and visceral fat weight.
All animals were submitted to object recognition test and inhibitory avoidance,
weighed and then killed through fast decapitation. The abdominal cavity was incised,
and the visceral fat was removed. After the brain removal, the hippocampus and
prefrontal cortex were separated by dissection for biochemical analysis of
acetylcholinesterase activity and mitochondrial respiratory chain. Results: Body
weight and mesenteric fat of the animal obese group was higher if compared with
controls. The obese animals had no loss in object recognition and aversive memory
when compared with controls. Acetylcholinesterase activity presented no difference
between the control group and obese in the hippocampus and prefrontal cortex. The
activity of complex I, 1l and IV of the mitochondrial respiratory chain, and creatine
kinase of the obese group was inhibited in the prefrontal cortex and hippocampus
when compared to the control group. Conclusion: Obesity was able to inhibit the
activity of mitochondrial respiratory chain complex and creatine kinase in the
prefrontal cortex and hippocampus of obese mice, implying that neuronal energy
production may be affected in these animals. However, this inhibition was not enough
to affect neither the activity of acetylcholinesterase in these structures nor the

recognition memory objects and aversive in this animal model.

Keywords: obesity, diet high-fat, memory, acetylcholinesterase, energy metabolism.
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1. INTRODUCAO

A obesidade é definida como o acumulo de gordura anormal ou excessivo
no tecido adiposo que reflete algum risco para a saude do individuo e € considerada
um problema para a saude publica . A causa principal do sobrepeso e obesidade
esta relacionada com o desequilibrio energético entre as calorias consumidas e
gastas, e com o sedentarismo caracteristico do mundo globalizado !. Esse
desequilibrio estd associado com o volume de alimentos ingeridos, frequéncia com
que sdo ingeridos, fatores sociais, ambientais e comportamentais 23,

As taxas de obesidade vém aumentando nos ultimos tempos, e 0 nimero
de obesos dobrou desde 1980 4, tomando propor¢des epidémicas em todo o mundo
45 Dados sobre a obesidade se tornaram alarmantes, uma vez que s&o
responsaveis por ocasionar outros tipos de prejuizos, aumentando significativamente
0 risco de outras doencas, como as coronarias e cerebrovasculares, alguns tipos de
cancer, Diabetes Mellitus tipo 2, hipertensdo, doencas hepaticas e respiratérias,
comprometendo a qualidade de vida e a longevidade da populacéo 8.

Sabe-se que a obesidade, ou 0 excesso de alimentos ricos em gorduras
saturadas, tém grandes efeitos no metabolismo energético. O excesso de gordura,
guando ingerido, acaba se acumulando no tecido adiposo e abre caminho para
agentes que desestabilizam as funcbes de varios 6rgdos como, figado, pancreas,
musculo e sistema nervoso central (SNC), controlador da fome e da saciedade.
Estudos mostram que os efeitos da obesidade no SNC podem ser causados por um
processo inflamatorio que tem inicio na periferia, com um desbalanco entre citocinas
pré e anti-inflamatorias, que por sua vez € capaz de causar danos diretos as
estruturas neurais 8. O comprometimento de estruturas cerebrais na obesidade vem
sendo estudados, principalmente sua relacdo com déficits cognitivos, especialmente
aqueles relacionados a meméaria 510,

Evidéncias sugerem que diversos mecanismos s80 susceptiveis de
vincular obesidade e déficit cognitivo, supondo que a inflamacao sistémica e central
presentes na obesidade podem convergir em uma via final comum levando ao
comprometimento de estruturas responsaveis pela memoéria 12, Isso acontece
devido as alteracfes envolvidas na fisiopatologia da obesidade, com o aumento de

citocinas pré-inflamatorias 3%, bem como presenca de estresse oxidativo 6, dano
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ao acido desoxirribonucleico (DNA) 718 diminuicdo na expressdo de genes
mitocondriais 1%, fornecendo menos energia para as células neurais realizarem suas
funcdes 0.

Ainda, os sistemas envolvidos no processo de memoria, dependem do
bom funcionamento do SNC que, transmitem informac¢des aos neurdnios através de
neurotransmissores especificos, como acetilcolina, dopamina, noradrenalina,
serotonina e glutamato ?!. Nesse sentido, a acetilcolinesterase (AChE), enzima que
degrada o neurotransmissor acetilcolina, € importante para o funcionamento do
SNC, ja que é responsavel pela finalizacdo da transmisséo dos impulsos nervosos
22 e esta associada ao desenvolvimento encefélico, aprendizagem, meméria e dano
neuronal 2.

Assim, o consumo excessivo de alimentos ricos em gordura saturada,
além de estar relacionado com doencas metabdlicas em consequéncia do
sobrepeso, esta associada com o comprometimento de estruturas neurais com
funcdo de formar, armazenar e evocar memorias 142325, H4 evidéncias ainda, que
relacionam a obesidade com alguns tipos de deméncias, como a doenca de
Alzheimer, pela atrofia cerebral nessas estruturas 2.

Considerando o numero de individuos com sobrepeso e obesos, 0 risco
de desenvolver outras doencas associadas e o impacto econbmico para a saude
publica 1?7, apresenta-se a necessidade de conhecer mais sobre a fisiopatologia
desta doenca e os danos causadas por ela. E importante entender os efeitos da
obesidade no SNC, principalmente em estruturas responsaveis pela memdéria, uma

vez que este fator esta fortemente relacionado aos processos de aprendizagem 2°.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Obesidade

A obesidade é definida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como
um acumulo anormal ou excessivo de gordura corporal que pode atingir graus
capazes de afetar a salde do individuo . Pode ser relacionada com a quantidade e
a frequéncia de alimentos ingeridos e o0 gasto de energia proveniente deles. Assim, o

aumento do peso corporal € resultante do aumento de consumo de calorias, que


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico
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consequentemente resulta num acréscimo de ingestdo de energia, que por sua vez
ndo sao totalmente gastos 2.

Os problemas oriundos da obesidade surgem quando os padrbes de
alimentagdo que deveriam atender as necessidades de forma adequada s&o
adotados de forma cronica 3. As mudancas nesses padrdes se devem ainda, a
diversidade de alimentos ofertados no mercado e a ingestdo de bebidas ricas em
aclcares 283,

O sedentarismo também é um agravante para os casos de obesidade. O
atual estilo de vida acarretou um modelo de sedentarismo que ndo se resume
apenas na quantidade de calorias gastas, mas sim no excesso de calorias que é
ingerido ao realizarmos certas atividades rotineiras como assistir televisdo, ouvir
musica, jogar videogame, e exercer alguns trabalhos cognitivos, por exemplo. Essas
praticas fazem com que os alimentos sejam ingeridos na auséncia de fome, e na
maioria das vezes em excesso 3L

Os padrbes alimentares adotados pela sociedade podem resultar ou
serem alterados por diversas escolhas de estilo de vida e condigbes de saude.
Fatores como mudanca de rotina, exercicio, habito de sono, trabalho em turnos e
transtornos alimentares tém sido descritos como elementos determinantes na

transformacéo desses padrdes °.

1.1.1.1 Epidemiologia

De acordo com a OMS, nos ultimos 35 anos, o nimero de obesos mais
que duplicou em todo o mundo, tomando propor¢ées epidémicas 1. O sobrepeso e a
obesidade estdo elevando o risco de morte em todo o planeta. Em 2014, mais de 1,9
bilhdes de adultos de 18 anos ou mais estavam acima do peso e, destes, mais de
600 milhdes eram obesos, ou seja, 39% dos adultos estavam acima do peso, e 13%
da populacdo adulta era obesa . Com relacdo aos dados infantis, 42 milhdes de
criancas com menos de 5 anos de idades estavam acima do peso ou obesos em
2013. E, uma vez considerado um problema de paises desenvolvidos, o excesso de
peso e obesidade estdo agora em ascensdo em paises de baixa e média renda,
especialmente em ambientes urbanos .

No Brasil, medidas antropométricas obtidas na ultima “Pesquisa de

Orcamentos Familiares”, realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
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Estatisticas (IBGE) %2, em 2008-2009 traz informacgGes importantes a respeito do
estado nutricional da populacao brasileira de criancas, adolescentes e adultos. Esse
estudo aponta que, 0 excesso de peso e a obesidade, em todas as idades, séo
problemas de grande relevancia para a saude publica no Brasil. O excesso de peso
entre os homens acima dos 20 anos ultrapassa metade da populacdo em trés
regides do pais: Sul (56%), Sudeste (52,4%) e o Centro Oeste (51%). Enquanto o
excesso de peso entre as mulheres ultrapassa a metade da populacdo apenas na
regido Sul (51,6%) 2.

Ainda, um outro estudo realizado pela Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecado para Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL) de 2013, nas 26
capitais de estados e no Distrito Federal, apontou que, na populacdo adulta a
frequéncia de excesso de peso foi de 51%, sendo maior entre homens (54,5%) em
comparacao com as mulheres (48,1%). Ja no conjunto da populacdo adulta dessas
cidades do estudo, a frequéncia de adultos obesos foi de 17,4% considerando
ambos 0s sexos °.

Houve acréscimo nesses valores, publicados recentemente pela VIGITEL
no ano de 2014 33, onde o nimero de individuos com excesso de peso passou para
52,5% e quadros de obesidade acometeram 17,9% da populacdo. Na estimativa de
percentual de adultos com excesso de peso has capitais do Brasil, em Floriandpolis
esse numero ultrapassa metade da populacdo (51%), jA em relacdo a dados de
obesidade, Florianépolis é a capital com menor indice de obesos (14%) 3.

A partir dos dados que se tem sobre a obesidade no mundo,
preocupacdes sao levantadas sobre a propensdo desses individuos desenvolverem
outras comorbidades, tais como doengas coronarias e cerebrovasculares, alguns
tipos de cancer, Diabetes Mellitus tipo 2, hipertensdo, doencas do figado, asma,
entre outras 6. Além disso, estudos recentes relacionam a obesidade com efeitos

cognitivos adversos %1034 e o risco de deméncias, tais como a doenca de Alzheimer
12

1.1.1.2 Diagnéstico

Atualmente o diagnéstico de obesidade se da através do indice de Massa
Corporal (IMC), que funciona como um guia béasico para avaliar a obesidade e o
sobrepeso. Esse indice é definido como o peso da pessoa em quilos dividido pelo
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quadrado de sua altura em metros (kg/m?) e, de acordo com esse resultado, se tem
pontos de corte, com algumas classificacfes, que determinam em que estagio o
individuo se encontra *.

Essas classificagbes se distinguem em baixo peso, peso normal,
sobrepeso e obesidade (grau I, Il e Ill). A partir destes indices também é possivel
fazer uma associacéo entre o IMC e sua classificacdo, onde aponta para o risco de
desenvolver outras doencas. Essa classificacdo € adotada pela OMS e apresentada

na tabela 1, que se baseia em padrdes internacionais desenvolvidos para adultos 3.

Tabela 1 - Ponto de corte entre os valores de IMC, sua classificacdo e o risco de

desenvolver outras comorbidades.

IMC Classificacao Risco de comorbidades
<185 Baixo peso Baixo
18,5-24,9 Peso normal Médio
25,0-29,9 Sobrepeso Aumentado
30,0-34,9 Obesidade Grau | Moderado
35,0-39,9 Obesidade Grau Il Grave
> 40,0 Obesidade Grau llI Muito grave

Fonte: Adaptado de OMS, 2000 3.

Esta classificagdo, porém, ndo faz distincdo entre mulheres e homens, e
entre as idades. O IMC deve ser considerado como um guia geral, no entanto, ele
pode ndo corresponder ao real nivel de gordura em diferentes individuos e
populacdes, devido as suas particularidades e por ndo distinguir massa magra de
massa gorda, ndo sendo um método diagndstico muito confiavel 1.

Existem outras formas de avaliar a massa gordurosa corporal e sua
distribuicdo, como testes de imagem (Ultrassonografia, Tomografia computadorizada
e Ressonancia magnética). No entanto, a mais comumente usada, junto com o IMC
para diagnostico de obesidade € a medida da circunferéncia abdominal, que reflete
melhor o contetido de gordura visceral e se associa muito a gordura corporal total 3.
A medida da distribuicdo da gordura é importante na avaliacdo de sobrepeso e
obesidade porque a gordura visceral (intra-abdominal) € um fator de risco potencial

para doencas %6, como as cardiovasculares 3.
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Utilizando-se da medida de circunferéncia abdominal como auxilio na
classificacdo de obesidade, temos um ponto de corte baseado em homens e
mulheres caucasianos, que pode ser seguido usualmente. A obesidade por meio de
circunferéncia abdominal em homens é considerada maior que 102 centimetros e

em mulheres quando a medida é maior que 88 centimetros 6.

1.1.1.3 Fisiopatologia

O acumulo de gordura depende do balanco entre a sua sintese e a sua
degradacéo, lipogénese e lipdlise de acidos graxos, respectivamente. O depdsito de
gordura € resultado de um balanco energético positivo crénico que leva
gradativamente ao aumento da massa de tecido adiposo %2.

O tecido adiposo é um Orgdo multicelular e funciona como isolante
térmico, barreira fisica ao trauma, capacidade de regulacdo do armazenamento e da
distribuicdo de gordura, controlando o estoque energético, além de comunicacéo
com o SNC e o trato gastrintestinal, desempenhando importante papel na resposta
inflamatéria em condicdes tanto autécrinas, quanto pardcrinas ou enddcrinas 3839,
Esse tecido secreta inumeros peptideos e proteinas biologicamente ativas,
chamadas de adipocinas, tendo impacto sobre varios aspectos biolégicos e atuando
como imunomoduladores 4°.

O organismo tem o poder de armazenar gordura necessaria para periodos
de caréncia de alimentos #!. Porém, quando ndo existe esse periodo de espera, as
células comecam a armazenar mais gordura que o necessario nos adipécitos em
todo o corpo, processo conhecido como hipertrofia dos adipécitos, o que pode
resultar em obesidade 4°. Isso acontece, pois, em periodos de abundancia de
calorias, os acidos graxos livres sdo armazenados na forma de triacilglicerol através
da sua esterificagdo com o glicerol e nos momentos de caréncia de energia, estes
séo liberados de volta para a circulacdo. A elevacdo da massa adiposa ocorrida na
obesidade é determinada pelo aumento do tamanho do adipocito como também do
seu numero, fendmeno conhecido como hiperplasia #3.

A hipertrofia, relacionada ao aumento do volume da célula adiposa,
possui alta correlacdo com a obesidade, pois ocasiona uma reducdo no fluxo
sanguineo com consequente hipoxia, infiltracdo e ativacdo de macrofagos no tecido

adiposo #3. Isso, por sua vez, culmina num aumento do processo inflamatério crénico
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de baixa intensidade 34445, Embora o real papel das adipocinas em sindrome
metabdlica esteja em discussdo, um desequilibrio entre 0 aumento dos estimulos
inflamatorios e diminuicdo de mecanismos anti-inflamatérios pode ser considerado
uma hipotese interessante para os transtornos decorrentes do consumo de dietas
ricas em calorias #°. Em consequéncia desse processo de infiltracdo de macréfagos,
producdo aumentada de adipocinas e ao aumento da inflamacdo, ha producao
elevada de citocinas pro-inflamatorias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a do
inglés tumor necrosis fator alpha) e interleucina 6 (IL-6 do inglés interleukin 6). Esse
processo, entdo, é acompanhado de liberacdo de &cidos graxos livres e
desregulacdo da secrecdo de leptina, insulina, adiponectina, resistina e proteina
ligante de retinol 4 (RBP4 do inglés retinol binding protein 4). Juntas, essas
substancias derivadas dos adipécitos e macrofagos podem agir de forma parécrina
ou autécrina, agravando a inflamacédo do tecido adiposo. Em decorréncia desse
processo, todo o mecanismo que deveria ser controlado acaba sendo alterado,
influenciando a sensibilidade a insulina, que interfere na homeostase glicémica, com
consequéncias diretas sobre o peso corporal 4647,

Pesquisas afirmam que outros tecidos além do adiposo apresentam altos
niveis de expressédo de citocinas, como pancreas, figado, misculo e encéfalo 74849,
Em nivel sistémico, a secrecédo alterada de adipocinas como adiponectina, leptina e
resistina, podem levar ao aumento na ingestdo alimentar e a reducdo do gasto
energético através de acdes diretas no hipotalamo. Além disso, a sensibilidade a
insulina diminui no musculo e no figado através do aumento ectopico da deposicao
de lipidios associado ao desenvolvimento da inflamacgdo 3. O resumo destes

mecanismos segue ilustrado na figura 1.
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Figura 1 — Hipertrofia do tecido adiposo causando inflamacdo e provocando
alteracdes na homeostase de tecidos, aumento da ingestdo alimentar, acimulo
ectdpico de gordura e resisténcia a insulina e leptina. AGL (acidos graxos livres);
TNF-alfa (fator de necrose tumoral alfa); IL-6 (interleucina 6); RBP4 (proteina ligante
de retinol 4); IL-10 (interleucina 10).

Fonte: Adaptada de Galic e colaboradores, 2010 13,

Associacdo da obesidade com inflamacdo vem sendo realizadas *1° e
ainda, dano ao acido desoxirribonucleico (DNA — do inglés deoxyribonucleic acid)
1718 e diminuicdo na expressdo de genes mitocondriais °. Além disso, foram

confirmados a presenca de estresse oxidativo no hipocampo de modelos animais
16,50-52
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Essa desregulacdo do metabolismo celular € um contribuinte para a
disfuncdo metabdlica, levando o individuo a um distlrbio vascular na hipertenséo e
dislipidemia 4. N&o obstante, o processo inflamatério que se desencadeia em
tecidos periféricos também é observado no SNC, que tém efeitos no controle da
ingestdo alimentar e no gasto energético °3, por meio de um circuito de
neurotransmissores e neuromoduladores 4°. AlteracGes decorrentes do consumo
excessivo de alimentos incluem prejuizo no controle da glicose, niveis reduzidos
de neurotrofinas, como o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF do inglés
Brain derived neurotrophic fator) responsaveis pela sobrevivéncia de neurdnios,
neuroinflamacéo e alterac6es na integridade da barreira hematoencefalica, devido a
alteracdo nos niveis de citocinas 2°54,

O encéfalo, especificamente o hipotalamo, responde a sinais endécrinos e
metabdlicos, incluindo-se os proprios nutrientes, a insulina liberada pelo pancreas e
a leptina secretada pelo tecido adiposo “4%. Associacdes entre obesidade e
anormalidades no hipotalamo vem sendo avaliadas a algum tempo, uma vez que
dietas ricas em gorduras lesionam essa estrutura pelo processo inflamatorio,
trazendo consequéncias para suas funcbes 78154456 Assim, existindo um
descontrole neural devido a essa inflamacdo, consequentemente, havera um
agravamento do caso de obesidade °’. Thaler e colaboradores afirmam que o
consumo de dieta rica em gordura é caracterizado por inflamacao, tanto em tecidos
periféricos como em certas areas do hipotalamo, fundamentais na homeostase
energética 1°.

Os sinais hormonais, como a insulina e a leptina, produzidos nos tecidos
periféricos pela resposta a ingestao de nutrientes tem papel fundamental no controle
da fome e, consequentemente, do consumo energético, pois agem sobre os circuitos
neurais do SNC 758, A leptina é o mais importante sinal periférico de saciedade, pois
estabelece uma conexdo direta entre o estoque de energia e o SNC, pois é
sintetizada pelo tecido adiposo e atua no cérebro, regulando o equilibrio energético
59, Quando ha alteracdo na producdo desse horménio ou de seu receptor, que
resultem na perda funcional do sistema, levam a quadros graves de obesidade, tanto
em animais experimentais quanto em humanos 5°60.61

Ainda, estudos recentes avaliaram a relacdo entre obesidade e
resisténcia a insulina 63 caracterizado como a incapacidade do hormdnio

insulinico em manter a homeostase da glicose, o que vem sendo a razdo para
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condic@es clinicas adversas como € o caso da Diabetes Mellitus tipo 2 e hipertenséo
6566, No SNC, a insulina e a leptina interagem com os receptores hipotalamicos,
favorecendo a saciedade. Individuos obesos tém maiores concentracdes séricas
destes hormodnios e apresentam resisténcia a sua agao, acarretando em perda do
controle do comportamento alimentar e intensificando o ganho de peso °’.

Embora a relacdo entre inflamacédo induzida pela obesidade e funcéo
sinaptica esteja rapidamente ganhando atencdo no hipotalamo %8, as consequéncias
da inflamacdo se estende para outras regides do cérebro. Pesquisas recentes
indicam que o peso corporal excessivo e a obesidade podem ser facilitadores e
preditores de doencas neurodegenerativas %70, Além do hipotalamo, evidéncias
sugerem uma associacao da obesidade com outras estruturas cerebrais, dentre elas
o hipocampo, considerado vulnerdvel a esses processos inflamatorios, pela
migracdo de citocinas 2. Muitos mecanismos tém sido propostos com relacéo ao
comprometimento comportamental, incluindo alteracées hormonais 1’2 bem como
reducdo na expresséo de fator neurotréfico 5073,

O hipocampo, é a estrutura envolvida com a cognicdo, processamento de
memoria e aprendizagem 1° o que sugere associar obesidade com disfuncéo
cognitiva 112, Em modelos experimentais com roedores néo adultos, os efeitos das
dietas sobre a cognicdo e a memoria foram considerados consequéncia de uma
possivel inflamacdo no hipocampo, causados por elevagdo nos niveis de citocinas
pré-inflamatérias 3474, Ainda que néo esteja totalmente esclarecido a relagdo do
peso corporal e da perda cognitiva, evidéncias tém demonstrado que o impacto da
hiperglicemia e da resisténcia a insulina, consequéncias da obesidade, sob a
estrutura e funcdo do hipocampo acarreta em perda na plasticidade sinaptica,
podendo afetar negativamente o desempenho cognitivo ’>76. Ainda, a obesidade
pode trazer consequéncias diretas para outras estruturas cognitivas, incluindo o
cortex pré-frontal, também responsaveis pelos processos de aprendizagem,

memoria e tomada de decisdes 7.
1.1.2 MEMORIA
A memoria é a capacidade de armazenar informacdes que possam ser

recuperadas e utlizadas posteriormente e que depende diretamente da

aprendizagem que, por sua vez, € o processo de aquisicdo das informacées 8. O
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aprendizado é a aquisicdo de conhecimento como resultado de experiéncias, da
instrucdo, ou de ambos "°.

Sabe-se que as memoérias sdo codificadas através de neurbnios,
armazenadas em redes neurais e evocadas por essas mesmas redes ou por outras.
Em geral, sdo moduladas por emocdes, pelo nivel de consciéncia e pelos estados
de humor 88l |evando-se em conta os conteldos das memodrias, podemos
distinguir basicamente dois grandes tipos de memarias: memoarias declarativas e nao
declarativas.

As memorias declarativas ou explicitas incluem basicamente o
conhecimento do mundo e experiéncias pessoais e se divide em semantica ou
episddica °. As memoérias ndo declarativas ou implicitas, contém informacéo que
nao somos conscientes de possuir e que foi adquirida de forma implicita, tal como o
conhecimento de um procedimento automético e a informacédo adquirida durante
paradigmas de condicionamento e habituacdo. Sua expressdo é em grande parte
automatica 782

De acordo com o tempo de duragcdo, a memoéria pode ainda, ser
estabelecida em dois estagios, denominados memoria de curta duragdo (MCD) e
memodria de longa duracédo (MLD) 8. A MCD, dura de segundos a horas, enquanto a
MLD retém a informacé&o por dias ou anos 8084,

Na MCD ndo ha grandes alteracbes neurais, envolve modificacdes
temporarias na funcdo de sinapses preexistentes, como a variacdo tempordaria na
guantidade de um neurotransmissor liberado em resposta a um estimulo, ou
resposta temporariamente maior da célula pds-sinaptica aquele neurotransmissor
dentro das vias nervosas afetadas . Na MLD, depois da aprendizagem, ocorrem
alteracdes nas vias neurais de armazenamento fazendo com que as informacoes
possam ser recuperadas semanas, meses ou anos mais tarde 8. Envolve mudancas
funcionais ou estruturais relativamente permanentes entre neurbnios existentes no
cérebro . Uma desregulacdo nesse processamento molecular pode, por sua vez,
contribuir para a diminuicAio da memoria, associada com perturbacdes do

desenvolvimento neuroldgico, cognitivo e neurodegenerativo 7.
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Para transformar uma MCD em MLD, é preciso que essa informacao

passe por alguns estagios, ou conjunto de sistemas, representados pela figura 2.

SISTEMAS DE MEMORIA

EVENTOS INTERNOS
(Cognicéo, emogdes, etc) COMPORTAMENTO

Lo

EVENTOS EXTERNOS

Figura 2 — Sistemas de memodrias representados por uma sequéncia de etapas a

partir de um evento novo.
Fonte: Adaptado de Lent, 2004 88,

No geral, as memarias sdo organizadas em redes distribuidas ao longo do
tempo por meio de consolidacdes &°. A consolidacdo da meméria envolve o controle
da transcricdo de genes nos neurfnios para estabilizar uma memaria recém-formada
87,9091 A etapa de consolidacdo é considerada um processo lento e que sofre
mudancas para tornar-se ou ndo uma memoria duradoura. Se a consolidagéo for
efetiva somos capazes de acessar essas lembrancas e utiliza-las posteriormente
82,94_

A memoaria existe em varias formas e é armazenada em varias regiées do
cérebro, envolvidos nos tracos de memorias, e que estdo amplamente distribuidos
ao longo das regides subcortical e cortical do encéfalo 9. As regides mais envolvidas
na memoria incluem o hipocampo e estruturas associadas nos lobos temporais
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mediais, no sistema limbico, no cerebelo, no cortex pré-frontal e em outras areas do
cortex cerebral 8992,

O hipocampo desempenha papel fundamental na formacdo de memorias
declarativas, tem fungéo vital na MCD e na consolidagdo em MLD 3, Individuos com
lesBes no hipocampo se esquecem habitualmente de fatos essenciais as atividades
diarias e lesfes extensas nessa estrutura sdo encontradas em pacientes com
doenca de Alzheimer %,

O cortex de associagdo pré-frontal € a parte dianteira do lobo frontal.
Especificamente as fun¢des atribuidas a essa regido séo: planejamento de atividade
voluntaria, raciocinio, tomada de decisdes, criatividade e tracos de personalidade °°.
O cortex pré-frontal tem sido reconhecido como um sistema neural necessario para
tomar decisGes vantajosas quando sdo oferecidas véarias op¢bBes de alimentos.
Individuos com essa estrutura lesionada apresentam inabilidade para acessar de
maneira vantajosa as consequéncias futuras, tanto positivas quanto negativas .
Acredita-se que a ingestdo alimentar € modulada também pela estruturas limbico-
corticais do cérebro, como amigdala e cortex pré-frontal, que dao valores aos
alimentos, como sabor, aparéncia e textura 2.

Assim, as informagbes ou lembrancas que serdo armazenadas,
temporariamente ou permanentemente, dependem do bom funcionamento do SNC
bem como de comunicacdes efetivas entre os neurbnios, que através de impulsos
levam as informacGes de um neurdnio a outro, através de sinapses %. As estruturas
cerebrais envolvidas ha memoaria e as transmissfes que acontecem para formacao,
armazenamento e evocacao da memoria sdo prejudiciais em quadros de obesidade.
Estudos mostram que homens e animais obesos e que consomem dietas
hiperlipidicas ou hipercaléricas apresentam pior desempenho em testes de
aprendizagem e mem©ria, em comparac¢ao aos que nao possuem excesso de peso e
gue se alimentam com uma dieta mais equilibrada 34997,

O consumo excessivo de alimentos ricos em gorduras saturadas produz
uma série de alteracbes neurofisiolégicas capazes de impactar direta ou
indiretamente o hipocampo %%, e indica que além de suas fungbes cognitivas 2°
também participa do controle de alimentacdo. E reconhecido que o controle da
ingestao de alimento depende da habilidade em codificar e representar na memoéria

uma variedade de informacdes sobre suas experiéncias com os alimentos 4°. Em
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roedores induzidos a obesidade pela dieta rica em gordura, foi constatado prejuizo
nos processos de aprendizagem relacionados a essa estrutura 2°.

A producado alterada de citocinas provenientes das dietas nos tecidos
periféricos € capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e chegar até
estruturas neurais. Estas, dentre suas funcgoes, influenciam as vias envolvidas na
cognicdo, incluindo o metabolismo de neurotransmissores, funcdes neuroenddécrinas
e a plasticidade neural 1%, indicando que a obesidade esta vinculada a fragilidade
cerebral e aos distUrbios cognitivos 23:44.99,

Acredita-se que os efeitos da obesidade podem colaborar para um grau
maior de déficits cognitivos em relacdo a individuos sem essa doenca, e também
sugere que a obesidade esta associada a atrofia cerebral 1%, O declinio cognitivo no
envelhecimento € normalmente atribuido a essa atrofia cerebral e ha cada vez mais
evidéncias de que esse processo € influenciado por disfungGes metabdlicas .
Embora existam razdes biolégicas associando a gordura corporal com a funcgéo
cognitiva, também ha evidéncia de que um maior IMC esta associado com doencas
cronicas que aumentam o risco de deméncias 194192, No entanto, h& necessidade de
mais estudos que avaliem os mecanismos biologicos do efeito da dieta sobre a
funcao cerebral a fim de entender melhor os processos de memdaria e 0s parametros

neuroquimicos envolvidos.

1.1.2.1 Sistema colinérgico

A liberacdo de neurotransmissores é o primeiro passo para a formacao da
memoria %°. O sistema colinérgico desempenha um papel crucial na aprendizagem e
memoria 1% e um dos neurotransmissores mais estudados nesse caso € a
acetilcolina (ACh) %4 A ACh é um dos neurotransmissores do SNC e sistema
nervoso periférico, a qual é formada durante o processo de respiracdo celular e a
formacéo de colina, considerado um importante produto do metabolismo de lipidios.
Sua importancia se da, fundamentalmente, nas funcbes desempenhadas pelo SNC,
sendo associadas com as funcgbes cognitivas, processamento de informagdes
sensoriais, organizagao cortical do movimento e controle do fluxo sanguineo cerebral
95,105_

Esse neurotransmissor tem efeitos principalmente excitatorios e sao

mediados por varios subtipos de receptores nicotidicos e muscarinicos, sendo que
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deste Ultimo, alguns séo inibitérios 1%. A ACh encontra-se alojada em vesiculas nas
terminacdes nervosas e quando ha despolarizacdo do neurénio colinérgico, essas
vesiculas séo liberadas nas extremidades dos neurbnios e a ACh liberada entra na
sinapse podendo ligar-se a um receptor ou ser degradada %2.

A AChE é uma serina hidrolase que desempenha papel essencial no
mecanismo colinérgico. E uma enzima que catalisa a hidrélise da ACh na
transmissdo do impulso nervoso na sinapse colinérgica entre neurdnios 7. A
enzima esta ligada & membrana basal entre as membranas pré e pds-sinapticas

desempenhando seu papel fisioldégico 16197 e acontece conforme figura 3.
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Figura 3 — Eventos do sistema colinérgico entre neurbnios pré e pos-sinapticos

representando a degradacdo da ACh pela AChE.
Fonte: Adaptado de CNSforum, 2014 108,
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As funcdes neuromoduladoras da AChE afetam o crescimento de neuritos
e a sinaptogénese e desempenham um papel importante na formacédo de memorias
21,107 Esta enzima é amplamente expressa em tecidos que recebem inervacéo
colinérgica, tais como neurdnios, células do musculo, células do sistema nervoso
autbnomo e do sistema nervoso imune. A atividade desta enzima também pode ser
encontrada em regides do cérebro com baixa ou nenhuma relacéo colinérgica, tais
como a substancia negra, o cerebelo e o hipotdlamo e em tecidos desconhecidos de
inervacédo colinérgica 2. Poucos estudos discutem a relacdo dessa enzima com
obesidade, porém é considerada de grande importancia, como sendo fundamental
no bom funcionamento do SNC, e vem sendo associada ao desenvolvimento

cerebral, aprendizagem, formacdo de meméria e dano neural 24197,

1.1.2.2 Cadeia respiratdria mitocondrial

Os neurdnios sao altamente dependentes de adenosina trifosfato (ATP do
inglés adenosine triphosphate) para realizar suas funcgdes fisiolégicas 1°°. O Ca?*
(célcio) intracelular, regulado pelas mitocondrias, é muito importante para a geracao
de potenciais de acdo em processos de sinalizacéo, transmissao sinaptica, dinamica
do citoesqueleto e regulacdo da expressdo génica 19,

Nesse sentido, as mitocondrias desempenham um papel central na
homeostase energética. A mitocéndria € uma organela intracelular existente na
maioria das células eucaridticas, desempenhando um importante papel na producéo
de ATP celular, e esta envolvida na homeostasia celular, tendo um importante papel
na sinalizacdo intracelular, apoptose, metabolismo de aminoéacidos, lipidos,
colesterol, esterdides e nucleotideos. Contudo, a sua principal funcdo é no
metabolismo energético em uma via final comum de producdo de ATP, por meio de
respiracéo celular 109111,

Nesse processo, moléculas ricas em energia, como a glicose,
provenientes da alimentagdo, sdo metabolizadas por uma série de reacdes de
oxidacdo, levando a producdo de gas carbdnico (CO2) e de &agua (H20). Os
intermediarios dessas reacfes doam elétrons a coenzimas especificas —
nicotinamida-adenina-dinucleotideo (NAD™) e flavina-adenina-dinucleotideo (FAD) —
formando as coenzimas reduzidas ricas em energia, NADH E FADH2. Cada uma
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dessas coenzimas reduzidas por sua vez, podem doar um par de elétrons a um
grupo especializado no seu transporte, denominado de cadeia transportadora de
elétrons 199, Interrupcdes na homeostase mitocondrial esta intimamente associada
com estados de doenca, provocadas por alteragcdes na funcdo dos tecidos ou por
prejuizos, mais evidentes nos tecidos com maior exigéncia metabdlica 2.

Os componentes da cadeia respiratOria localizam-se na membrana interna
da mitocondria, compreendem quatro complexos enzimaticos (complexo I, II, 1l e
IV). A medida que os elétrons fluem através da cadeia transportadora eles perdem
parte de sua energia livre. Parte dessa energia pode ser captada e armazenada para
a producao de ATP através de uma molécula de ADP (Adenosina Difosfato) e de Pi
(Fosfato Inorganico). A parte resultante da energia livre, que néo é captada para a

sintese de ATP, é utilizada para impulsionar outras reagées 1%, conforme figura 4.
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Figura 4 - Cadeia transportadora de elétrons até a producéo final de ATP.
Fonte: Adaptado de Yu e Benett, 2014 113,

Além da cadeia respiratoria, existe uma outra fonte de producdo de ATP,
pela enzima creatina quinase (CK do inglés creatine kinase), que esta envolvida na
estocagem de fosfatos de alta energia produzidos pela mitocéndria, ou seja, catalisa
a transferéncia reversivel do grupo N-fosforil da fosfocreatina para ADP,
regenerando o ATP 4 como representado na figura 5. Ha estudos que indicam que

a atividade desta enzima esteja alterada em diversas doencas 14115,
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Figura 5 - Fonte alternativa de ATP através da acéo da enzima CK.

Recente estudo tem revelado que as mitocondrias desempenham papel
importante dentro de populagdes neuronais que estdo envolvidas na regulagcao
central do equilibrio energético, podendo estar relacionadas com a regulacdo do
balanco energético e na etiologia da obesidade 16, Ainda, pesquisas levantam a
hip6tese de que defeitos na atividade mitocondrial podem desempenhar papel
relevante na etiologia da Diabetes Mellitus tipo 2, pela resisténcia a insulina, porém a

relacdo entre os dois ainda é controversa 117118,
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar parametros de memoria em modelo animal de obesidade induzido

por dieta hiperlipidica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar peso corporal e gordura visceral mesentérica em modelo animal
de obesidade induzido por dieta hiperlipidica;

e Analisar a memoéria de reconhecimento de objetos de curta e longa
duracdo em modelo animal de obesidade induzido por dieta hiperlipidica;

e Avaliar a memdéria aversiva em modelo animal de obesidade induzido
por dieta hiperlipidica;

e Verificar a atividade da AChE no hipocampo e cortex pré-frontal em
modelo animal de obesidade induzido por dieta hiperlipidica;

e Avaliar a atividade dos complexos |, Il e IV da cadeia respiratéria
mitocondrial no hipocampo e cortex pré-frontal em modelo animal de obesidade
induzido por dieta hiperlipidica;

e Auvaliar a atividade da CK no hipocampo e cértex pré-frontal em modelo
animal de obesidade induzido por dieta hiperlipidica.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

O delineamento do estudo proposto € do tipo experimental com

randomizacao.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss,
machos (30-40g), com aproximadamente 40 dias de idade no inicio do experimento,
obtendo-se os exemplares do biotério da Universidade Federal de Santa Catarina.
Os animais tiveram livre acesso a comida e agua, sendo mantidos em ciclo
claro/escuro de 12 horas, com temperatura entre 23°C + 1°C. Foram divididos em 2
grupos, que inclui 30 animais por grupo, totalizando 60 animais para o experimento,

alojados em caixas individuais.

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram pesados e randomizados em 2 grupos de igual nimero:
um grupo controle, que recebeu dieta normolipidica e um grupo induzido a
obesidade por dieta hiperlipidica, denominado grupo obeso.

A partir da divisdo dos grupos se iniciou o protocolo de dieta para inducéo
da obesidade por 10 semanas. Apds o término deste periodo, os animais foram
submetidos aos testes comportamentais de reconhecimento de objetos e esquiva
inibitéria. Logo apOs os testes de comportamento, o0 modelo de obesidade foi
validado nos animais, através da mensuracdo do peso corporal e da gordura
visceral, que ocorreu ap0s a morte, em seguida as estruturas cerebrais foram
isoladas. Os animais submetidos ao teste de esquiva inibitéria foram descartados
ap6s a morte, afim de ndo comprometer as analises bioquimicas. O desenho

experimental esta descrito na Figura 6.
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Tempo de experimento (semanas)

Inicio da dieta
Grupo Controle
Grupo Obeso

Teste de reconhecimento de objetos
Confirmagao da obesidade
Morte indolor assistida
Isolamento das estruturas
Andlises bioquimicas

Inicio da dieta
Grupo Controle
Grupo Obeso

Teste de esquiva inibitdria
Confirmacéo da obesidade
Eutanasia

Descarte

Figura 6 — Desenho experimental representado pela sequéncia de eventos

diferenciando os dois processos de testes comportamentais.

3.3.1 Modelo animal de obesidade

Inicialmente os animais foram pesados, e logo apds pareados em dois
grupos: um grupo controle (n=30), que recebeu dieta normolipidica; e um grupo
obeso (n=30), que recebeu dieta hiperlipidica. O protocolo para inducao da
obesidade e a composicdo das dietas foram baseados em estudos prévios 1657, A
racdo oferecida aos animais foi comprada de empresa especializada em
desenvolvimento e producédo de dietas padronizadas para experimentacdo animal
(PragSolugdes Biociéncias).

A dieta hiperlipidica forneceu mais calorias e teve maior percentual de
gordura saturada que a dieta normolipidica. A composicdo e o valor calérico das
dietas foi baseada em estudo prévio conduzido por Cintra e colaboradores % e

descritas na tabela 2.
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Tabela 2 — Composi¢do das dietas e valor cal6rico a cada 1000g (1KG) de racgéo.

Componentes Dieta normolipidica Dieta hiperlipidica
g/Kg Kcal/Kg g/Kg Kcal/Kg
Amido de milho 4275 1710 115,5 462

Caseina 200 800 200 800

Sacarose 132 528 132 528
Amido dextrinizado 100 400 100 400

Oleo de soja 40 360 40 360
Banha de porco 0 - 312 2808

Celulose 50 - 50 -
Mistura de minerais 35 - 35 -
Mistura de vitaminas 10 - 10 -

L Cistina 3 - 3 -
Bitartarato de colina 2,5 - 2,5 -
Butil hidroxitolueno 0,028 - 0,028 -

Total 1000,028 3798 1000,028 5.358

Fonte: Adaptado de Cintra e colaboradores 7.

3.3.1.1 Confirmacéo da obesidade

Para confirmar a inducdo da obesidade nos camundongos pela dieta
hiperlipidica, apés 10 semanas de protocolo de dieta, foram aferidos novamente o
peso corporal dos camundongos, realizadas em comparagdo com 0S mesmos
parametros do grupo controle. Apdés se obter esse parametro, os animais foram
mortos por método de decapitacdo. Depois, a cavidade abdominal dos animais foi
aberta e o tecido adiposo da regido mesentérica foi retirado, lavado e pesado em
balanca de alta precisdo. Os resultados da massa de tecido adiposo extraido foram
expressos como gramas de gordura. A gordura visceral foi mensurada, conforme

previamente descrito por Hansen e colaboradores 1%°.

3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.4.1 Reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos é utilizado para o estudo da
memoria declarativa em animais experimentais. Esse teste seguiu um protocolo que
utilizou um aparato semelhante a uma caixa, cujo tamanho € especifico para
camundongos. Esta tarefa baseou-se na tendéncia dos camundongos a preferir a

exploracdo de um objeto novo em comparacéo com objetos familiares 2°, e seguiu as
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orientacdes de estudos prévios 120121 Este teste foi constituido de 4 etapas:
habituacao, treino, teste de MCD, teste de MLD.

Primeiramente os animais foram habituados ao aparato em um dia, para
familiarizagdo com ambiente a fim de minimizar condigbes de ansiedade e de
estresse. Nesse processo, 0s animais (n=10), tiveram livre acesso a caixa por 5
minutos individualmente, para exploracdo do ambiente na auséncia de objetos. Um
dia depois, apos habituacédo, os animais foram submetidos a secdo de treino, onde
foram colocados na arena dois objetos idénticos (A e B) para livre exploracdo por 5
minutos.

A fase de teste de MCD foi realizada 1 hora e 30 minutos depois do treino,
onde um dos objetos € substituido por um outro (A e C), de formas e texturas
diferentes, podendo o animal explorar o aparato por 5 minutos. A etapa de teste de
MLD foi realizada 24 horas ap6s a secédo de treino, onde o objeto C foi substituido
por um outro D (A e D), e o animal obteve um tempo de exploracdo de 5 minutos. As
posicdes dos objetos (familiar e novo) foram randomizadas e a arena foi limpa entre
os testes.

Em todas as etapas, o tempo gasto pelo animal explorando cada objeto
(A, B, C e D) foi marcado por um observador. A exploracdo do objeto foi definida
como cheirar ou tocar o objeto com o nariz e/ou as patas dianteiras. Nao foi
considerado como comportamento exploratério o ato de sentar ou andar em torno do
objeto.

Os resultados foram expressos em percentual do total de tempo de
exploracdo computado em segundos, permitindo determinar o indice de
reconhecimento de objetos a partir da proporcéo de tempo de exploracéo do objeto

novo em relacao ao objeto familiar (tnovo/tnovo + tfamiliar).

3.4.2 Esquiva Inibitéria

Consiste em uma caixa de acrilico na qual o piso é formado por barras
paralelas de metal (Imm de didmetro). Os espacos entre as barras medem 1 cm.
Uma plataforma medindo 7 cm de largura e 2,5 cm de comprimento foi colocada
junto a parede esquerda do aparelho. Esse protocolo foi realizado em duas etapas:
treino e teste de memodria, sendo que o animal € submetido a cada etapa apenas

uma vez.
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Na sessao de treino, os animais dos dois grupos (n=10) foram colocados
sobre a plataforma e mediu-se a laténcia, considerada o tempo que o animal leva
para descer com as quatro patas da plataforma. Imediatamente apds descer da
plataforma (com as 4 patas), o animal recebeu um choque de 0,2 mA durante 2
segundos. Na sessao de teste, o animal foi novamente colocado na plataforma e
mediu-se o tempo (em segundos) que ele leva para descer (laténcia), porém nao é
gerado choque. A laténcia € um parametro classico de retencdo de memoaria. O
intervalo entre o treino e o teste € de 24 horas. Nas secdes de teste, o tempo de
laténcia ao teste de esquiva inibitéria (maximo de 180 segundos de permanéncia) foi
utilizado como uma medida de retencao da esquiva inibitoria.

O modelo de esquiva inibitéria € um dos mais utilizados em relacdo a
testes de memdria e aprendizado caracterizando uma meméria aversiva e foi
baseada em estudos prévios 7893122 Esse grupo de animais submetidos a tarefa de
esquiva inibitéria ndo foi utilizado para outros testes devido a possiveis alteracfes

nas estruturas neurais que possam ser causadas pela corrente elétrica.

3.5 REMOCAO E PREPARACAO DOS TECIDOS

Apds a morte dos animais, o cranio foi aberto e o tecido cerebral
rapidamente removido. Hipocampo e coértex pré-frontal foram isolados,
homogeneizados e centrifugados. O sobrenadante foi armazenado a -80°C para ser

utilizado nas andlises bioquimicas.

3.6 ATIVIDADE DE AChE

A atividade da enzima AChE foi realizada de acordo com o meétodo
descrito por Ellman e colaboradores %3, As amostras foram avaliadas em duplicata.
Como controle, as proteinas foram mensuradas pelo método de Lowry e
colaboradores 2 utilizando soro albumina bovina como padrdo. A hidrélise da
acetilcolina foi avaliada em uma concentracdo de 0,8mM de iodeto de AChE
(AcSCh) em 1mL de uma solucéo contendo tampéo fosfato 100mM (pH 7,5) e acido
ditionitrobenzéico (DTNB) 1,0mM. Foi adicionado a solugdo 50uL de amostra a
solucédo e pré-incubadas por 3 minutos. A hidrolise foi monitorada pela formagéo do
dianion tiolato de DTNB a 412nm por 2-3 minutos em intervalos de 30 segundos
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para uma temperatura de 25°C. Os resultados foram expressos em umol de

AcSCh.ht.mg de proteina™.

3.7 ATIVIDADE DOS COMPLEXOS DA CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

As aliquotas das estruturas hipocampo e cortex pré-frontal foram
primeiramente homogeneizadas (1:19w/v) em tampao SETH (250mM sacarose,
2mM acido etilenodiamo tetra-acético, 10mM Trizma base, 50IU/mL heparina), pH
7,4 e centrifugado a 3000 rota¢des por minuto por 10 minutos e o sobrenadante foi
armazenado a -80°C. As proteinas foram determinadas pelo método de Lowry e
colaboradores 124, e albumina sérica bovina utilizada como padréo.

A atividade do complexo | foi avaliada nas estruturas conforme descrito
por Cassina e Radi '?° pela taxa de NADH-dependente da reducéo do ferrocianeto a
420nm durante 3 minutos. A atividade do complexo Il avaliada pela diminuicdo da
absorbéancia causada pela reducédo do DCIP a 600nm em espectrofotdbmetro durante
5 minutos, conforme adotado por Fischer e colaboradores 1%6. A técnica para
dosagem do complexo IV seguiu conforme Rustin e colaboradores %7, através do
decréscimo na absorbancia devido a oxidacao de citocromo C previamente reduzido.
As leituras foram feitas a 550nm durante 10 minutos. Os resultados foram expressos

em nmol-min/mg-proteina.

3.8 ATIVIDADE DA CREATINA QUINASE

O meio de incubacgao para dosagem da creatina quinase foi composto por
fosfocreatina e adenosina difosfato (ADP). A formacao de creatina foi medida por um
método colorimétrico em espectrofotometro a 540nm como descrito por Hughes 128

Os resultados expressos em nmol-min/mg de proteina.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica e os gréaficos foram realizados através do programa
estatistico GraphPad Prism 6. Os dados bioquimicos foram avaliados pelo teste t
student, comparando dois grupos. Os dados referentes as tarefas de

reconhecimento de objetos e esquiva inibitéria foram analisados por meio de Mann-
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Whitney para mdultiplas comparacdes, e as comparacdes dentro do grupo foram
feitas utilizando-se o teste de Wilcoxon. Em todos as analises a significancia
estatistica foi considerada para valores de p<0,05.

3.10 ASPECTOS ETICOS

Os experimentos foram realizados apds a aprovacdo da Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNISUL, cuja aprovacdo de registro &
15.003.4.01.1V (Anexo A) e 15.005.4.01.IV (Anexo B), e seguiu os principios de
cuidado e manejo ético descritos na Diretriz Brasileira para o Cuidado e Utilizacdo de
Animais para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA) de 2013 129,
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4. RESULTADOS

A avaliacdo do peso corporal dos animais que foi realizada
semanalmente, mostra aumento significativo de peso no grupo obeso quando
comparado aos animais do grupo controle. A diferenca entre 0s grupos se mostrou
significativa apés 3 semanas de inducédo da obesidade, e se estendeu até o final do

experimento como demonstrado na figura 7.
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Figura 7 - Avaliacdo do peso corporal. Os dados foram expressos em média + erro
padrdo, n=9 para os dois grupos. *Diferenca significativa entre grupo controle e
obeso p<0,05 (Teste t).

A avaliacdo do peso da gordura mesentérica foi significativa nos animais

do grupo obeso em compara¢do com 0s animais do grupo controle (figura 8).
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Figura 8 - Avaliacdo da gordura visceral da regido mesentérica. Os dados foram
expressos em média + erro padrdo, n=9 para os dois grupos. *Diferenca significativa

entre grupo controle e obeso p<0,05 (Teste t).

No teste de reconhecimento de objetos, na figura 9A, a analise mostrou
gue ndo houve diferenca estatisticamente significativa sobre a MCD entre os animais
do grupo controle e os obesos, o que indica que os dois grupos exploraram
igualmente o objeto familiar e o novo. Na figura 9B também ndo houve diferenca na
MLD sobre a exploragédo de objetos dos animais obesos em comparagcdo com 0S

animais controle.
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Figura 9 - Avaliacdo da memodria de reconhecimento de objetos. (A) A MCD foi
avaliada 1,5h apos o treino. (B) A MLD foi avaliada 24 horas apés o treino. Os
resultados apresentados representam a média + erro padrdo (n=10). Nao houve

diferenca significativa quando comparado o grupo obeso com o grupo controle.

Dados sobre a memoria aversiva, mostraram diferenca significativa
guando comparado o teste de memodria em relagdo ao treino do proprio grupo. No
entanto, na comparacgao entre os dois grupos, controle e obeso, ndo houve diferenca
significativa, considerando que ambos 0s grupos obtiveram praticamente a mesma

laténcia para descer da plataforma ndo havendo prejuizos de memdria, figura 10.
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Figura 10 - Avaliacdo da memodria aversiva. Resultados apresentados como a média
+ erro padrdo, n=10 por grupo. Teste avaliado 24 horas ap0s o treino. *Diferenca
significativa p<0,05 vs treino do seu respectivo grupo (Wilcoxon). Ndo houve

diferenca significativa quando comparado o grupo obeso com o grupo controle.

Os resultados da atividade de AChE no hipocampo e cortex pré-frontal
nao se mostraram significativos quando comparado o grupo controle com o0 grupo

obeso, demonstrado na figura 11.
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Figura 11 - Avaliacdo da atividade da AChE no hipocampo e cortex pré-frontal. Os
dados foram expressos em média = erro padrdo, n=10 para os dois grupos. N&o
houve diferenca significativa entre grupo controle e obeso (Teste t).

Nossos resultados mostraram (figura 12) que a atividade do complexo | da
cadeia respiratoria mitocondrial foi inibida no hipocampo e cértex pré-frontal dos

animais obesos comparando com 0s animais controle.
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Figura 12 - Avaliagdo do complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial no
hipocampo e cértex pré-frontal. Os dados foram expressos em média + erro padrao,
n=10 para os dois grupos. *Diferenca significativa entre grupo controle e obeso
p<0,05 (Teste t).

A atividade do complexo Il da cadeia respiratéria mitocondrial se mostrou
inibida no hipocampo e cértex pré-frontal dos animais obesos quando comparada

aos controles, conforme figura 13.
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Figura 13 - Avaliacdo do complexo Il da cadeia respiratoria mitocondrial no
hipocampo e cértex pré-frontal. Os dados foram expressos em média + erro padrao,
n=10 para os dois grupos. *Diferenca significativa entre grupo controle e obeso
p<0,05 (Teste t).

A atividade do complexo IV foi inibida no hipocampo e cértex pré-frontal

de animais obesos quando comparado com o controle conforme figura 14.
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Figura 14 - Avaliagdo do complexo IV da cadeia respiratéria mitocondrial no
hipocampo e cértex pré-frontal. Os dados foram expressos em média + erro padrao,
n=10 para os dois grupos. *Diferenca significativa entre grupo controle e obeso
p<0,05 (Teste t).

Os resultados da atividade da CK, como fonte alternativa na geracédo de
ATP foi inibida tanto no hipocampo como no cértex pré-frontal dos animais obesos

em comparagao com o grupo controle (figura 15).
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Figura 15: Avaliacdo da CK no hipocampo e coértex pré-frontal. Os dados foram
expressos em meédia + erro padrdo, n=10 para os dois grupos. *Diferenca

significativa entre grupo controle e obeso p<0,05 (Teste t).
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho pode-se observar que os animais alimentados com a
dieta hiperlipidica obtiveram aumento significativo de peso corporal e gordura
mesentérica quando comparados aos animais do grupo controle, os quais foram
alimentados com dieta normolipidica. A obesidade, considerada um desafio para a
saude publica atualmente, surge principalmente devido ao excesso de alimentos
altamente energéticos, especialmente os ricos em gordura 2325,

Estes resultados se somam a estudos anteriores no que se refere ao
modelo de inducdo de obesidade, onde uma dieta hiperlipidica € suficiente para
causar obesidade com o aumento de peso em animais experimentais 145" bem como
aumento do volume de gordura visceral ' Mesmo variando o percentual de
gordura, as dietas hiperlipidicas sdo indutoras de obesidade em outros estudos
34,97,130.

Pesquisas realizadas atualmente vém demonstrando comprometimento
de memoria em modelos animais de obesidade, através de diferentes testes
comportamentais 34130131 Porém, os resultados deste estudo mostraram que a
exposicao a dieta hiperlipidica por 10 semanas néo foi capaz de causar prejuizos na
memoéria de reconhecimento de objetos de curta e longa duracdo, assim como na
memoéria aversiva de camundongos. A andlise da memdria aversiva por esquiva
inibitéria na obesidade é pouco descrita na literatura, mas outros estudos avaliam
memorias semelhantes utilizando metodologias diferentes, com tarefas aversivas
condicionadas ao olfato e audigdo 132133,

Corroborando aos resultados deste estudo foram os de Kosari e
colaboradores 97 que utilizaram ratos Long Evans e ndo encontraram memoria
prejudicada na tarefa de reconhecimento de objetos em animais expostos a dieta
rica em gordura por 12 semanas. Camundongos C57BL/6 do estudo de Heyward e
colaboradores 134, induziram a obesidade por dieta durante 23 semanas, e
mostraram memoria intacta nesta mesma tarefa 24 horas apés a fase de treino, no
entanto, prejuizo foi observado na tarefa de localizagdo de objetos, caracterizada por
ser uma memoaria espacial.

Em estudo realizado por Jurdak e Kanarek 3 foi avaliado a meméaria de
reconhecimento de objetos em ratos induzidos a obesidade por duas dietas distintas,
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uma dieta rica em gordura e outra dieta rica em sacarose, e constatou-se que ratos
mantidos com uma dieta rica em sacarose apresentaram memoéria de
reconhecimento de objetos prejudicada, uma vez que os animais mantidos numa
dieta hiperlipidica apresentaram memoria intacta na mesma tarefa.

Diferencgas entre nossos resultados e os encontrados na literatura podem
ocorrer por diversos motivos. Uma possibilidade para essas disparidades € que
dietas compostas de macronutrientes distintos possam influenciar as tarefas
dependentes do hipocampo e areas relacionadas em graus diferentes, uma vez que
dietas ricas em acucares podem comprometer os tecidos pela resisténcia a insulina
71.

A maioria dos estudos que constatam déficit no comportamento avaliaram
memoéria espacial através de Labirinto Aquético de Morris, de localizacdo de objetos,
entre outros 34134136137 Nesse sentido, é possivel que a ingestdo de gordura ou os
componentes das dietas afete diferentemente as tarefas de memdéria espacial e as
nao espaciais, como as apresentadas neste trabalho. Ainda, os animais utilizados no
experimento, a idade, o tempo de inducdo a obesidade, podem ser fatores
contribuintes para essas diferencas, visto que seguem protocolos diferentes.

A enzima AChE responséavel pela degradacdo da ACh, é um componente
fundamental da sinalizacdo colinérgica 21138139 No entanto, apesar de sua
importancia para a manutencdo e modulagdo da memdria 39140 a atividade desta
enzima ndo foi alterada no hipocampo e cortex pré-frontal dos animais obesos, o
gue complementa e apoia 0s resultados dos testes comportamentais na avaliacao
da memoria.

A relacdo entre essa enzima e a obesidade ainda € pouco descrita na
literatura, mas sabe-se que possui forte relacdo no processamento da informacgao
espacial 3%, Corroboram com nossos achados Kosari e colaboradores %/, que néo
encontraram diferenca na atividade desta enzima nos animais alimentados com dieta
hiperlipidica por 12 semanas em regides especificas como CAl, CA2 e 3, e giro
dentado no hipocampo. Essa semelhanca indica que protocolos de inducdo
semelhantes, com 10 ou 12 semanas ndo sao suficientes para causar prejuizos no
sistema colinérgico.

Mesmo sua funcdo como um marcador de possiveis danos entre
transmissdes sinapticas nao terem sido constatadas em animais obesos, pesquisas

indicam que sua acdo no SNC vai além do término da transmisséo sinaptica,
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podendo funcionar como neuromodulador, mudando o estado de um conjunto de
neurbnios em resposta a mudancas das condicdes ambientais 41, afetando o
desenvolvimento de neuritos e sinaptogéneses que também desempenham papel
importante em relacdo a formacdo de meméarias 24138,

Em contrapartida aos achados relacionados a comportamento e atividade
de AChE, houve inibicdo dos complexos da cadeia respiratdria mitocondrial, bem
como da atividade da CK nas estruturas responsaveis pela memoria em animais
obesos. Assim como todas as células, os neurénios utilizam de ATP como fonte de
energia fundamental para realizacdo de suas fungdes 1%2. As mitocondrias, séo
essenciais para a funcédo neuronal e desempenham seu papel principal na producéo
e manutencéo dos niveis de ATP 199,

Através de complexos da cadeia respiratéria mitocondrial, essas
organelas permitem a oxidacdo de NADH e FADH2, provenientes de outras vias
metabdlicas, e o transporte de equivalentes reduzidos ao longo de uma série de
transportadores para o aceitador final, o oxigénio, e impulsionam prétons para o
espaco intermembranas, criando uma diferenca de potencial eletroquimico, utilizado
na formacgdo de ATP 1. Estudos anteriores relatam que na obesidade a cadeia
respiratoria pode estar prejudicada, estando em conformidade com os achados
deste experimento 20:142,

Devido sua capacidade glicolitica, as mitocondrias sdo altamente
dependentes da fosforilacao oxidativa (FOX) para as suas necessidades energéticas
142 A FOX na producdo de energia, € uma importante fonte de radicais livres,
incluindo peroxido de hidrogénio (H2032), hidroxila (HO") e superéxido (O27), que sdo
também produtos da respiracdo celular normal. O metabolismo oxidativo no cérebro
produz grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio (ERO), que sé&o
controladas por mecanismos antioxidantes, por enzimas como superoxido dismutase
e catalase 143,

No entanto, a inibicdo de complexos da cadeia respiratdria mitocondrial
pode levar a um aumento na producdo de ERRO !12, podendo inclusive estar
relacionada com a fisiologia do envelhecimento e a fisiopatologia de algumas
doencas como a Doenca de Alzheimer e Parkinson 144146 Além disso, Freeman e
colaboradores %2, avaliaram estresse oxidativo em coértex e hipocampo de animais
induzidos a obesidade por dieta hiperlipidica e constataram niveis elevados de ERO

e disfuncéo cognitiva nesses animais.
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Ainda que as ERO sejam mediadores fisioldgicos importantes na
plasticidade, sinalizacdo e presentes no metabolismo de células normais,
acumuladas em excesso nesses tecidos podem se tornar prejudicial para suas
funcbes 42142 Inclusive, alteracdes nas funcGes mitocondriais vém sendo apontadas
como precursores de doencas neurodegenerativas em alguns estudos 145147.148,

Nesse sentido, 0s substratos energéticos em excesso poderiam resultar
em aumento da producdo de ERO, que por sua vez tem consequéncias significativas
na funcdo mitocondrial e no metabolismo energético e, por outro lado, o proprio
excesso de ERO poderia comprometer ainda mais a fungcdo mitocondrial, na sua
capacidade de atender a demanda de energia celular, levando a producédo de mais
ERO, processos que podem interferir na cadeia respiratoria mitocondrial e
consequentemente na producdo de ATP 142, sustentada pela inibicdo da atividade da
CK, cuja relacdo com a obesidade ndo havia sido avaliada na literatura é o
momento, falhando na sua funcdo como fonte alternativa de energia nos tecidos
apresentados 107,

Acredita-se que havendo uma disfuncéo com relacédo a cadeia respiratoria
mitocondrial e CK, os niveis de ATP possam estar diminuidos nesses tecidos, no
entanto, € possivel que os mecanismos que levaram a inibicdo de complexos da
cadeia respiratdria mitocondrial na obesidade sejam distintos dos mecanismos que
relacionam a AChE e memoria. Desta forma, a partir dos resultados obtidos neste
estudo e evidéncias da literatura sugere-se que a obesidade estd associada a
disfuncdo mitocondrial, no entanto, a relacdo com o0s processos de memoria ainda
precisa ser investigada. Considerando que as taxas de obesidade vém aumentando
em todo o mundo, e o risco de desenvolver outras comorbidades associadas,
preocupacfes devem ser levantadas em relacdo a esta doenca e 0 bom

funcionamento do SNC.
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6. CONCLUSAO

A partir destes resultados pode-se concluir que animais induzidos a
obesidade por dieta hiperlipidica ndo apresentaram danos na memoéria de
reconhecimento de objetos de curta e longa duracdo e memoria aversiva, nem na
atividade da enzima AChE responsavel pelos processos de memdéria. No entanto,
hipocampo e cortex pré-frontal sdo susceptiveis a disfungdo mitocondrial em relacéo
a cadeia respiratoria mitocondrial que se mostrou prejudicada nos animais obesos.
Nesse sentido, os dados sugerem que a producdo ATP pode estar prejudicada
nestas estruturas, porém néo foi suficiente para causar danos nos outros testes de
avaliacdo de memodria neste estudo. Mais estudos precisam ser realizados com o
objetivo de aprimorar a relacdo da disfuncdo mitocondrial com obesidade e sua

associacdo com prejuizos de memoria.
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ANEXOS

ANEXO A - Parecer de Aprovacdo do Comissdo de Etica no uso de animais do
projeto intitulado “Avaliagdo da memaoria em um modelo animal de obesidade”.

/ UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA
.L COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS ~ CEUA/UNISUL

) / Palhoga, 06 de junho de 2015,

Registro na CEUA (cédigo): 15.003.4.01.1V

Ao pesquisador: Gislaine Tezza Rezin
Gabriela Guzatti Francisco

Curso de Medicina - Campus Tubarao

Prezado(a) Pesquisador(a),

Vimos, através deste, informar que o projeto de pesquisa “Avaliagdao da memoéria em
um modelo animal de obesidade” foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de
Animais - CEUA da UNISUL.

A CEUAJ/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir, no &mbitc da UNISUL e
nos limites de suas atribuigbes, o disposto na legislagao federal aplicavel a criagdo e a
utilizagdo de animais em atividades de ensino e de pesquisa, realizadas pelos corpos
docente, discente e técnico-administrativo da UNISUL e pesquisadores de outras
Instituigbes, caracterizando-se a sua atuagdo como educativa, consultiva, de
assessoria e fiscalizagao nas questdes relativas & matéria, sob os aspectos: | - Etico; ||
- Legal: enquadramento na legislagao vigente.

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, qualquer alteracdo dos
procedimentos e metodologias que houver durante a realizagdo do projeto em questao,

informado imediatamente 4 Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Unisul - Unisgrsidote Yo Sul de Santa Catarina
= (48] 3279-
w3 unisuldr

é Antes de imprimir este e-mail pense em sua responsabilidade e compromisso com o MEIO AMBIENTE
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ANEXO B - Parecer de Aprovacdo do Comissédo de Etica no uso de animais do
projeto intitulado “Avaliacdo da cadeia respiratoria mitocondrial e atividade da
creatina quinase em camundongos obesos”.

UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA

Palhoga, 02 de juiho de 2015.

/rL COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA/UNISUL

Registro na CEUA (cédigo): 15.005.4.01.1V

Ao pesquisador: Gislaine Tezza Rezin
Aline Haas de Mello
Rosiane de Bona Schraiber
Luana da Rosa Souza

Curso de Medicina- Campus Tubarao

Prezado(a) Pesquisador(a),

Vimos, através deste, informar que o projeto de pesquisa “Avaliagdo da cadela
respiratéria mitocondrial e atividade creatina quinase em camundongos obesos"
foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA da UNISUL.

A CEUAJ/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir, no dmbito da UNISUL e
nos limites de suas atribuigdes, o disposto na legislagao federal aplicavel a criagdo e a
utilizagdo de animais em atividades de ensino e de pesquisa, realizadas pelos corpos
docente, discente e técnico-administrativo da UNISUL e pesquisadores de outras
instituigbes, caracterizando-se a sua atuagdo como educativa, consultiva, de
assessoria e fiscalizagdo nas questdes relativas 4 matéria, sob os aspectos: | - Etico; Il
- Legal: enquadramento na legislagao vigente.

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, Qqualquer alteracdo dos
procedimentos e metodologias que houver durante a realizagao do projeto em questao,

aC0 _Imediatamen DMISSA0 OE Ca_No

é Antes de Imprimir este e-mall pense em sua responsabilidade e compromisse com 0 MEIO AMBIENTE



